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RESUMO

OLIVEIRA, L. M. Efeito da suplementacdo materna com RA durante a
amamentacgéo no sistema imunologico da prole de camundongos. 2018. 107p Tese
(Doutorado em Imunologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas. Universidade de Sao
Paulo, S&o Paulo, 2018

O acido retinoico (RA), metabolito ativo da vitamina A, exerce ampla atividade bioldgica
sobretudo na modulacdo da resposta imunoldgica. A interacdo do RA com 0s seus
receptores nucleares induz a transcricdo de genes que atuam na homeostase de sitios
imunolégicos, principalmente no tecido linféide associado a mucosa intestinal (GALT).
O RA promove a diferenciacao de células T reguladoras CD4*CD25"Foxp3*, a migracao
de células efetoras para a mucosa intestinal induzindo a expressao de CCR9 e a4p37, além
de inibir a diferenciacdo de linfocitos T helper (Th) 17 no intestino, garantindo a
homeostase intestinal. Entretanto, eventos mediados pelo RA durante o desenvolvimento
do sistema imunoldgico neonatal ainda ndo sdo totalmente conhecidos, principalmente no
contexto materno-fetal. Desta forma, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da
suplementacdo materna com RA, durante a amamentacdo, no sitema imunoldgico da
prole. Para tanto, camundongos fémeas C57BL6 Foxp3-GFP receberam 6 doses de RA
(Img/gavagem), durante o periodo de amamentacdo, e o grupo controle recebeu apenas
6leo vegetal. Os resultados mostram que a suplementacdo materna com RA foi capaz
modular o sistema imunoldgico da prole aumentando o percentual de linfocitos T
reguladores (Treg) esplénicos nas proles com 6 semanas de idade. Além disso, houve
aumento percentual de linfdcitos Treg, TCD4" e TCD8" que expressam CCR9, tanto no
baco quanto nos linfonodos mesentéricos da mdes e de suas prole, o que pode
proporcionar a migracao de células para o intestino. Este efeito foi duradouro nas proles
até 6 semanas de idade. A suplementacdo materna com RA elevou o percentual de
linfocitos Treg e linfocitos B IgA™ no intestino das proles, e a concentracdo de
imunoglobulina (Ig) A fecal, mas ndo alterou a composic¢do da microbiota intestinal. Nas
mdes suplementadas houve redugéo das concentragdes séricas de IgA e IgG. Em contraste
com o efeito tolerogénico do RA na lamina prépria do intestino, observamos o aumento
sérico de interferon (IFN)-y nas proles de maes suplementadas € aumento na secre¢édo de
IFN-y por esplendcitos induzida por CLO97 (agonista de Toll-like receptor 7/8),
sugerindo que o RA pode ter um impacto importante na deficiente resposta de perfil Thl

nos neonatos. Para averiguar o efeito modulatorio in vivo da suplementagdo materna de



RA, foi avaliada a indugéo de colite por sulfato de sodio dextrano (DSS) nas proles. Néo
houve perda de peso acentuado nas proles de mées suplementadas com RA quando
comprado as proles de mées controles, além de apresentarem a permeabilidade intestinal
conservada e aumento do fator de transformacéo do crescimento (TGF)- no homogenato
intestinal, indicando menor dano no tecido epitelial do intestino. Apesar disto, 0 RA nao
foi capaz de inibir totalmente o processo inflamatdrio na colite. No conjunto, os achados
evidenciam que a suplementagdo materna com RA foi importante no desenvolvimento da
imunidade de mucosa e na manutencdo da homeostase intestinal, sendo um importante
metabolito para atenuar respostas inflamatorias. A inducdo sérica de IFN-y e apds
estimulo com CLO97 pode indicar o uso de RA como estratégia para potencializar

respostas Thl, crucial contra infeccGes virais e bacterianas no periodo neonatal.

Palavras chaves: acido retinoico, imunidade neonatal, amamentacdo, linfocitos T

reguladores, colite e microbiota intestinal.



ABSTRACT
OLIVEIRA, L. M. Effect of maternal RA supplementation during breastfeeding on
the immune system of the offspring. 2018. 107p Thesis (Doctor in Immunology) -

Institute of Biomedical Sciences. University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2018

Retinoic acid (RA), the active metabolite of vitamin A, exerts extensive biological
activity mainly in the modulation of the immune response. The interaction of RA with its
nuclear receptors induces the transcription of genes that acts on the homeostasis of
immunological sites, especially in gut associated lymphoid tissue (GALT). RA promotes
the differentiation of CD4"CD25"Foxp3" regulatory T cells, migration of effector cells to
the intestinal mucosa through gut-homing receptors CCR9 and a4p7, besides inhibiting
the differentiation of T helper (Th) 17 cells in the gut, guaranteeing intestinal homeostasis.
However, events mediated by RA during the development of the neonatal immune system
are not totally known, especially in the maternal-fetal context. Thus, the aim of the study
was to evaluate the effect of maternal RA supplementation during breastfeeding on the
immune system of offspring. For this, C57BL/6 Foxp3-GFP female mice with 8-10
weeks-old received 6 doses of RA (1mg / gavage) during the breastfeeding period, and
the control group received only vegetable oil. The results show that maternal RA
supplementation was able to modulate the offspring immune system by increasing the
percentage of splenic regulatory T (Treg) cells in offspring at 6 weeks of age. In addition,
there was an enhancement in the CCR9 expression on regulatory T cells and CD4* and
CD8" T cells, in the spleen and in the mesenteric lymph nodes of mothers and their
offspring, which can provide migration of cells into the gut. This effect was long-term in
offspring up to 6 weeks of age. Maternal RA supplementation also increasing the
percentage of regulatory T cells and B IgA* cells in the offspring’s gut, beside increasing
the fecal immunoglobulin (1g) A concentration, but did not alter the composition of the
intestinal microbiota. In the supplemented mothers, serum concentrations of IgA and 1gG
were reduced. In contrast to the tolerogenic effect of RA on intestinal lamina propria, we
observed a serum increase of interferon (IFN)-y in offspring and increasing in
CLO97(Toll-like receptor 7/8 agonist)-induced IFN-y secretion by splenocytes,
suggesting that RA may have a significant impact on the deficient Thl profile response
in neonates. To investigate the modulatory effect in of RA maternal supplementation, was
evaluated the induction of colitis by dextran sodium sulfate (DSS) in the offspring. There

was no significant weight loss in the offspring from mothers supplemented with RA in



comparison with the offspring from control mothers, as well as having preserved
intestinal permeability and increased transforming growth factor (TGF)-B in the intestinal
homogenate, indicating less damage to intestinal epithelial tissue. Despite this, RA was
not able to totally inhibit the inflammatory process in colitis. Taken together, the findings
show that maternal RA supplementation was important in the development of mucosal
immunity and maintenance of intestinal homeostasis, being an important metabolite to
attenuate inflammatory responses. Induction of serum IFN-y after TLR7/8 (CL097)
stimulation may indicate the use of RA as a strategy to potentiate Thl responses, crucial

against viral and bacterial infections in the neonatal period.

Key words: retinoic acid, neonatal immunity, breastfeeding, regulatory T cells, intestinal

colitis and microbiota.
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enzima deaminase induzida pela ativacdo (do inglés — activation
induced deaminase)
células apresentadoras de antigenos (do inglés — antigen
presenting cells)
forma all-trans do &cido retinoico (do inglés — all-trans retinoic
acid)
albumina sérica bovina (do inglés — Bovine serum albumin)
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do inglés - CC chemokine receptor 9
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CYP26 — familia 26 do citocromo P450 (do inglés — cytochrome P450 family
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IFN-
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células dendriticas (do inglés — dendritic cells)
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fator regulador do interferon 4 (do inglés — interferon regulatory
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acyltransferase)

células indutoras de tecido linfoide (do inglés - lymphoid tissue-

inducing)

MadCAM-1 — do inglés - mucosal vascular addressin cell adhesion molecule

1



MHC - Complexo Principal de Histocompatibilidade (do inglés — Major
Histocompatibility Complex)

mLN — linfonodos mesentéricos (do inglés — mesenteric lymph nodes)

MoDCs — células dendriticas derivadas de mondcitos (do inglés — monocyte-
derived dendritic cells)

NLRs — receptores NOD-like (do inglés — NOD-like receptors)
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PP — placa de Peyer

PPAR- — receptor ativador da proliferacéo de peroxissomos beta (do inglés,
peroxisome proliferator-activating receptor beta)
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RAR —  receptor de &cido retinoico (do inglés — retinoic acid receptor)
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TTR —  transtirretina
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1. INTRODUCAO

1.1 A vitamina A

As vitaminas sdo componentes essenciais na dieta e relevantes para a
manutencdo de diversos processos bioldgicos. Nesse contexto, a vitamina A atua em
varias condigdes biologicas que envolvem o desenvolvimento embrionario, fungdo
hormonal e manutencdo/modulacdo da resposta imunoldgica, incluindo dos tecidos
epiteliais e de mucosa (Mora et al., 2008; Cassani et al., 2012).

A vitamina A é obtida pela dieta tanto em alimentos de origem animal, como
figado, 6leo de peixe e ovos, quanto pela ingesta de vegetais ricos em carotenoides, sendo
0 PB-caroteno o mais abundante (Bono et al., 2016). A deficiéncia da vitamina A,
principalmente na infancia, esta relacionada ao aumento do risco de morbidade e
mortalidade por doencas infecciosas (bacterianas e virais), sendo mais comuns as doengas
do trato gastrointestinal e pulmonar. Além disto, pode ocasionar cegueira, anemia,
prejuizo em respostas vacinais e complica¢bes durante a gestacdo (Villamor e Fawzi,
2005; Moraet al., 2008). Sendo assim, uma dieta com quantidades adequadas de vitamina
A é vital para um bom desenvolvimento do infante, principalmente no periodo neonatal,
uma vez que recém-natos possuem reservas insuficientes da vitamina e dependem, quase
que exclusivamente, do leite materno.

Em paises de baixo poder aquisitivo é mais frequente que as criangas recebam
quantidades insuficientes de vitamina A durante o aleitamento, tornando esta deficiéncia
um problema de salde publica. Por esse motivo, a Organizacdo Mundial da Salde
recomenda a suplementacdo com vitamina A para bebés e criancas de 6 a 59 meses de
vida nos paises em desenvolvimento (Who, 2011). No Brasil, desde 2005, existe o
Programa Nacional de Suplementagédo de Vitamina A, nas regides Norte e Nordeste do
pais, e nos municipios das Regides Centro-Oeste, Sul e Sudeste contemplados no
Programa Brasil sem Miséria, que recomenda a suplementagdo para bebés e criangas de
6 a 59 meses de vida (Brasil, 2013), garantido assim, a ingesta adequada da vitamina A
nesse periodo da vida.

A preocupagdo com relagdo a deficiéncia da vitamina A na infancia e o
aumento do risco de morbidade e mortalidade por doencas infecciosas pode ser explicado
pelo amplo papel que a vitamina A desempenha no sistema imunol6gico. De maneira bem

resumida, pois falaremos com mais detalhes a frente, apds a ingestdo e absorcdo da
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vitamina A ocorre o0 processo de metabolizacao, no qual, o &cido retinoico (RA, retinoic
acid) é gerado, sendo este 0 metabdlito ativo responsavel pelas funcBes exercidas pela
vitamina A. O RA desempenha papel importante na resposta imunolégica de mucosa,
promovendo a diferenciacdo de linfocitos T reguladores (Treg) (Sun et al., 2007) e a
producdo de imunoglobulina (Ig) A (Surman et al., 2014). Além disso, o RA induz a
migracdo de células da imunidade inata (Kim et al., 2015) e linfocitos T e B efetores para
o intestino (Von Boehmer, 2007; Hall, Grainger, et al., 2011; Cerovic et al., 2014).
Durante infeccdes, o0 RA pode induzir a producdo de citocinas pro-inflamatdrias pelas
células dendriticas (DC, dendritic cells), promovendo a ativacdo de linfocitos T e assim,
a protecdo da mucosa intestinal (Hall, Cannons, et al., 2011). Dessa forma o RA é
essencial para a manutencdo da homeostase e da barreira da mucosa intestinal.

Tendo em vista seu amplo papel na resposta imunoldgica da mucosa
intestinal, estudos ja relataram a reducdo da mortalidade infantil através da suplementacéo
com vitamina A (Imdad et al., 2010). Mais um dado que ressalta a importancia da ingestdo
de vitamina A durante os primeiros anos de vida, no desenvolvimento da resposta
imunoldgica e manutencéo da vida.

O RA também atua durante o desenvolvimento embrionario, principalmente
na proliferacdo e diferenciacdo de células progenitoras hematopoiéticas (Kinoshita et al.,
2000; Berggren Soderlund et al., 2005; Van De Pavert et al., 2014). Embora haja
evidéncias experimentais de que a suplementacdo de gestantes com gquantidades elevadas
de vitamina A pode induzir efeito teratogénico no feto (Balkan et al., 1992; Niederreither
et al., 1997), ainda assim, a deficiéncia de vitamina A durante a gestacdo causa efeitos
prejudiciais no desenvolvimento embriondrio e no desenvolvimento do sistema
imunoldgico do neonato (Kinoshita et al., 2000; Van De Pavert et al., 2014), tornando
essencial uma suplementacdo com quantidade adequada da vitamina durante esse
periodo.

Além das funcdes ja relatadas, devido sua atividade reguladora, 0 RA € capaz
de atuar no controle de doengas inflamatdrias, ndo somente no intestino (Tejon et al.,
2015; Penny et al., 2016), mas em outros tecidos como: mucosa pulmonar (Goswami et
al., 2009; Niu et al., 2016), sistema nervoso central (Saboor-Yaraghi et al., 2015;
Mohammadzadeh Honarvar et al., 2016; Raverdeau et al., 2016) e pele (Rigopoulos et
al., 2004; Khalil et al., 2017).

Contudo, para a atuacdo do RA, primeiramente a vitamina A precisa ser

metabolizada, e esse processo sera discutido a sequir.



26

1.2 Metabolizagéo do RA e sua via de sinalizagéo

A vitamina A pode ser obtida pelo consumo de percursores da vitamina A, ou
seja, os carotenoides (principalmente o [-caroteno) quando proveniente de origem
vegetal, ou na forma de ésteres de retinil, quando proveniente de origem animal (Bono et
al., 2016). Quando os precursores da vitamina A sdo absorvidos, estes sdo esterificados
em ésteres de retinil pela enzima lecitina retinol acitiltransferase (LRAT, lecithin retinol
acyltransferase), obtendo a mesma forma da vitamina A de origem animal. Apds esse
processo, os ésteres de retinil séo empacotados em quilomicrons e entram na circulagdo
sistémica (Erkelens e Mebius, 2017) (Figura 1). Na circulagdo, os quilomicrons sofrem
acao da enzima lipase lipoproteica resultando na captura pelos hepatocitos onde sofrem
hidrolise gerando o retinol. O retinol é estocado no figado, principalmente nas células
estreladas hepéticas (Mora et al., 2008).

Quando ha demanda da vitamina A pelo organismo, o retinol formado é
transportado pela circulacdo sanguinea atraves de um complexo formado pela proteina de
ligacdo do retinol (RBP, retinol binding protein) com a proteina de transporte
transtirretina (TTR) (Azais-Braesco e Pascal, 2000). Esse complexo é reconhecido pela
proteina transmembrana STRAG6 (stimulated by retinoic acid 6), que medeia a absor¢ao
do retinol extracelular para o citosol (Berry et al., 2012). Ao ser absorvido, o retinol é
oxidado em retinal pela enzima alcool desidrogenase (ADH, alcohol dehydrogenase).
Posteriormente, no epitélio intestinal e nas DCs associadas aos linfonodos mesentéricos
(mLN, mesenteric lymph nodes) e placa de Peyer (PP), o retinal sofre uma oxidagéo pela
enzima retinal desidrogenase (RALDH, retinal dehydrogenase), obtendo-se o RA. (Mora
et al., 2008). As células epiteliais do intestino também podem metabolizar a vitamina A,
logo apds a absorcéo, em retinal e RA, podendo liberar o0 RA diretamente na mucosa
intestinal (Erkelens e Mebius, 2017).

O RA € gerado em mudltiplas formas ativas estereoisoméricas, como a all-
trans, 9-cis e 13-cis (Berggren Soderlund et al., 2005; Campo-Paysaa et al., 2008), sendo
a forma all-trans (atRA) a mais abundante no organismo (Arnold et al., 2012). O RA
sinaliza via receptores nucleares, como o receptor de acido retinoico (RAR, retinoic acid
receptor) e o receptor retinoide X (RXR, retinoid X receptor) para regular a transcricao
de seus genes-alvo (Schuster et al., 2008; Hall, Grainger, et al., 2011). Os receptores

formam heterodimeros, sendo 0 RAR composto por trés isoformas principais (o, B e y)
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que interagem com todas as formas do RA, enquanto o RXR, que também possui
isoformas o, B e vy, interage, principalmente, com o 9-cis RA (Hjertson et al., 2003). O
RA também pode sinalizar atraves do receptor ativador da proliferacdo de peroxissomos
beta (PPAR-B, peroxisome proliferator-activating receptor beta), formando um
heterodimero com o RXR, importante no metabolismo de lipideos e na homeostase da
glicose (Mora et al., 2008).

O controle da concentracdo do RA nos tecidos é realizado por um grupo de
enzimas pertencentes a familia 26 do citocromo P450 (CYP26, cytochrome P450 family
26), que catalisa 0 RA gerando formas oxidadas (5,8-epoxi RA, 4-hidroxi RA e 18-hidroxi
RA), evitando seu acumulo no organismo e controlando suas concentrac@es fisiologicas
(Sakai et al., 2001).
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Figura 1. Metabolizacéo e sinalizacdo do RA. (A) A vitamina A e seus precursores (3-caroteno)
obtidos da dieta sdo absorvidos pelas células do epitélio intestinal e esterificados em ésteres de
retinil pela enzima LRAT. (B) Os ésteres de retinil sdo empacotados em quilomicrons e entram
em circulagdo sanguinea onde sdo capturados pelos hepatdcitos e armazenados como retinol. (C)
O retinol liga-se a RBP no figado e é transportado através da corrente sanguinea. Este complexo
é reconhecido pelo STRAG, que medeia a absorcao do retinol extracelular para o citosol. (D) Ap6s
a captacdo, o retinol é oxidado em retinal pela enzima ADH. Posteriormente, em DCs CD103*, o
retinal é oxidado pela enzima RALDH para gerar RA. (E) Células do epitélio intestinal também
podem metabolizar a vitamina A apds absorcdo do retinal em RA, que pode ser liberado
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diretamente na mucosa intestinal. (F) A RA interage com receptores nucleares, como 0 RAR e 0
RXR, para regular a transcricao de varios genes-alvo, pela ligacdo aos elementos responsivos ao
acido retinoico (RAREs, retinoic acid-responsive elements) no DNA. (G) O controle da
concentracdo do RA nos tecidos € realizado por um grupo de enzimas pertencentes a familia 26
do citocromo P450 (CYP26), que catalisa 0 RA presente no citosol para gerar as formas oxidadas.
(Adaptado, (Oliveira et al., 2018) )

1.3 Impacto do RA na resposta imunolégica

O RA pode atuar de diferentes formas, tanto nas células envolvidas na
imunidade inata, quanto nas células da imunidade adaptativa (Figura 2), e apesar de
exercer um papel mais relevante em mucosas, principalmente na mucosa intestinal,
também exibe papel sistémico importante, promovendo a homeostase em diferentes

tecidos.
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Figura 2. Papel do RA nas células do sistema imunolégico. (A) Associado as citocinas pro-
inflamatdrias, 0 RA contribui para a ativacdo das DCs e para a geracao de células T efetoras; (B)
0 RA também promove modulagdo de macréfagos, inibindo mediadores inflamatdrios e liberagdo
de TNF e NO; (C) ativa ILC3, especialmente células LTi, que sdo necessarias para a formacéao de
tecidos linféides, inclusive durante o desenvolvimento fetal; (D) induz a expressao das moléculas
a4p7 e CCR9 em linfocitos e ILCs e o direcionamento dessas células para o intestino e promove
o0 equilibrio de células Th17 / Treg no GALT, assegurando tolerancia, mas também é capaz de
induzir Th17 na presenca de infeccdo e inflamacdo; e (E) promove a ativacdo de células B e sua
diferenciagdo em plasmdcitos. (Adaptado, (Oliveira et al., 2018))
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1.3.1 Efeito do RA em DCs e na inducdo da migracéo de células imunes

para a mucosa intestinal

A mucosa intestinal é exposta a uma variedade de antigenos e possui um
ambiente tolerogénico para suprimir a resposta imunoldgica aos antigenos ingeridos e a
microbiota, prevenindo a exacerbacdo da resposta inflamatéria. Em paralelo, este
ambiente também é capaz de gerar resposta imune efetora aos patdgenos.

O balanco entre a tolerancia e a resposta efetora é direcionado principalmente
pelas células apresentadoras de antigeno (APC, antigen presenting cells), especialmente
DCs (Siddiqui e Powrie, 2008). Ja foi visto em camundongos que o0 RA € capaz de regular
a diferenciacdo dos precursores das DCs da medula éssea em percussores de DCs de
mucosa pela inducdo da expressdo da integrina a4f7, garantindo a migracao dessas
células para o trato gastrointestinal, originando assim, as DCs CD103*CD11b* da mucosa
intestinal (Czarnewski et al., 2017). A populagéo de DCs nos tecidos linfoides associados
a mucosa intestinal (GALT, gut associated lymphoid tissue) com fendtipo CD103" é
responsavel pela manutencdo da homeostase, por ser capaz de promover a inducao de
linfocitos Treg Foxp3* e de proporcionar a migracdo de células reguladoras e efetoras
para 0 GALT (Von Boehmer, 2007; Hall, Grainger, et al., 2011; Cerovic et al., 2014).

A migracdo das células T mediada pelas DCs no GALT esté relacionada com
a sua capacidade de sintetizar o RA (Eksteen et al., 2009; Hall, Grainger, et al., 2011),
uma vez que essas DCs possuem alta expressdo das enzimas RALDH 1 e RALDH 2,
responsaveis pela conversdo do retinal em RA, tornando-as as principais sintetizadoras
deste metabdlito (Agace e Persson, 2012). Desta forma, no momento da apresentacdo do
antigeno, as DCs CD103* liberam o RA capaz de passar livremente pela membrana
celular da célulaalvo. No nucleo o RA sinaliza via receptor RARa induzindo a transcrigdo
das regides promotoras do gene da subunidade a4 da integrina a4B7 ¢ do gene para o
receptor de quimiocina CCR9 (Hall, Grainger, et al., 2011), proporcionando a expressao
de 04p7 e CCR9 na membrana celular. Assim a integrina 047 e o CCR9 sdo capazes de
interagirem com a quimiocina CCL25 e a molécula de adesdo MadCAM-1,
respectivamente (Eksteen et al., 2009; Wang et al., 2010). Como o0 MAdCAM-1, esta
presente nas vénulas do mLN e nas PP, e a CCL25 é produzida pelas células epiteliais do
intestino, essa combinacao garante a migracao nao so de linfécitos T, como também de

outras células imunes (linfocitos B, células linfoides inatas) para o intestino (Iwata et al.,
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2004; Eksteen et al., 2009; Wang et al., 2010; Hammerschmidt et al., 2011; Kim et al.,
2015).

Com relacdo a migragdo de células linfoides inatas (ILCs — innate lymphoid
cells) para o intestino, o RA atua principalmente nas ILCs 1 e 3. As ILCs podem ser
divididas em trés subgrupos principais ILC1, ILC2 e ILC, baseados na expressao dos
fatores de transcricdo T-bet, GATA3 e RORyt, e perfil de citocinas, como interferon
(IFN)-y e fator de necrose tumoral (TNF —tumor necrosis fator) (ILC1), interleucina (IL)-
5 e IL-13 (ILC2) ou IL-17 e IL-22 (ILC3). Nesse contexto, as ILC 1 e 3 sdo muito
importantes contra infecgdes virais e bacterianas na mucosa intestinal (Kim et al., 2015),
0 que torna relevante o papel do RA na migracdo dessas células para o intestino, garantido
maior protecdo contra doencgas infecciosas intestinais.

Outro papel importante das DCs CD103* é promover a inducdo de células
TCD4"CD25"Foxp3* (Treg) importantes para a manutencéo do ambiente tolerogénico no
GALT. Além das DCs CD103", outras DCs RALDH™ presentes na lamina prépria do
intestino delgado, na pele e mucosa pulmonar, também sintetizam RA (Sun et al., 2007;
Guilliams et al., 2010; Ruane et al., 2013) sendo as DCs RALDH" do intestino capazes
de induzir Treg na presen¢a do TGF-B (Mucida e Cheroutre, 2007; Sun et al., 2007).
Assim, é possivel afirmar que as DCs produtoras de RA, ou seja, as DCs RALDH?, sdo
DCs de perfil tolerogénico.

Contudo, 0 RA também pode participar da maturacao e ativacao de DCs, pois
em conjunto com citocinas pré-inflamatorias, o RA induz o aumento na expressdo do
Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC - Major Histocompatibility
Complex)-I1 e CD86 em DCs derivadas de mondécitos (MoDCs) (Geissmann et al., 2003),
e, durante infeccOes, sinalizacdo pelo RA pode induzir a producdo de citocinas proé-
inflamatdrias em DCs e, por sua vez, promover a diferenciacdo de células T efetoras (Hall,
Cannons, et al., 2011). Dessa forma, a acdo do RA vai depender do contexto imunolégico,

podendo ativar ou suprimir respostas imunolégicas, garantindo a homeostase.
1.3.2 Efeito do RA nos linfécitos T
O RA desempenha papeis distintos nas subpopulacbes de linfocitos T,

dependendo do ambiente em que esta inserido e da subpopulacdo em questdo. Sendo

assim, o RA pode influenciar no balancgo das respostas dos linfocitos TCD4" tendo maior
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relevancia no balango da resposta de linfécitos T auxiliares (Th —T helpers) Thl e Th2,
além do balanco na diferenciagdo e na resposta Treg/Th17.

A diferenciacgdo de células T naive para as diferentes subpopula¢@es depende
de fatores do microambiente da resposta inflamatdria inicial e das citocinas secretadas
pelas populacdes de células ativadas. Entre as citocinas envolvidas neste processo, a IL-
12 é secretada principalmente por APCs e favorece a diferenciagdo de células Thl
(Coffman et al., 1991), que secretam IL-2 e IFN-y. Ja a IL-4 contribui para a diferenciacao
de células Th2, caracterizado pela expresséo do fator de transcricdo GATAS3 e secrecdo
de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, favorecendo a producédo de anticorpos IgE em humanos e
de IgE e IgG1 em camundongos (Coffman et al., 1991).

Os relatos sobre o papel do RA no balango das respostas de perfil Th1/Th2
sdo controversos. Alguns estudos indicam que concentragdes elevadas de RA podem
promover a diferenciacdo de células T naive em Th2 pela indugdo da expressdo do gene
para IL-4 (Mora et al., 2008), além de modular a producéo de 1L-12 das APCs, inibindo
a diferenciacdo das células Thl (lwata et al., 2003) e induzindo a expressdo de fatores de
transcricdo GATAS3 e STAT 6, importantes na manutencédo da resposta Th2 (Mora et al.,
2008; Siddiqui e Powrie, 2008). O uso in vitro de agonistas do receptor RXR também
favorece o desenvolvimento das células Th2 (Stephensen et al., 2007). Entretanto,
trabalhos mais recentes sugerem que a deficiéncia de vitamina A esta relacionada com
aumento da incidéncia de asma em criancas devido a prejuizos na formacgdo da mucosa
pulmonar e manutencdo do epitélio das vias aéreas (Marquez e Cardoso, 2016). Ja em
modelo experimental de asma induzida por ovalbumina, a deficiéncia vitamina A induz
citocinas do perfil Th2, como IL-5 e IL-13, aumentando assim a inflamacao pulmonar
(Cui et al., 2016). Contudo, administracédo oral de RA atenua a inflamagé@o pulmonar em
decorréncia do aumento da populacdo de células T reguladoras no pulmao (Goswami et
al., 2009; Niu et al., 2016).

Em relacdo a resposta de perfil Th1, apesar do RA inibir a diferenciacéo desse
perfil, € essencial para a estabilidade e manutencdo de células Thl por reprimir o fator de
transcricdo RORyt, importante para indugdo de células Th17 (Brown et al., 2015). Além
disto, apresenta um papel importante na manutencéo de respostas antigeno-especificas,
visto que camundongos deficientes de vitamina A mostram prejuizo na resposta Th1l apds
imunizacdo com ovalbumina e toxina colérica (Hall et al., 2011).

Mas € no balanco entre as respostas Treg/Thl7 em que o RA tem maior

importancia, principalmente durante repostas inflamatérias na mucosa intestinal.
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Conforme abordado anteriormente, a mucosa intestinal, por ser exposta a diversos
antigenos, necessita de um balango eficiente entre tolerancia e a resposta efetora, para que
respostas imunoldgicas ndo se tornem exacerbadas causando inflamacGes cronicas e
danos teciduais. Nesse contexto, o RA produzido pelas DCs RALDH® presentes na lamina
propria do intestino propicia a geracdo de Treg, na presenca de TGF-f (Mucida e
Cheroutre, 2007; Sun et al., 2007). A diferenciacdo de Treg a partir de células TCD4
naive se da por um mecanismo dependente de RA no qual o atRA promove a acetilacado
das histonas no promotor do gene para Foxp3, fazendo com que a cromatina fique frouxa,
0 que facilita a transcricdo génica (Coombes et al., 2007; Von Boehmer, 2007; Pino-
Lagos et al., 2011).

O RA também controla a diferenciacéo de células T com perfil inflamatdrio
no GALT, suprimindo a diferenciacdo de células T naive em Th17 na mucosa (Wang et
al., 2010), principalmente pelo bloqueio da sinalizacao via IL-23 e IL-6. Por outro lado,
a IL-6 é capaz de inibir a geracdo de Treg, favorecendo a expansdo de Thl7 em
camundongos com colite (Duriancik et al., 2010; Collins et al., 2011).

Os linfocitos Th17 sdo gerados na presenca de IL-6 e IL-21 e de baixas
concentragOes de TGF-B na mucosa intestinal, principalmente em inflamagdes cronicas
(Collinsetal., 2011; Moore et al., 2011). S&o capazes de secretar citocinas como IL-17A,
IL-21 e IL-22 e promovem o controle de infeccdes bacterianas e fingicas nas mucosas
(Hall, Grainger, et al., 2011). O RA possui um papel ambiguo nas Thl7, pois, apesar de
inibir a geracdo de linfocitos Th17, durante as infecgBes na mucosa intestinal, baixas
concentracfes de RA na presenca de IL-6 induz a geracdo de linfécitos Thl7,
potencializando a resposta protetora na mucosa (Uematsu et al., 2008).

Além disso, o RA ¢ essencial para a geracdo in situ de linfocitos Th17 na
mucosa intestinal durante a infecgdo causada por Toxoplama gondii (Hall, Cannons, et
al., 2011). Desta forma, o RA exerce papel tolerogénico na mucosa saudavel e
inflamatdrio em respostas infecciosas, garantindo a protecao.

O RA também induz a migracgdo de células Th17 e outras células efetoras para
0 GALT. A expressdo de CCR9 é importante para a migracao de células para o intestino
delgado (jejuno e ileo), enquanto que a integrina a4B7 propicia a migragéo de células por
toda extensdo do intestino (Wang et al., 2010). Contudo, a suplementagéo oral com RA
em camundongos com inflamacao cronica no ileo é capaz de atenuar a inflamacéo, por

restaurar o balanco entre as populacdes Th17 e T reguladoras, elevando o numero de DC
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CD103" e a expressdao de RALDH 2, por um mecanismo de feedback positivo,
aumentando, assim a concentragcdo de RA na mucosa (Wang et al., 2010; Collins et al.,
2011). Além disso, camundongos submetidos a uma dieta deficiente de vitamina A séo
mais suscetiveis ao desenvolvimento de colite induzida por sulfato de sodio dextrano
(DSS - dextran sulfate sodium) e cancer de colon devido ao agravamento da inflamacao
cronica no intestino (Okayasu et al., 2016). Dessa forma, 0 RA faz um balanco entre a
geracgdo de células T reguladoras e Th17, mantendo a homeostase da mucosa intestinal.

Nos linfécitos TCD8™, o efeito do RA esta mais relacionado com inducdo da
migracdo dessas células para o GALT e mucosas e ndo em sua diferenciacdo, sendo
importante durante infecgdes virais. Nesse contexto, foi visto que a administragdo de RA
é capaz de estabelecer uma resposta protetora antiviral em camundongos, por aumentar a
migracdo e a geracdo de linfocitos T CD8" e células de memdria (Tan et al., 2011),
capazes de inibir a infeccdo pelo virus da gastroenterite na mucosa intestinal (Chen et al.,
2016).

1.3.3 Efeito do RA na diferenciacgéo de linfocitos B e producéo de IgA.

O RA também exerce papel importante na resposta humoral, sendo essencial
para a producdo de linfocitos B secretores de anticorpos IgA (Mora et al., 2006; Hall,
Grainger, et al., 2011). A administracdo oral de RA em camundongos deficientes de
vitamina A mostrou-se eficiente em reestabelecer a producdo de IgA apds vacinagdo
contra influenza (Surman et al., 2014). Além disto, a deficiéncia de vitamina A e zinco
leva a diminuicdo de IgA sérica e uma diminuigdo acentuada da imunidade humoral de
mucosa (Kheirouri e Alizadeh, 2014). Neste sentido, estudos mostraram que o0 uso do RA
como adjuvante vacinal, potencializa a resposta imunoldgica, tanto em camundongos
adultos quanto neonatos, sendo um importante fator para a inducdo de resposta
imunologicas, principalmente em fases precoce da vida (Ma et al., 2005; Ma e Ross,
2005).

Os retinoides também séo descritos como cofatores para estimulagdo e
proliferacdo dos linfocitos B, capazes de acelerar a linfopoiese dessas células e aumentar
seu namero no baco, decorrentes do aumento de fatores de transcricdo EBF1 e Pax-5,
essenciais para o desenvolvimento de linfocitos B (Morikawa e Nonaka, 2005). Além
disso, também acelera a maturacdo de linfocitos B humanos e sua diferenciacdo em

células produtoras de anticorpos (Morikawa e Nonaka, 2005).
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O RA também induz a diferenciagédo de linfocitos B esplénicos aumentando
a expressdo de CD138 e IgG de membrana celular por induzir a expressao da enzima
deaminase induzida pela ativacao (AID - activation induced deaminase), responsavel pela
inducdo da troca de classe de anticorpos, e a expressdo do fator regulador do interferon 4
(IRF4, interferon regulatory factor 4), envolvido na geracéo de plasmaocito e producéo de
IgG (Chen e Ross, 2007; Indreveer et al., 2015). E, assim como ocorre nas outras células
imunoldgicas, 0 RA também favorece a migracdo e sobrevivéncia de células B na geragédo
preferencial de IgA no intestino.

Portanto, a vitamina A possui um papel multifatorial na modulacdo da
resposta imune, na homeostase e na inducdo de resposta reguladora e/ou efetora.
Entretanto, ainda néo esté totalmente determinado como a suplementacdo materna com
RA, via amamentacdo, pode influenciar no desenvolvimento imunoldgico do neonato,
periodo marcado por uma imaturidade imunoldgica e dependéncia de fatores maternos

para protecdo contra infeccdes e desenvolvimento do sistema imunolégico.

1.4 O sistema imunoldgico no periodo neonatal e o impacto da vitamina

Devido a baixa exposicdo de antigenos durante o desenvolvimento
intrauterino, o periodo neonatal é caracterizado pela auséncia de memoria e relativa
imaturidade celular, com diminui¢do numérica e funcional das DCs, dos linfécitos T, B e
ILCs em relacdo aos adultos (Adkins et al., 2004; Takeda et al., 2005; Futata et al., 2012).
Essas caracteristicas no periodo neonatal fazem da imunidade materna uma importante
ferramenta para garantir a protecdo contra 0s patégenos e na manutencdo da homeostase
imunoldgica.

Contudo, algumas particularidades da resposta imune inata do neonato atuam
para compensar o lento desenvolvimento da resposta imune adaptativa, como um
aumento da resposta inflamatoria aos agonistas de receptores Toll-like (TLRs) e NOD-
like (NLRs) pelos granuldcitos. Estes receptores reconhecem padrbes moleculares
conservados em microrganismos como bactérias, fungos e virus iniciando vias de
sinalizacdo que resultam na producdo de citocinas pré-inflamatorias e maturacdo das
celulas favorecendo o desenvolvimento da resposta adaptativa (Khoo et al., 2011).

As ILCs, além de atuarem na manutencdo de barreiras em mucosas € no

controle de bactérias comensais, também conferem a protecéo contra patégenos, o que as
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torna essenciais no periodo neonatal por participarem do desenvolvimento do GALT. As
celulas indutoras de tecido linfoide (LTi), um dos subtipos de ILC3, promovem a
formagé&o de tecidos linfoides, como as PP, essenciais para o estabelecimento de respostas
imunologicas eficientes (Bostick e Zhou, 2016).

Ja as DCs derivadas de mondcitos provenientes de cordao umbilical mostram
baixa expressdo de moléculas coestimuladoras apds estimulo com lipopolissacarideo
(LPS), quando comparadas as DCs de adultos, resultando em menor capacidade de
apresentacdo de antigenos e polarizagcdo para respostas de perfil Thl (Goriely et al.,
2001). Em resposta a maioria dos ligantes de TLRs os mondcitos e as DCs plasmocitoides
secretam menos I1L-12p70 e IFN-a (Hallwirth et al., 2002).

Como as DCs secretaram menos IL-12, h4d uma diminuicéo da resposta Thl
e desvio para Th2, em especial em camundongos (Adkins et al., 2004). Além disto, apds
a ativacdo de linfocitos T, a secrecdo preferencial de IL-4 e IL-13 é devida a
hipometilacdo na regido reguladora dos genes IL4 e I1L13, enquanto ha uma regulagéo
epigenética do promotor de IFN-y inibindo a diferenciagdo para resposta Thl (Adkins,
2007; Rose et al., 2007). Dessa forma, existe um desvio para um perfil de resposta Th2
no periodo neonatal, o que prejudica a formacao de respostas as infec¢fes bacterianas e
virais, que sdo recorrentes nesta fase e durante a infancia.

Além da diminuigdo quantitativa e qualitativa das DCs e células T, a falta de
um microambiente anatbmico apropriado para a interacdo entre as DCs e as células T e
B, pode gerar diferencas fenotipicas e funcionais das células B, que refletem na baixa
producdo de anticorpos. Assim, a resposta humoral neonatal é mais tardia, com
quantidades menores de anticorpos e de menor duracao, pois as poucas células B maduras
do neonato expressam menos CD40 que, somado com a diminuida expressdo de CD40L
nas células T, contribuem para a baixa producdo de IgG, IgA e IgE (Bot e Bona,
2002). Outro fator que prejudica a resposta humoral é a formacao inadequada dos centros
germinativos (CG) em neonatos, regides presentes nos 6rgdos linfoides, onde ocorre a
interacdo de linfocitos T auxiliares foliculares (Trn) e linfocitos B, com posterior troca de
classe e maturacédo da afinidade dos anticorpos.

Por esses motivos, 0 aleitamento é essencial ndo s6 para protecdo como
também para o desenvolvimento do sistema imunolégico do neonato (Ma et al., 2008),
através da transferéncia de anticorpos, citocinas e TGF-B, que podem propiciar a
formacgéo ou proliferacdo de populacbes de linfécitos Treg, além da transferéncia de

células maternas a prole. (Verhasselt et al., 2008). A transmissdo de células da mée para
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a prole pode ser evidenciada em camundongos GFP* (Green fluorescent protein), por
duas vias independentes: placentaria e amamentacdo. A transferéncia de células maternas
por via placentéria é evidenciada em 50% da prole e situam-se nos 6rgdos, como timo,
baco e figado. Apo6s o nascimento, o colostro de camundongos tem uma composicao de
leucdcitos semelhante aos humanos, com 50-70% de granulécitos, 10-20% de mondcitos,
3-10% de celulas T e menos que 2% de células B (Zhou et al., 2000). Contudo, a migracao
trans-epitelial é feita por 3-4% de células T que migram para as PP, bacgo e timo, sendo
evidenciado o numero maximo no periodo de 3 a 4 semanas ap0s o0 nascimento (Ma et
al., 2008).

A vitamina A é transferida pelo leite materno como retinol (Garcia et al.,
2005) e pode influenciar no desenvolvimento da resposta imune do neonato. A
suplementacdo com vitamina A durante o periodo neonatal confere uma melhor resposta
antigeno-dependente em camundongos adultos jovens, mostrando que o impacto pode
ocorrer até o estagio adulto (Sankaranarayanan et al., 2007).

Além disso, as concentracdes maternas de RA durante o desenvolvimento
neonatal tém grande impacto no sistema imunoldgico do infante. Proles de camundongos
deficientes de vitamina A, apresentavam o6rgaos linfoides secundarios menores devido a
reducdo da populacdo de células LTi, responsavel pela inducéo dos tecidos linfoides
durante a fase neonatal (Van De Pavert et al., 2014). Isso ocorre devido ao RA materno,
durante a gestacdo, ser essencial para o desenvolvimento de LTi fetal, pois aumenta o
fator de transcricdo RORyt nos percursores de ILCs. Com isso, a resisténcia as infecgdes
é prejudicada, pois ndo ha a formacgdo adequada de estruturas imunoldgicas necessarias
para a resposta aos patégenos. Da mesma forma, o RA é necessario na fase pds-natal para
a geracdao de células ILC3 e LTi intestinais em animais adultos, uma vez que sua
deficiéncia ou o bloqueio da sinalizacdo RA-RAR reduz o desenvolvimento de tecido
linfoide entérico (Goverse et al., 2016).

Tendo em vista que o sistema imunolégico da prole ainda estd em
desenvolvimento e a relagéo entre a redugéo da mortalidade infantil e suplementagéo com
vitamina A (Imdad et al., 2010), acreditamos que a suplementacdo materna com RA
durante o periodo de amamentacdo possa modular o sistema imunoldgico da prole
trazendo beneficios para a mesma.

Desta forma, a hipdtese do trabalho é que a suplementacdo materna com o
RA pode modular a resposta imune da prole, aumentando a migracao de linfécitos T para

0 intestino, contribuindo, dessa forma, com o desenvolvimento da imunidade da mucosa
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intestinal no periodo neonatal, além de atuar reduzindo inflamagdes agudas na mucosa

intestinal devido a seu papel tolerogénico.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da suplementacdo materna com o acido retinoico (forma all-
trans), durante o periodo de amamentacdo, no sistema imunolégico da prole de

camundongos.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito da suplementagdo materna com &cido retinoico durante a

amamentacéo quanto a:

e Inducdo de linfécitos T reguladores em diferentes compartimentos
imunoldgicos;

e Expressao de moléculas de homing para o intestino em linfocitos T
efetores presentes no baco e linfonodos mesentéricos e consequente
promogéo do desenvolvimento de imunidade de mucosa;

e Modulacdo da homeostase intestinal, no que diz respeito a indugéo de
respostas anti-inflamatérias e migracdo de células com perfil
tolerogénico para o intestino;

e Efeito sistémico referente a producdo de anticorpos e citocinas séricas,

nas proles.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais: Foram utilizados camundongos isogénicos C57BL/6 Foxp3-GFP (green
fluorescente protein), de ambos o0s sexos com 7-10 semanas de idade, procedentes do
Biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP e mantidos no Biotério de
Experimentagdo do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo. Os animais foram
mantidos em condigdes livres de patdgenos especificos (SPF — specific pathogen free).
As proles, de ambos os sexos, foram obtidas dos acasalamentos realizados e utilizadas

em idade variavel.

3.2 Acido Retinoico: Para administracio por via oral (gavagem) ou nos ensaios in

vitro foi utilizado o acido retinoico na forma all-trans (Sigma, St Louis, MO, EUA).

3.3 Protocolo de suplementacdo materna de RA por via oral: Camundongos
fémeas C57BL/6 Foxp3-GFP com 7 a 10 semanas receberam por via oral (gavagem
com agulha para administracéo oral) 6 doses de all-trans RA (1mg/gavagem - 200uL)
em Oleo vegetal, durante o periodo de amamentacdo. O grupo controle recebeu
gavagem apenas com Oleo vegetal. A gavagem foi realizada a cada 3 dias, iniciada
apos 3 dias do nascimento da prole, correspondendo aos 3 dias de idade (d.i.) da prole
até seu 18 d.i.. O desmame foi realizado no 21° d.i.. Abaixo o esquema do protocolo

de administracdo por via oral:

Nasc. Suplem. .
Prole RA Analise
I I
0 3 6 9 12 15 18 21

Figura 3. Representacdo esquematica do protocolo de suplementagdo materna com RA.

3.4 Protocolo de inducéo de colite: Proles de camundongos com 25 d.i. de mées
suplementadas ou ndo com RA, receberam sulfato de sodio dextrano (DSS) a 3%
eluiluido em agua por 7 dias (ingestdo voluntaria). Apds esse periodo, o DSS foi
substituido apenas por agua com o consumo por mais 3 dias. Os grupos controles

beberem apenas dgua durante todo o periodo do experimento. Apos esse periodo (10
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dias), o intestino, soro e fezes foram coletados para andlises. Abaixo, esquema do

protocolo de inducéo de colite:

Prole
(ZDE; :;?;) H,0 Anilise
| | | -
| | |

Figura 4. Representacdo esquematica do protocolo de indugéo de colite com DSS

3.5 Protocolo para obtencédo de células do baco e linfonodos mesentéricos: Os
bacos e linfonodos mesentéricos (MLN) de camundongos foram obtidos
assepticamente, de camundongos eutanasiados, e macerados separadamente em
peneiras de nylon de 40um (Cell strainer, BD, San Diego, CA, EUA) sob uma placa
de petri contendo meio RPMI 1640 (GIBCO). A suspensdo esplénica foi tratada com
solucdo de lise de eritrocitos (ACK Lysing Buffer — GIBCO) antes das lavagens
seguintes. As células de todos os compartimentos foram lavadas por duas vezes e
ressuspendidas em meio de cultura RPMI 1640 enriquecido com 10% de soro fetal
bovino (SFB, GIBCO). A concentragéo celular foi ajustada de acordo com o ensaio a

ser realizado.

3.6 Protocolo para obtencdo de células da lamina propria (LP) do intestino:
Intestinos das proles de mées suplementadas ou ndo com RA foram obtidos no 21° dia
de vida da prole. Apds a eutanasia do animal, as placas de Peyer e as fezes foram
retiradas e o intestino foi cortado em fragmentos de 2-3cm. Os fragmentos foram
incubados com meio RPMI com 3% de SFB, 5mM de EDTA € 0,145mg de DTT (DL-
ditiotreitol 99% Sigma-Aldrich), a 37° por 25 minutos sob agitacdo. Em seguida, 0s
fragmentos em meio RPMI-2mM EDTA foram agitados, por 30 segundos, e filtrados,
sendo esse processo repetido por mais 2 vezes. Apos isso, os fragmentos foram
cortados em pedacos menores e incubados com 0,5mg/mL de Colagenase 1V (Sigma-
Aldrich) em RPMI, a 37° por 25 minutos sob agitacdo. Posteriormente os fragmentos
foram macerados em peneiras de nylon de 70um com meio RPMI 3% SFB, lavados e
separados por gradiente de Percoll PLUS (GE — Healthcare) a 37,5%. A concentracéo

celular foi ajustada de acordo com o ensaio a ser realizado.
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3.7 Protocolo para obtencéo de leite materno: O leite foi retirado de camundongos
fémeas C57BL/6 Foxp3-GFP em amamentacdo, no periodo correspondente ao Gltimo
dia de amamentacdo (21° dia de vida da prole). Essas fémeas foram sedadas com
Quetamina/Xilazina (5ug/grama de peso) por via intraperitoneal (ip). Em seguida,
receberam via ip 100pl de solugéo de ocitocina (Sigma), equivalente a 2Ul. O leite foi
coletado e processado, e o volume obtido foi diluido em uma proporcéo de 1:3 em
PBS/5M EDTA pH8, centrifugado e o sobrenadante armazenado a -80°C para

posterior dosagem de anticorpos e citocinas.

3.8 Avaliacdo da expressdo do receptor de quimiocina CCR9 em linfocitos T:
Células (1x10°) do baco e mLN foram transferidas para tubo de ensaio de 5mL,
centrifugadas e lavadas com tampao fosfato (PBS — phosphate buffered saline) 1x.
Apos duas lavagens foram adicionados os anticorpos de superficie (Tabela 1) e
incubados a 4°C por 30 minutos. Apo6s a incubacéo as células foram lavadas novamente
e fixadas com formaldeido a 1%. Em seguida, procedeu-se com a leitura em citdbmetro
de fluxo (LSR Fortessa, BD). Os dados foram analisados no programa FlowJo X
10.0.6. A aquisicdo das amostras foi de 300.000 eventos. A estratégia de analise para
expressdo de CCR9 foi definida a partir de analise por FMO (Fluorescence Minus

One) e uso de anticorpo isotipo controle.

Tabela 1 - Painel para marcacdo de CCR9 em linfécitos T

Anticorpo Fluorocromo Clone Marca
CD3 PerCP-Cy5.5 17A2 BD Bioscience
CD4 V500 RM4-5 BD Bioscience
CD8 APC-Cy7 53-6.7 BD Bioscience
CD25 APC PC-61 BD Bioscience
CD44 V450 IM7 BD Bioscience
CD62L Alexa Fluor 700 MEL-14 BD Bioscience
CCR9 PE-Cy7 eBioCW 1.2 eBioscience

Isotipo Controle PE-Cy7 eBM2a eBioscience
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3.9 Avaliacéo de linfécitos T e B presentes na lamina propria do intestino delgado:
Células (2x10°) da lamina propria do intestino delgado foram transferidas para tubo de
ensaio de 5mL, centrifugadas e lavadas com tampédo fosfato (PBS) 1x. Apds duas
lavagens as células foram incubadas por 30 minutos com o marcador de viabilidade
LIVE/DEAD (Invitrogen). Apds mais uma lavagem as células foram incubadas por 10
minutos com anticorpo CD16/CD32 (Fc block). Em seguida foram adicionados os
anticorpos de superficie (Tabela 2) incubados a 4°C por mais 30 minutos. Apds a
incubacdo as células foram lavadas novamente e fixadas com formaldeido a 1%. Em
seguida, procedeu-se com a leitura em citdmetro de fluxo (LSR Fortessa, BD). Os
dados foram analisados no programa FlowJo X 10.0.6. A aquisicdo das amostras foi
de 300.000 eventos.

Tabela 2 - Painel para marcacédo de linfécitos T e B na lamina prépria do

intestino delgado

Anticorpo Fluorocromo Clone Marca
LIVE/DEAD Texas Red - Invitrogen
CD16/CD32 - 2.4G2 BD Bioscience

CD3 PerCP-Cy5.5 17A2 BD Bioscience

CD4 V500 RM4-5 BD Bioscience

CD8 APC-Cy7 53-6.7 BD Bioscience

CD19 APC 1D3 BD Bioscience

CD25 BV605 PC-61 BD Bioscience

CD45 Alexa-Fluor 700 30-F11 BD Bioscience

IgA PE - BD Bioscience

3.10 Avaliacdo de linfocitos T produtores de citocinas presentes na lamina
propria do intestino delgado: Células (2x10°) em meio de cultura RPMI
suplementada com 10% de SFB foram cultivadas em placas de 48 orificios com
50ng/ml de PMA e 1ug/ml de lonomicina e o inibidor de secrecédo (brefeldina A,
Sigma) por 4 horas. Apods esse periodo, as células foram transferidas para tubo de
ensaio de 5mL, centrifugadas e lavadas com tampéo fosfato (PBS) 1x. Apds duas
lavagens as células foram incubadas por 30 minutos com o marcador de viabilidade

LIVE/DEAD (Invitrogen). Apds mais uma lavagem as células foram incubadas por 10
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minutos com anticorpo CD16/CD32 (Fc block). Em seguida foram adicionados os
anticorpos de superficie (Tabela 3) incubados a 4°C por mais 30 minutos. Apos a
incubagdo as células foram lavadas novamente e fixadas com formaldeido a 1% e
incubadas por 18 horas a 4°C. Ap0s esse tempo, as células foram permeabilizadas com
100 pL de solucédo saponina 0,05% e marcadas intracelularmente para as citocinas
(Tabela 3) por 30 minutos a 4°C. Em seguida, procedeu-se com a leitura em citbmetro
de fluxo (LSR Fortessa, BD). Os dados foram analisados no programa FlowJo X
10.0.6. A aquisicdo das amostras foi de 300.000 eventos. A estratégia de analise das

citocinas foi definida a partir de analise por FMO (Fluorescence Minus One).

Tabela 3 - Painel para marcacdo de linfécitos T produtores de citocinas da

lamina propria do intestino delgado

Anticorpo Fluorocromo Clone Marca
LIVE/DEAD Texas Red - Invitrogen
CD16/CD32 - 2.4G2 BD Bioscience

CD3 PerCP-Cy5.5 17A2 BD Bioscience
CD4 V500 RM4-5 BD Bioscience
CD8 APC-Cy7 53-6.7 BD Bioscience
CD19 APC 1D3 BD Bioscience
CD45 Alexa-Fluor 700 30-F11 BD Bioscience
IFN-y PE XMGL1.2 BD Bioscience
IL-10 BVv421 JES5-16E2 BD Bioscience
IL-17 BV605 TC11-18H10 BD Bioscience

3.11 Agonista de TLR utilizado para estimulo de cultura celular: O agonista de
TLR7/TLR8 (composto CL097) foi procedente da Invivogen (San Diego, CA, USA).

3.12 Protocolo de cultura para analise de citocinas secretadas por linfocitos
presentes no bago da prole induzidas pelo agonista de TLR7/8: Para avaliar o efeito
da suplementacdo materna com RA na secre¢do de citocinas induzidas por CL097,
uma suspensdao de esplenocitos (0,5x106/250ul) em meio de cultura RPMI

suplementada com 10% de SFB foram incubadas, em placas de 96 orificios, com RA
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(20nM) e CL097 (2,5ug/ml), por 72 horas a 37°C. (Collins et al., 2011) Apds esse
periodo, o sobrenadante foi coletado e acondicionado a -80°C para as dosagens de

citocinas.

3.13 Protocolo para obtencédo de soro e fezes: Foram coletados o soro e fezes de
mées suplementadas ou ndo com RA e suas proles, em diferentes periodos, para
dosagens de anticorpos IgA, 1gG e citocinas. Para tanto, o sangue de camundongos foi
coletado pelo plexo orbital para obtencdo de soro. As fezes foram coletadas
individualmente (1-3 pellets/animal), pesadas e adicionado 1mL de PBS para cada
100mg de fezes. A amostra foi homogeneizada e centrifugada. O sobrenadante foi
transferido para tubo contendo inibidor de protease (Sigma- Aldrich) e mantido a -
20°C até a andlise. O soro coletado também foi mantido a -20°C até a analise.

3.14 Deteccéo de anticorpos IgA e 1gG no leite, soro e fezes por ELISA: Microplaca
de 96 orificios (A2, Corning-Costar) foram sensibilizadas com 2,5ug/mL de anticorpos
anti-IgA ou anti-lgG (PharMingen, San Diego, CA, EUA), em tampéo carbonato-
bicarbonato 0,1 M por 18 horas a 4°C. O bloqueio foi realizado com a solu¢édo de PBS
/1% de albumina sérica bovina (BSA - Sigma) por 1 hora a 37°C. As amostras e curva
padrdo do kit foram diluidas em solucdo de PBS/0,5%BSA e incubadas por 1 hora a
37°C e 18 horas a 4°C. Posteriormente, anticorpos biotinilados anti-IgA ou anti-1gG
(PharMingen) e a enzima estreptoavidina peroxidase (Sigma) foram utilizados. Em
seguida, o substrato tetrametilbenzidina (Invitrogen, Massachusetts, USA) foi
utilizado e a reacdo neutralizada com éacido sulfarico 1M. A leitura foi realizada em
comprimento de onda de 450nm em leitor de ELISA ELx800 (BioTek, Winooski, VT,

USA) e a analise realizada no Microsoft Excel.

3.15 Analise da microbiota: Foram coletadas fezes das proles com 11, 21 e 31 dias
de idade, e imediatamente armazenadas em tubos contendo solugdo aquosa de
tiocianato de guanidina e beads (PowerBeads tubes - PowerSoil® DNA Isolation Kit
— MO BIO Laboratories) a - 80°C até o0 momento da extracdo de DNA. Apos esse
periodo, o DNA gendmico das bacterias presente nas fezes foi extraido, conforme
indicacdo do fabricante (MO BIO Laboratories) e apds uma pré-amplificacdo do 16S
rRNA, esse conteldo foi sequenciado utilizando a plataforma MiSeq Illumina (MiSeq

Reagent Kit v3 com 600 ciclos). O sequenciamento foi realizado no setor multiusuario
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da rede Premium da FMUSP. A analise final foi efetuada pela empresa de

bioinformatica Tau GC Bioinformatica.

3.16 Andlise histoldgica do intestino: Fragmentos da regido proximal do colon de
camundongos submetidos ao protocolo de inducéo de colite foram coletados e fixados
em tampéo com 60% de metanol, 30% de cloroférmio e 10% de &cido acético glacial
(solucéo de Carnoy) por 24hs. Apos esse periodo foi realizado a montagem em blocos
de parafina com posterior confec¢do de laminas coradas com eosina-hematoxilina para
a analise histologica do tecido. Na analise histologica foram considerados os seguintes
parametros:

- Epitélio: Presenca de hiperplasia e/ou deplecdo de células caliciformes
(Score 0-3)

- Inflamac&o da lamina propria: analise do tamanho do infiltrado de leucécitos
(Score 0-3)

- Area do corte afetada pelos pardmetros acima (Score 0-3)

- Marcadores de severidade da inflamacgdo: Inflamacdo na submucosa e
presenca de abscesso (somar mais 1 ponto para cada achado, podendo chegar a 3
pontos caso esses marcadores sejam encontrados em varios pontos)

- Score total: 12 pontos

3.17 Determinacdo da permeabilidade intestinal: No dltimo dia do protocolo da
indugdo de colite por DSS 3% foi avaliada a permeabilidade intestinal pela
administracdo por gavagem de FITC-dextran (DX-4000 Da — FITC, Sigma), uma
macromolécula ndo metabolizada utilizada como sonda de permeabilidade. Para tanto,
0 FITC-dextran (44mg/100g de massa corporal) foi administrado nas proles de mées
suplementadas ou ndo com RA, precedidas de 4 horas de jejum de &gua e comida.
Apbs 4 horas, o sangue foi coletado, e a fluorescéncia foi mensurada em um
fluorimetro com excitacdo a 485nm e a leitura em 535nm. Como curva padréo foram

utilizadas dilui¢des do FITC-dextan.

3.18 Dosagem de citocinas por citometria: A determinagdo das citocinas pré e anti-
inflamatorias foi realizada por citometria de fluxo, utilizando o TGF-1, TNF, IL-2,
IL-4, IL-6 Single Flex Set, e IL-10, IL-12p70, IL-17A e IFN-y Enhanced Sensitivity
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Flex Set (BD) de acordo com as instruc@es do fabricante. Abaixo a Tabela 4 com o

limite minimo de detec¢&o dos Kits.

Tabela 4 - Painel com o limite minimo de deteccéo dos Kits para dosagem de

citocinas

Citocina Limite de deteccao Marca
TGF-p1 Texas Red BD Bioscience
TNF 2,8 pg/mL BD Bioscience
IL-2 0,1 pg/mL BD Bioscience
IL-4 0,03 pg/mL BD Bioscience
IL-6 1,4 pg/mL BD Bioscience
IL-10 62,1 fg/mL BD Bioscience
IL-12p70 89,7 fg/mL BD Bioscience
IL-17A 20,5 fg/mL BD Bioscience
IFN-y 24,8 fg/mL BD Bioscience

3.19 Deteccdo de Calprotectina (SL00A8/S100A9) fecal: Microplaca de 96 orificios
(A2, Corning-Costar) foram sensibilizadas com o anticorpo de captura conforme
instrucdes do fabricante (R&D Systens, Duoset Elisa — Catalogo: Dy-8506-05), por 18
horas a temperatura ambiente. O blogueio foi realizado com a solucéo de PBS /1% de
BSA por 2 horas. As amostras (fezes coletadas no ultimo dia do protocolo de colite)
e curva padrdo do kit foram diluidas no tampao de dilui¢do indicado pelo fabricante e
incubadas por 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, foi feita a incubacao
com o anticorpo de deteccdo por mais 2 horas. Em seguida procedeu-se com a
incubacédo de 20 min com a enzima estreptoavidina peroxidase do kit, e depois, com 0
substrato tetrametilbenzidina (Invitrogen, Massachusetts, USA). A reacdo foi
neutralizada com acido sulfurico 1M. A leitura foi realizada em comprimento de onda
de 450nm em leitor de ELISA ELx800 (BioTek, Winooski, VT, USA) e a analise
realizada no Microsoft Excel.
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3.20 Andlise estatistica: A comparacdo entre 0s grupos sera realizada utilizando o
teste estatistico ndo paramétrico, Mann-Whitney (dados nao pareados), Wilcoxon
(dados pareados) e Kruskal-Wallis (dados néo pareados com mais de um grupo). O
nivel de significancia sera considerado quando P< 0,05. Para cada analise foram

realizado uma média de 3-4 experimentos.
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Resultados
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4. RESULTADOS

4.1 Efeito da suplementagdo materna com o RA no percentual de

linfocitos Treg do baco e linfonodos mesentéricos das maes

O RA possui papel importante na diferenciacdo e manutengdo dos linfocitos
Treg Foxp3*, visto que as DCs, na presenca de RA e TGF-B, sdo capazes de gerar
linfécitos Treg. Considerando que o numero absoluto dos linfocitos dos 6rgéos linfoides
ndo foi alterado pela suplementacdo com RA, avaliamos a frequéncia das populactes de
linfocitos T nas mées suplementadas com RA.

Para tanto, camundongos fémeas C57BL/6 Foxp3-GFP foram suplementadas
ou ndo com RA (6 doses de 1mg/gavagem) e o baco e linfonodos mesentéricos foram
retirados em dois periodos diferentes: ao final da lactacdo (periodo correspondente ao 21°
dia de idade da prole), e trés semanas apds o final da lactacdo (periodo correspondentes a
6 semanas de idade da prole), pois assim poderiamos destacar um efeito de longa duracao,
visto que as maes sO receberam o RA até o 18° dia da lactacédo. Ja a escolha de avaliar os
linfécitos nos linfonodos mesentéricos ocorreu por ser 0 6rgao linfoide mais proximo da
via de administragdo do RA e no baco para ilustrar um efeito sistémico.

Inicialmente, avaliamos o efeito da suplementacdo materna com RA quanto
o percentual de linfécitos Treg Foxp3* no bago e linfonodos mesentéricos das mées. O
percentual de linfécitos Treg (CD4*CD25*Foxp3*) foi avaliado por citometria de fluxo e
a estratégia de analise esté ilustrada na Figura 5B.

Como resultado observamos que a suplementagdo com o RA né&o interferiu
no percentual de linfocitos Treg nas mées em nenhum dos periodos avaliados, tanto no

baco (Figura 6A), quanto nos linfonodos mesentéricos (Figura 6B).
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Figura5. Estratégia de analise de citometria de fluxo para analise da frequéncia de linfdcitos
T CCR9+. Estratégia para analise da frequéncia de linfécitos TCD4*, TCD8* (A) e linfécitos
Treg (TCD3*TCD4*CD25*Foxp3*) (B) que expressam o receptor de quimiocina CCRO.
Estratégia para analise da frequéncia de linfocitos TCD4* e TCD8* com fendtipo naive (CD44
CD62L"), memdria efetora (CD44*CD62L'°") e memoria central (CD44*CD62L"9") e a expressédo
de CCR9 nestas populacdes (C).




53

A. Bago B . Linf. Mesentérico
__ 154 __ 15+
+ +
< < u
[a} [a)
O ]
- —
- 104 [ o 107 O g
= <
| ] m] ] | -
£ npa mf O mget £
e 540 & 5 [m]
t 51 =ga— Hm -‘- - 5 O [
) DEDD m| o ] []
et o m | -
- n —
S . £
0 0
Final da Lactacéao 3 semanas apés Final da Lactacéao 3 semanas apoés

Lactacgéo Lactacéo

O Maes suplementadas com 6leo vegetal

B Mides suplementadas com RA

Figura 6. A suplementacdo materna com RA n&o altera o percentual de linfécitos Treg nas
maes. Percentual de linfocitos Treg (TCD3*TCD4*CD25*Foxp3) presentes no baco (A) (n=11-
13 camundongos) e linfonodos mesentéricos (B) (n=8-11 camundongos) foram analisados em
camundongos fémeas suplementadas ou ndo com RA (6 doses de 1mg/gavagem), no periodo
correspondente ao final da lactacdo (21 dias apds o nascimento da prole) e 3 semanas apo6s o final

da lactacdo, por citometria de fluxo. Os dados foram expressos por mediana e intervalo
interquartil.
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4.2 Efeito da suplementacdo materna com o RA no percentual das

subpopulaces de linfocitos T do bago e linfonodos mesentéricos das maes

Além da avaliacdo percentual de linfocitos Treg, avaliamos o percentual das
subpopulaces de linfécitos T CD4" e TCD8" de fendtipo naive (CD44 CD62LY),
memoria efetora (TEM) (CD44*CD62L'°") e memoria central (TMC) (CD44*CD62L"9")
presentes no baco e linfonodos mesentéricos das mées suplementadas com RA ou ndo. O
percentual desses fendtipos foram avaliados por citometria de fluxo conforme estratégia
de analise ilustrada na Figura 5C.

Nossos dados mostram que a suplementacdo materna com RA nao alterou os
percentuais de linfocitos T CD4" e T CD8" (naive, TCM e TEC) do baco (Figura 7A) ou
linfonodos mesentéricos (Figura 7B), tanto no periodo correspondente ao final do
protocolo de suplementacdo, como trés semanas ap6s o final da suplementacdo com RA.
Pode-se observar que ha uma alteracdo no perfil de linfécitos TCD4", de ambas maes, no
final do protocolo onde o percentual de células naive reduz e elevam-se as TCM. Ja
quanto ao perfil de linféctos TCD8+, osherva-se um incremento de linfocitos CD8* TCM.
Este achado chama atencdo de que a amamentagdo, ou até um periodo pds-gestacional
pode modificar o perfil de maturacdo dos linfécitos maternos, seja sistémico ou
relacionado ao GALT.

Sendo assim, a suplementacdo com RA durante a amamentacdo ndo induz
populacdes de linfocitos T com fenotipos efetores, assim como nao altera o percentual de

células naive.
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Figura 7. A suplementacdo materna com RA ndo altera o percentual dos fenotipos de

linfécitos T naive, de memoria efetora e central nas maes. Percentual de linfécitos TCD4" e

TCD8* com fenétipo naive (CD44-CD62L*), de memdria efetora (TEM) (CD44*CD62L"Y) e de
memoria central (TCM) (CD44*CD62L"9") presentes no baco (A) e linfonodos mesentéricos (B)
foram analisados em camundongos fémeas suplementadas ou ndo com RA (6 doses de
1mg/gavagem), no periodo correspondente ao final da lactacdo (21 dias apds o nascimento da
prole) e 3 semanas apds o final da lactacdo, por citometria de fluxo. Os dados foram expressos
por mediana e intervalo interquartil. Bago (n=11-12) e linfonodos mesentéricos (n=7-10).
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4.3 Efeito da suplementacdo com o RA quanto a expressao do receptor
de quimiocina CCR9 nos linfocitos T presentes no baco e linfonodos mesentéricos

das maes

O RA produzido pelas DCs promove a migragéo de linfdcitos para a mucosa
intestinal por induzir a expressao do receptor de quimiocina CCR9 e da integrina a4p7,
que interage com a quimiocina CCL25 e a molécula de adesdo MadCAM-1, presentes na
mucosa intestinal (Kim et al., 2015). Dessa forma, os linfocitos podem migrar para o
intestino e promover a homeostase desse sitio. Ainda que a suplementacdo materna nao
tenha alterado o percentual de linfdcitos Treg e dos fenétipos de linfécitos TCD4" e
TCD8" analisados, avaliamos se haveria aumento no percentual de linfécitos que
expressam o receptor de quimiocina CCRY, efeito importante para a manutencdo da
homeostase intestinal.

A analise foi realizada por método de citometria de fluxo, conforme estratégia
mostrada na Figura 5. Além disso foi utilizado um anticorpo isotipo controle, como mais
um controle, além do FMO, para determinarmos adequadamente a populacdo positiva
para a expressdo de CCRO.

Os resultados mostram que a suplementacdo materna com RA foi capaz de
aumentar o percentual de linfocitos TCD8* (Figura 8B) e Treg (Figura 8C) que expressam
o receptor de quimiocina CCR9, tanto no baco e nos linfonodos mesentéricos. Esse efeito
foi evidenciado somente no periodo correspondente ao final da lactagcdo que coincidente
ao periodo em que a mae foi suplementada com RA. Quanto aos linfécitos TCD4* (Figura
8A), assim como nos periodos mais tardios, ndo foi possivel evidenciarmos alteracdo da

expressao de CCRO.
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Figura 8. Suplementacdo com RA eleva o percentual de linfécitos Treg e TCD8+ que
expressam CCR9 no bago e linfonodos mesentéricos da mae. Dot-plot e histograma de
linfocitos presentes no bago ao final da lactacéo e percentual de linfocitos TCD4* (A), TCD8* (B)
e Treg CD3*CD4*'CD25'Foxp3* (C) que expressam CCR9 em camundongos fémeas
suplementadas ou ndo com RA (6 doses de 1mg/gavagem) avaliados no periodo correspondente
ao final da lactacdo (21 dias ap6s o nascimento da prole) e 3 semanas apés o final da lactacéo por
citometria de fluxo. Bago (n=11-12) e linfonodos mesentéricos (n=7-10).*p <0.05, **p <0.01.
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4.4 Efeito da suplementacdo materna com o RA na expressao do receptor
de quimiocina CCR9 nos fendétipos de linfécitos T presentes no baco e linfonodos

mesentéricos das maes

Apesar da suplementacdo com RA ndo influenciar no percentual das
subpopulacdes de linfdcitos T com fendtipo naive, de memdria efetora e memaria central,
foi avaliado se o aumento de linfécitos que expressam CCR9 poderia estar relacionado a
algum fendtipo. Sendo assim, a expressdo de CCR9 foi avaliada nas subpopulacgdes de
linfocitos TCD4" e TCD8" com fendtipo naive (CD44'CD62L*), meméria efetora
(CD44*CD62L'") e memoria central (CD44*CD62L"") por citometria de fluxo,
conforme estratégia mostrada na Figura 5C.

Os resultados mostram que a suplementacdo com RA é capaz de aumentar o
percentual de linfécitos T que expressam CCR9 em todos os fendtipos de linfocitos
TCD4" e dos linfécitos TCD8* de memoria central nos linfonodos mesentéricos das mées
(Figura 9C). Além de aumentar o percentual de linfocitos TCD4" naive que expressam
CCR9 no baco (Figura 9B). Vale ressaltar que, apesar de nao termos encontrado 0 mesmo
efeito em linfécitos TCDA4™ totais (Figura 8A), a avaliacdo das subpopulacGes indica que
o efeito do RA quanto a expressao de CCR9 também é encontrado em linfocitos TCD4",
assim como foi demonstrado nos resultados anteriores dos linfocitos TCD8" e Treg
(Figura 8B-C).

Outro ponto interessante é que aumento da expressdo de CCR9 é mais robusto
em linfocitos T dos linfonodos mesentéricos do que no bago, o que evidencia que o efeito
no GALT é mais expressivo que 0 sistémico.

Além disso, também podemos destacar que, conforme resultados observados
na figura anterior (Figura 8), a suplementacdo com RA ndo possui efeito tardio,
considerando que o aumento da expressdo de CCR9 é observado apenas no periodo
correspondente ao final da lactagéo, e ndo posteriormente (Figura 9 B-C).

Os dados evidenciam que a suplementacdo com RA das mées durante o perido
de amamentacéo induz a expressacao de CCR9 nos linfocitos T, aumentando o potencial

migratorio dessas células para a mucosa intestinal.
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Figura 9. Suplementacdo com RA eleva o percentual de linfécitos T naive, de memoria
central e memoria efetora que expressam CCR9 no bago e linfonodos mesentéricos da mée
ao final da lactacdo. Dot-plot e histograma da expressao de CCR9 em linfécitos T presentes no
baco ao final da lactacdo (A) e percentual de linfécitos TCD4* e TCD8* com fen6tipo naive
(CD44-CD62L"), de memoria efetora (TEM) (CD44*CD62L'"") e de memoria central (TCM)
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(CD44*CD62L"9") presentes no baco (B) e linfonodos mesentéricos (C) que expressam CCR9
em camundongos fémeas suplementadas ou ndo com RA (6 doses de 1mg/gavagem) avaliados no
periodo correspondente ao final da lactacdo (21 dias ap6s o nascimento da prole) e 3 semanas
apos o final da lactagdo por citometria de fluxo. Bago (n=11-12) e linfonodos mesentéricos (n=7-
10). Os dados foram expressos por mediana e intervalo. *p <0.05 **p <0.01, ***p <0.001.

4.5 Efeito da suplementacdo materna com RA na prole quanto ao

percentual de linfdcitos Treg do baco e linfonodos mesentéricos

Apos avaliarmos o efeito da suplementacdo materna com RA nos linfocitos
T presentes no baco e linfonodos mesentéricos das maes e constatarmos o aumento da
expressao de CCR9, passamos a analisar o efeito nas proles, visto que a suplementagédo
materna com RA ocorreu durante o periodo de lactagdo/amamentacao.

Para tanto, proles de ambos 0s sexos provenientes de camundongos fémeas
C57BL/6 Foxp3-GFP suplementadas ou ndo com RA (6 doses de 1mg/gavagem), foram
avaliadas em dois periodos: com 3 semanas de idade (periodo correspondente ao 21° dia
de idade da prole, ou seja, ao final da lactacdo), e 6 semanas de idade (periodo
correspondentes a trés semanas apdés o final da lactacéo).

Da mesma forma como ocorreu nas maes, a suplementagcdo materna com RA
ndo causou alteracBes nos numeros totais das células presentes nos 6rgdos avaliados
(dados ndo mostrados), assim passamos a analisar os valores percentuais das populacdes
celulares.

Inicialmente, vimos que proles com 6 semanas de idade provenientes de méaes
suplementadas com RA mostraram um aumento no percentual de linfécitos Treg Foxp3*
no baco (Figura 10A), mas sem alteracdo nos linfonodos mesentéricos (Figura 10B).

Vale ressaltar que para a analise do periodo mais tardio, ou seja, 6 semanas
de idade da prole, nés trabalhamos com um namero amostral maior, pois inicialmente,
dividimos os grupos de prole entre machos e fémeas, para descartamos algum efeito
proveniente da maturidade sexual. Contudo, como ndo encontramos diferencas entre 0s

parametros avaliados, optamos por apresentar os dados sem a distin¢do sexual.
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Figura 10. A suplementacdo materna com RA aumenta o percentual e linfécitos Treg no
baco da prole com 6 semanas de idade. Percentual de linfécitos Treg
(TCD3*TCD4*CD25"Foxp3) presentes no baco (A) (n=14-23) e linfonodos mesentéricos (B)
(n=12-16) foram analisados nas proles de camundongos fémeas suplementadas ou ndo com RA
(6 doses de 1mg/gavagem), no periodo correspondente a 3 semanas de idade da prole (final da
lactacdo) e 6 semanas de idade da prole (3 semanas ap6s o final da lactacdo), por citometria de
fluxo. Os dados foram expressos por mediana e intervalo interquartil. *p <0.05

4.6 Efeito da suplementacdo materna com o RA na prole quanto o
percentual das subpopulacdes de linfécitos T do baco e linfonodos mesentéricos

NOs também verificamos se a suplementacdo materna com RA teria algum
efeito quanto ao percentual das subpopulacdes de linfocitos T CD4* e TCD8" de fen6tipo
naive (CD44'CD62L"), memoria efetora (TEM) (CD44'CD62L'""") e memoria central
(TMC) (CD44*CD62L"9") no bago e linfonodos mesentéricos das proles.

Os dados mostram que a suplementacdo materna com RA ndo exerceu
nenhuma influéncia quanto aos percentuais dos fenétipos de linfécitos T CD4" e T CD8*
(naive, TCM e TEC) no bago (Figura 11A) ou linfonodos mesentéricos (Figura 11B), em
ambos os periodos analisados, com excessdo dos percentual dos linfocitos TCD8" TEM
nos linfonodos mesentéricos das proles com 3 semanas (Figura 11B), onde vimos uma
queda percentual em relagéo as proles controles.

Sendo assim, apenas a suplementacdo com RA ndo induz populagdes de

linfocitos T com fenotipos efetores, assim como néo altera o percentual de células naive
nas proles.
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Figura 11. A suplementacdo materna com RA nd&o altera o percentual dos fendtipos de
linfocitos T naive, de memodria efetora e central nas proles. Percentual de linfécitos TCD4* e
TCD8" com fendtipo naive (CD44 CD62L*), de memdria efetora (TEM) (CD44*CD62L'") e de
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memoria central (TCM) (CD44*CD62L"9") presentes no bago (A) e linfonodos mesentéricos (B)
foram analisados em proles de camundongos fémeas suplementadas ou ndo com RA (6 doses de
1mg/gavagem), no periodo correspondente a 3 semanas de idade da prole (final da lactagdo) e 6
semanas de idade da prole (3 semanas apos o final da lactacdo), por citometria de fluxo. Baco
(n=14-23) e linfonodos mesentéricos (n=12-16). Os dados foram expressos por mediana e
intervalo interquartil. *p <0.05

4.7 Efeito da suplementacdo materna com o RA nas proles quanto a
expressdo do receptor de quimiocina CCR9 nos linfécitos T do baco e linfonodos

mesentéricos

O proximo passo vou verificar a expressdo de CCR9 nos linfocitos TCD4™,
TCD8", e Treg no baco e linfonodos mesentéricos das proles com 3 e 6 semanas de idade,
de maes suplementadas com RA ou nao.

Os dados mostram que a suplementacdo materna com RA durante o periodo
de amamentacdo teve um efeito ainda mais pronunciado nas proles, sendo capaz de
induzir a expressdo de CCR9 tanto nos linfécitos TCD4" (Figura 12A), quanto nos TCD8*
(Figura 12B) e também nos linfdcitos Treg (Figura 12C).

Além disso, o percentual de linfécitos T que expressam CCR9 permaneceu
elevado nas proles com 6 semanas, no baco e linfonodos mesentéricos. Este dado mostra
que nas proles o efeito do RA via amamentacédo é local e sistémico, gerando um efeito

duradouro.
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Figura 12. Suplementacdo materna de RA eleva o percentual de linfocitos T CD4+ TCD8+
e Treg que expressam CCR9 no bago e linfonodos mesentéricos das proles. Dot-plot e
histograma de linfocitos presentes no bago ao final da lactacdo e percentual de linfocitos TCD4*
(A), TCD8" (B) e Treg CD3"*CD4*CD25"Foxp3* (C) que expressam CCR9 em proles de
camundongos fémeas suplementadas ou ndo com RA (6 doses de 1mg/gavagem) avaliados no
periodo correspondente a 3 semanas de idade da prole (final da lactacdo) e 6 semanas de idade da
prole (3 semanas ap6s o final da lactacdo), por citometria de fluxo. Baco (n=14-23) e linfonodos
mesentéricos (n=12-16). Os dados foram expressos por mediana e intervalo interquartil. *p <0.05,
**p <0.01, ***p <0.001.
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4.8 Efeito da suplementacdo materna com o RA nas proles quanto a
expressdo do receptor de quimiocina CCR9 nos fendtipos de linfocitos T do baco e

linfonodos mesentéricos

Como o aumento da expressdo de CCR9 foi mais pronunciado nas proles,
mesmo com 6 semanas de idade, periodo no qual j& ndo tinham influéncia da
amamentacdo por 3 semanas, averiguamos a expressao de CCR9 nas subpopulagdes de
linfocitos TCD4" e TCD8" com fendtipo naive (CD44'CD62L*), meméria efetora
(CD44*CD62L'"") e memdria central (CD44*CD62L"9") presentes no bago e linfonodos
mesentéricos das proles.

Com a anélise das subpopulacdes no bago observamos que a suplementacéao
materna com o RA elevou o percentual de linfocitos TCD4* naives CCR9+ nas proles
com 3 semanas (Figura 13B). Além disto, induziu aumento da expressdao de CCR9 em
todas as populaces de TCD8" e TCD4* TEM, nas proles com 6 semanas de idade.

Ja nos linfonodos mesentéricos 0 aumento no percentual de linfocitos que
expressam CCR9 ocorreu na populagdo de linfécitos TCD4" TEM e TCM e linfécitos
TCDS8" naives nas proles com 3 semanas (Figura 13C) e em todas as populacBes de
TCD8" nas proles com 6 semanas de idade.

Dessa forma podemos afirmar que, nas proles com 3 semanas de idade
aumento de CCR9 é mais pronunciado nos linfocitos presentes nos linfonodos
mesentéricos. Chama atencdo que nas proles com 6 semanas 0 aumento de CCR9 nos
linfocitos TCD8+ é mais pronunciado, em ambos o0s sitios analisados e em todos os
subtipos avaliados.
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Figura 13. Suplementagdo com RA eleva o percentual de linfocitos T naive, de memdria
central e efetora que expressam CCR9 no baco e linfonodos mesentéricos das proles. Dot-
plot e histograma de linfdcitos presentes no bago ao final da lactagdo e percentual de linfocitos
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Percentual de linfocitos TCD4" e TCD8" com fenétipo naive (CD44'CD62L*), de memdria
efetora (TEM) (CD44*CD62L'""") e de memdria central (TCM) (CD44*CD62L"9") presentes no
baco (A) e linfonodos mesentéricos (B) que expressam CCR9 em proles de camundongos fémeas
suplementadas ou ndo com RA (6 doses de 1mg/gavagem) avaliados no periodo correspondente
a 3 semanas de idade da prole (final da lactacéo) e 6 semanas de idade da prole (3 semanas ap6s
o final da lactagdo), por citometria de fluxo. Bago (n=14-23) e linfonodos mesentéricos (n=12-
16). Os dados foram expressos por mediana e intervalo interquartil. *p <0.05, **p <0.01, ***p
<0.001.

4.9 Analise das populagdes de linfocitos T e B presentes na lamina

propria do intestino delgado das proles.

Constatamos que a suplementacdo materna com RA induzia um aumento no
percentual de linfocitos T CCR9* contudo, a expressdo do CCR9 ndo garante a migracéo
dessas células para a mucosa intestinal. Sendo assim, averiguamos se havia alguma
diferenca quanto as populacdes de linfdcitos presentes na mucosa intestinal.

Para tanto, proles com 3 semanas de idade de ambos 0s sexos provenientes
de camundongos fémeas C57BL/6 Foxp3-GFP suplementadas ou ndo com RA (6 doses
de 1mg/gavagem), foram analisados quanto a presenca de linfécitos T CD4", TCD8" e
Treg na l&mina prépria do intestino delgado. Verificamos, também o percentual de
linfocitos B IgA*, dado a importancia do RA para o aumento dessas células e secrecdo de
IgA no intestino. A anélise dessas populacdes celulares foi realizada por citometria de
fluxo conforme ilustra a estratégia de andlise na Figura 14.

Quanto a analise de linfocitos T CD4" e TCD8™, ndo foi evidenciada nenhuma
diferenca nos percentuais dessas populagbes (dados nd@o mostrados). Todavia,
encontramos um aumento percentual de linfocitos Treg (Figura 15A) e de linfdcitos B
IgA* (Figura 15B) nas proles de maes suplementadas com RA, que em conjunto, pode

proporcionar um ambiente mais tolerogénico na mucosa intestinal.
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Figura 14. Estratégia de analise para avaliacao de linfocitos T e B presentes na lamina
prépria do intestino delgado. Estratégia para andlise da frequéncia de linfécitos TCD4*, TCD8",
linfocitos Treg (CD3*CD4*CD25"Foxp3*) e linfécitos B IgA* (CD19*IgA*) presentes na lamina

prépria do intestino delgado.
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Figura 15. A suplementacdo materna com RA eleva o percentual de linfocitos Treg e
linfocitos B 1gA+ na lamina propria do intestino delgado das proles. Percentual de linfécitos
Treg (CD3*CD4*CD25*Foxp3*) (A) e linfocitos B IgA* (CD19*IgA*) (B) presentes na lamina
prépria do intestido delgado de proles de camundongos fémeas suplementadas ou ndo com RA (6
doses de 1mg/gavagem) avaliadas no periodo correspondente a 3 semanas de idade da prole (final
da lactacdo) por citometria de fluxo (n=11-16). Os dados foram expressos por mediana e intervalo
interquartil. *p <0.05, **p <0.01.
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4.10 Perfil de citocinas de linfécitos T da lamina propria do intestino

delgado das proles.

Em decorréncia do efeito tolerogénico do RA avaliamos a producdo de
citocinas pro e anti-inflamatorias, na ldmina prépria do intestino delgado das proles. Apds
coleta e digestdo do tecido, a suspensdo de células foi estimulada por 4 horas com 50ng/mi
de PMA e 1pg/ml de lonomicina e a produgéo de citocinas foi avaliada por citometria de
fluxo. A estratégia esta ilustrada na Figura 16.

Ja na condicao sem estimulo, foi detectado um maior percentual de linfocitos
IL-17A" em TCD4" (Figura 17A), quanto nos linfécitos TCD8" (Figura 17B), enquanto
que o percentual de linfdcitos T produtores de I1L-10, IFN-y e linfocitos produtores tanto
de IL-17A quanto IFN-y (IL-17/ IFN-y) foram menos expressivos. Em resposta ao
estimulo houve a producdo de todas as citocinas analisadas nos linfécitos T, mas em
quantidade similar entre as proles.

Dessa forma, evidenciamos que na lamina prépria do intestino das proles de
mées suplementadas com RA, ha aumento de linfocitos Treg, mas nao altera o perfil de

citocinas produzidas pelos linfocitos TCD4* e TCD8".
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Figura 16. Estratégia de andlise de citometria de fluxo para linfocitos T produtores de
citocinas. Estratégia para andlise da frequéncia de linfécitos TCD4* ou TCD8* produtores de IL-

10, IL-17A e IFN-y.
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Figura 17. A suplementagdo materna com RA ndo influencia na producéo in vitro de
citocinas por linfocitos T. Percentual de linfécitos TCD4+ (A) e TCD8+ (B) produtores das
citocinas de IL17A, IL-10, IFN-y e linfécitos produtores tanto de IL-17A quanto IFN-y (IL-17/
IFN-y) presentes na lamina propria do intestino delgado de proles de camundongos fémeas
suplementadas ou ndo com RA (6 doses de 1mg/gavagem) avaliadas no periodo correspondente
a 3 semanas de idade da prole (final da lactacdo) por citometria de fluxo nas condi¢bes sem
estimulo e 4 horas apds estimulo com PMA/lonomicina (n=11-16). Os dados foram expressos por
mediana e intervalo interquartil
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4.11 Efeito da suplementacdo materna com RA na concentracdo de IgA

e 1gG totais e citocinas séricas pro e anti-inflamatoérias

Além do amplo efeito do RA na tolerancia e homeostase intestinal, 0 RA
exerce um papel importante nos mecanismos efetores, como na producdo de anticorpos
IgA (Hall, Grainger, et al., 2011) e inducdo da producéo de citocinas de perfil regulador
(Duriancik et al., 2010). Desta forma, analisamos se a suplementagcdo materna com RA
poderia influenciar na producao de IgA sérica e fecal e também na producéo de 1gG sérica
nas proles.

Para tanto, realizamos a coleta de soro e fezes das proles de ambos 0s sexos
provenientes de camundongos fémeas C57BL/6 Foxp3-GFP suplementadas ou ndo com
RA (6 doses de 1mg/gavagem), em dois periodos: com 3 semanas de idade (periodo
correspondente ao 21° dia de idade da prole, ou seja, ao final da lactacdo), e 6 semanas
de idade (periodo correspondentes a trés semanas ap0s o final da lactacdo). Os anticorpos
foram mensurados por ELISA.

Os achados mostram um aumento na concentracdo de IgA fecal (Figura 18A)
nas proles com 3 semanas de idade enquanto a concentracdo sérica de IgA permaneceu
similar ao grupo controle. Em relacdo a concentragdo sérica de IgG a prole de mées
suplementadas com RA mostrou-se equivalente ao grupo controle nos dois periodos
avaliados. Esses dados sugerem que possa existir maior transferéncia de IgA do leito
materno com a suplementacdo ou que ha maior producdo local da prole em efeito da
suplementacéo, contudo, diferente da expressdo de CCR9 nos linfécitos T, o0 aumento de
IgA fecal ndo perdurou na auséncia da amamentagé&o.

O RA é descrito ser um metabdlito capaz de promover a tolerancia na mucosa
intestinal por aumentar a secrecdo de IL-10 e TGF-B no GALT (Duriancik et al., 2010).
Além disto, concentracdes menores de RA e TGF-B1 na presenca de IL-6 pode favorecer
a diferenciacédo de linfocitos Th17 na mucosa intestinal (Collins et al., 2011). Contudo,
ainda ndo é conhecido se a suplementacdo das maes durante a amamentacdo pode
influenciar os niveis de citocinas séricas, nas proles.

Prosseguimos avaliacdo do efeito da suplementacdo materna com RA nas
citocinas pro e anti-inflamatdrias séricas das proles, mensuradas por citometria de fluxo
(CBA). As proles de mées suplementadas com RA mostraram concentragdes menores de
TGF-B1 com 3 semanas de idade, o que foi mantido com 6 semanas de idade (Figura

18B). Em contraste, houve aumento de IFN-y sérico nas proles com 3 semanas de idade.
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Né&o encontramos diferenca para a concentracdo de IL-17A e TNF nos periodos avaliados.
Também foram feitas dosagens para IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-12p70, mas os valores
séricos encontrados estavam abaixo do limite de detecgdo.

Os dados mostram um efeito sisttmico mediado pela suplementacdo de RA
durante a amamentacdo na prole, contudo se isso gera uma consequente regulacédo

negativa pelo IFN- y na secre¢do de TGF-p ainda precisa ser determinado.
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Figura 18. Efeito imunomodulador da suplementacdo materna com RA nas concentracdes
de anticorpos e citocinas séricas das proles. ConcentracGes séricas e fecal dos anticorpos IgA
e IgG totais (A) avaliadas por ELISA e concentragdes séricas de citocinas pro e anti-inflamatorias
(B) TGF-B1, IL-17A, IFN-y e TNF avaliadas por citometria de fluxo, de proles de camundongos
fémeas suplementadas ou ndo com RA (6 doses de 1mg/gavagem) analisadas no periodo
correspondente a 3 semanas de idade da prole (final da lactacéo) e 6 semanas de idade da prole
(3 semanas ap6s o final da lactagdo). Fezes (n=15-20) e soro (n=14-20). Os dados foram
expressos por mediana e intervalo interquartil. *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001.
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4.12 Avaliacéo dos anticorpos IgA e 1gG totais e TGF-$1 no leite de maes
suplementadas com RA

Como detectamos um aumento de IgA fecal nas proles com 3 semanas de
idade, verificamos se ha uma relacdo com a quantidade de anticorpos IgA do leite das
mées suplementadas com RA. Sendo assim, avaliamos a quantidade de IgA, assim como
as quantidades 1gG e TGF-p presentes no leite, visto que o leite ¢ um importante veiculo
para componentes imunoldgicos que protegem a prole e auxiliam o desenvolvimento de
seu sistema imunoldgico.

Para tanto, o leite materno foi coletado de camundongos fémeas C57BL/6
Foxp3-GFP suplementadas ou ndo com RA (6 doses de 1mg/gavagem) ao final do periodo
da lactacdo (periodo correspondente ao 21° dia de idade da prole). Para a coleta do leite,
foi administrado ocitocina para as mées ap0s 0 uso de anestésico.

A suplementacdo com RA durante a amamentagédo ndo estimulou a producéo
de anticorpos IgA total no leite (Figura 19A), em contraste, os anticorpos IgG totais
diminuiram em relacdo ao grupo controle (Figura 19B). A concentracdo de TGF-B1
(Figura 19C), foi similar entre os grupos avaliados. Esses dados sugerem que o aumento
de IgA fecal da prole ndo deve ser proveniente de uma maior transferéncia de anticorpos

materno.
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Figura 19. Analise do efeito da suplementacdo materna com RA nos anticorpos e TGF-p1
no leite. Anticorpos IgA (A) e IgG (B) totais e TGF-1(C) presentes no leite de camundongos
fémeas suplementadas ou ndo com RA (6 doses de 1mg/gavagem) avaliados no periodo
correspondente ao final da lactacdo (21 dias ap6s o nascimento da prole). Os anticorpos foram
mensurados por ELISA e 0 TGF-B1 por citometria de fluxo (n=11-14). Os dados foram expressos
por mediana e intervalo interquartil. **p <0.01.
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4.13 Efeito da suplementacdo com RA na concentracdo de anticorpos

totais de citocinas séricas nas maes

Avaliamos também se a suplementacdo com RA durante a amamentacao
poderia alterar as concentracdes de anticorpos IgA e 1gG e de citocinas séricas proé e anti-
inflamatorias nas mées.

Sendo assim, para determinamos as concentragcdes de IgA e IgG total e de
citocinas, realizamos coletas de soro e fezes de mées, suplementadas ou ndo com RA no
final da lactacdo e 3 semanas apos o final da lactacdo. Os anticorpos foram mensurados
por ELISA e a citocinas por citometria de fluxo (CBA).

O RA néo alterou a concentragédo de IgA fecal nas mées, contudo, houve no
final da lactacdo uma diminuicdo dos niveis séricos de IgA e IgG (Figura 20A). A
diminuicdo de 1gG sérica corrobora com os achados do leite (Figura 19B), mas néo
influenciou a 1gG sérica da prole (Figura 18A). A diminuicdo de IgA e 1gG sérica ndo
permanece nas mées apés 3 semanas do fim da lactagdo, mostrando mais uma vez que a
influéncia da suplementacdo com RA néo possui efeito tardio nas méaes.

Quanto as concentracbes de citocinas séricas, 0 RA mostrou-se capaz de
elevar IL-17A apenas no periodo correspondente ao final da lactagdo (Figura 20B), ndo
demonstrando qualquer efeito nas outras citocinas avaliadas.

As concentracdes séricas de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-12p70, foram

encontrados abaixo do limite de deteccéo.
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Figura 20. Efeito imunomodulador da suplementagdo materna com RA nas concentragoes
de anticorpos sérico e fecal e citocinas séricas nas maes. Concentragdes séricas e fecal dos
anticorpos IgA e IgG totais (A) avaliadas por ELISA e concentracGes séricas de citocinas pro e
anti-inflamatérias (B) TGF-B1, IL-17A, IFN-y e TNF avaliadas por citometria de fluxo, em
camundongos fémeas suplementadas ou ndo com RA (6 doses de 1mg/gavagem) analisadas no
periodo correspondente ao final da lactacdo (21 dias apds o nascimento da prole) e 3 semanas

apos o final da lactacdo. Fezes (n=7-13) e soro (n=11-14). Os dados foram expressos por mediana
e intervalo interquartil. *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001.
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4.14 Efeito modulador da suplementacdo materna de RA na resposta ao

agonista de TLR 7/8 por linfécitos T presentes no baco da prole

O periodo neonatal em murinos destaca-se por uma clara deficiéncia na
geracdo de uma resposta Thl eficiente, tendo um desvio para respostas de perfil Th2
(Adkins, 2007; Rose et al., 2007). Sendo assim, a elevacao sérica de IFN-y observada nas
proles com 3 semanas foi um dado que nos chamou atencdo, sendo importante frente a
infeccdes bacterianas e virais. J& é descrito que RA possui papel importante na resposta
antiviral por induzir a expressdo de RIG-1 (Retinoid-induced gene 1), receptor citosélico
de RNA dupla fita, contribuindo com aumento da producéo de IFN do tipo 1 (Soye et al.,
2011). Contudo, ainda ndo é conhecido se a suplementacdo materna com RA durante a
amamentacdo pode influenciar na resposta imune da prole associada a outros receptores
de RNA como TLR 7 e 8.

Desta forma, para avaliar o efeito suplementacdo materna na resposta ao
agonista de TLR7/8 (CL097 2,5ug/mL) e o efeito in vitro do RA (20nM/mL) esplendcitos
das proles com 3 semanas foram cultivados por 72hs na presenca de RA ou CL097.
Nossos resultados mostraram que proles de maes suplementadas com RA responderam
melhor ao agonista CL097 quanto a secrecdo de IFN-y (Figura 21) corroborando com o
resultado encontrado no soro (Figura 18B). Também dosamos TNF, IL-6 e IL-10, mas

sem diferenca estatistica entre os grupos (dados ndo mostrados).
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Figura 21. Efeito modulador da suplementacdo materna com RA na secre¢do de IFN-y
induzidas por CL097 em esplendcitos. Secrecdo IFN-y no sobrenadante de cultura (72hs) de
esplendcitos, avaliadas por citometria de fluxo, de proles de camundongos fémeas suplementadas
ou ndo com RA (6 doses de 1mg/gavagem) analisadas no periodo correspondente a 3 semanas de
idade da prole (final da lactacdo) (n=15). Os dados foram expressos por mediana e intervalo
interquartil. *p <0.05.
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4.15 Efeito da suplementacdo materna com RA na microbiota intestinal
da prole
Como a microbiota pode ser influenciada pela dieta e causar impactos na
resposta imunologica (Brown et al.,, 2015), avaliamos nas proles o efeito da
suplementacdo materna com RA na composic¢ao da microbiota.
Para tanto, foi realizada a coleta de fezes nas proles com 11, 21 e 31 dias de
idade, e apoOs sequenciamento e analise do DNA ribossomal 16S, verificamos que a
suplementacdo materna com RA ndo modificou a microbiota da prole (Figura 22 A-B).
Contudo, nas proles com 11 dias, chama atencdo o fato da microbiota ndo formar
grupamentos coesos (Figura 22A). Possivelmente isso ocorre porque nessa idade precoce
a microbiota ainda ndo esta em equilibrio e sofre muita influéncia materna. Na analise
filogenética, nas proles com 11 dias existe uma predominancia de Fimicutes, ja nos outros

periodos ha predominancia de Bacteriodetes (Figura 22B).
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Figura 22. A suplementagdo materna com RA néo altera a microbiota intestinal das proles.
Anélise de componentes principais da microbiota intestinal das proles (A). Analise dos filos das
bacterianos na microbiota intestinal das proles (B).
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4.16 Efeito da suplementacdo materna com RA na colite aguda mediada

por Sulfato de S6dio Dextrano nas proles de camundongos

Dando continuidade ao estudo da influéncia da suplementacdo materna com
RA, durante a amamentacdo, no sistema imunoldgico da prole, constatamos que a
composicdo da microbiota intestinal ndo se altera, mas ha aumento de linfocitos T reg e
linfocitos B IgA™ na lamina propria do intestino, e de anticorpos IgA fecal, assim fomos
avaliar se esses achados poderiam influenciar na inducdo de resposta inflamatdria
intestinal da prole.

Escolhemos induzir uma inflamagdo com uso DSS, baseado no papel
regulador do RA nas inflamacgdes no intestino, por induzir células de perfil regulador e
diminuir respostas de perfil Thl e Th17, implicados no desenvolvimento da colite
(Okayasu et al., 2016).

Sendo assim, proles de ambos os sexos provenientes de camundongos fémeas
C57BL/6 Foxp3-GFP suplementadas ou ndo com RA (6 doses de 1mg/gavagem) com 25
dias de idade, foram submetidas ao protocolo de inducdo de colite por DSS, com ingestédo
voluntéria de 3% de DSS eluido em agua, por 7 dias. Ao final desse periodo, o DSS foi
substituido por agua, e a prole ingeriu agua por mais 3 dias. O grupo controle ingeriu
apenas agua durante todo o protocolo. No final do protocolo, foram coletados soro, fezes
e 0 intestino grosso para as analises.

Previamente a inducdo de colite todos os camundongos foram pesados para
avaliar o percentual de ganho de peso até o final do experimento, visto que a perda de
peso é um parametro de agravo na colite. Notamos que, apesar da suplementacdo materna
com RA ndo ser capaz de inibir totalmente a perda de peso, as proles de maes
suplementadas com RA perderam menos peso durante a colite quando comparada com o
grupo colite de maes ndo suplementadas, sendo a diferenca observada a partir do 6° dia
do protocolo (Figura 23A).

Um outro parametro que pode indicar o agravo da colite é o encurtamento do
célon. Avaliando macroscopicamente o célon, foi evidenciado um encurtamento do c6lon
em ambos o0s grupos com colite (Figura 23B) sendo a diarreia presente em ambos também.
Quanto a avaliacgéo histologica do coldn, foi observado nas proles de maes suplementadas
com RA um score histoldgico discretamente menor que 0 outro grupo com colite, porém

sem diferenca estatistica (Figura 23C e D).
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Em decorréncia da menor perda de peso pelas proles de maes suplementadas
com RA, os grupos também foram avaliados por outros pardmetros que podem indicar a
gravidade da colite: a permeabilidade intestinal e a concentragéo de calprotectina.

Para analise da permeabilidade intestinal, foi utilizado o FITC-Dextran como
marcador positivo da permeabilidade, considerando que quanto maior a permeabilidade,
maior é o dano do epitélio intestinal causado pela colite. Sendo assim, no 10° dia de
experimento, os camundongos foram submetidos a 4 horas de jejum com posterior
gavagem do FITC-Dextran eluido em agua, de acordo com o peso de cada animal. Apds
4 horas, o soro desses animais foi coletado e o FITC-Dextran foi dosado por
espectrofluorimetro.

Os achados mostraram que as proles com colite de mées suplementadas com
RA concentracdo de FITC-Dextran sérico quando comparada somente com o grupo colite
das proles de maes controles (Figura 23E). Este achado indica que a suplementagédo
materna com RA reduz o dano epitelial causado pelo DSS no intestino das proles. Além
disso, é possivel notar que as proles com colite de mées controles possui concentragdes
elevadas de FITC-Dextran em comparacdo com o grupo sem colite.

Contudo, a concentracdo fecal de calprotectina, parametro utilizado para
avaliagdo da inflamacéo intestinal, mostra-se elevada em ambos os grupos com colite
(Figura 23F).

Os resultados indicam que, apesar da resposta inflamatoria em ambos 0s
grupos, a suplementacdo materna com RA é capaz de atenuar a colite proporcionando
menor perda de peso e permeabilidade intestinal, podendo ser indicador de menor dano
tecidual.
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Figura 23. A suplementacdo materna com RA atenua a colite induzida por sulfato de sodio
dextrano nas proles. Percentual de ganho de peso corporal (A), comprimento do intestino grosso
(B), score histoldgico e imagens de corte histoldgicos do intestino (C-D) (n=5-6), concentragdo
sérica de FITC-Dextran (E) e fecal de calprotecina (S100A/A9), em proles de camundongos
fémeas suplementadas ou ndo com RA (6 doses de 1mg/gavagem) analisadas no final do
protocolo de colite induzida por sulfato de sédio dextrano. Fezes (n=15-20 camundongos) e soro
(n=14-20 camundongos). As concentragdes de FITC-Dextran e Calprotectina foram mensuradas
por ELISA e espectrofluorometria, respectivamente. Os dados foram expressos por mediana e
intervalo interquartil com teste estatistico ndo pareado e ndo paramétrico Kruskal-Wallis (**p
<0.01, ***p <0.001) e Mann-Whitney (#p <0.05).
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4.17 Efeito da suplementacdo materna com RA na concentracdo de

citocinas séricas e do homogenato intestinal em proles de camundongo com colite

Além dos marcadores convencionais para a avaliacdo da colite (perda de peso,
score histolégico, permeabilidade intestinal e calprotectina), avaliamos o perfil sérico de
citocinas pré e anti-inflamatdrias na inflamacdo intestinal, e, in situ no homogenato
intestinal. Para tanto, o soro e o intestino foram coletados ao final do protocolo de colite
e ap6s a obtencdo do sobrenadante do homogenato do intestino, as citocinas foram
dosadas por citometria de fluxo (CBA).

Inicialmente, vimos que as concentracdes séricas de TGF-B1, IL-6 e IL-17A
estavam elevadas em ambos os grupos de colite (Figura 24A e 24C-D). Todavia apenas
0 grupo colite provenientes de mées controles apresentavam concentracdes elevadas de
IL-10 (Figura 24B), além do aumento de TNF (Figura 24G) quando comparado apenas
com o grupo sem colite. Outras citocinas de perfil pré-inflamatério como 1L-12p70 e
IFN-y (Figura 24E-F) ndo apresentaram diferenca entre 0s grupos.

Contudo, ao avaliarmos a citocinas no homogenato do intestino, observamos
que a concentracdo de TGF-B1 (Figura 25A) estava elevada apenas no grupo de colite de
maes suplementadas com RA, quando comparadas apenas com 0 seu grupo controle. Ja
a IL-12p70 (Figura 25E) estava elevada apenas no intestino do grupo colite de maes
controles, enquanto a IL-6 (Figura 25C) estava elevada em ambos 0s grupos com colite.
As citocinas 1L-10 (Figura 25B,) IL-17A (Figura 25D) e IFN-y (Figura 25F), ndo se
alteraram entre 0s grupos.

Esses dados indicam um dos possiveis mecanismos de controle da inflamacao
mediada pelo TGF-B1 no intestino em resposta ao processo inflamatorio induzido pelo

DSS nas proles de mées suplementadas com RA.
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Figura 24. Concentragdes séricas de citocinas nas proles com colite induzida por sulfato de
sodio dextrano. Concentracdes séricas de TGF-B1 (A), IL-10 (B), IL-6 (C), IL-17A (D), 1L12-
p70 (E), IFN-y (F) e TNF (G) em proles de camundongos fémeas suplementadas ou ndo com RA
(6 doses de 1mg/gavagem) foram analisadas no final do protocolo de colite induzida por sulfato
de s6dio dextrano, por citometria de fluxo (n=14-16). Os dados foram expressos por mediana e
intervalo interquartil com teste estatistico ndo pareado e ndo paramétrico Kruskal-Wallis (*p
<0.05, **p <0.01, ***p <0.001) e teste Mann-Whitney ( #p <0.05).
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Figura 25. Concentragfes de citocinas no homogenato do intestino das proles com colite
induzida por sulfato de sédio dextrano. Concentracdes de TGF-B1 (A), IL-10 (B), IL-6 (C), IL-
17A (D), IL12-p70 (E), IFN-y (F) e TNF (G) em proles de camundongos fémeas suplementadas
ou ndo com RA (6 doses de 1mg/gavagem) foram analisadas no final do protocolo de colite
induzida por sulfato de s6dio dextrano, por citometria de fluxo (n=14-16). Os dados foram
expressos por mediana e intervalo interquartil com teste estatistico ndo pareado e ndo paramétrico
Kruskal-Wallis (***p <0.001) e teste Mann-Whitney ( #p <0.05).
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5. DISCUSSAO

A deficiéncia de vitamina A é uma preocupacdo de salde publica,
principalmente em paises em desenvolvimento, visto que a suplementacdo de vitamina A
em criancas € altamente eficaz na reducdo da mortalidade por doengas infeciosas. Em
contrapartida, o uso de suplementacgdo vitaminica, mesmo em condi¢Ges em que nédo haja
deficiéncia, é cada vez mais comum em adultos, o que torna interessante o estudo dos
efeitos da suplementacdo vitaminica no organismo. Os resultados mostraram que a
suplementacdo materna com RA foi capaz de modular o sistema imunoldgico das méaes
e, principalmente, das proles.

A principal influéncia da suplementacdo com RA nas mées é na expressao de
CCRO9, pois, aumenta percentual de linfocitos TCD4", TCD8* e Treg CCR9". Nas proles,
além do aumento a expressdo de CCR9 em linfocitos T, houve inducéo de linfocitos Treg
no bago em proles com 6 semanas de idade. O aumento da expressao de CCR9 e 04p7
induzido por RA em células imunes ja é descrito e esse mecanismo garante a migragdo
ndo so de linfécitos T, como também de macrofagos, ILCs, DCs e linfocitos B para o
intestino (Iwata et al., 2004; Eksteen et al., 2009; Wang et al., 2010; Hammerschmidt et
al., 2011; Kim et al., 2015). J& o aumento de linfécitos Treg, apesar de ser esperado
devido ao papel que o RA desempenha na inducdo dessas células (Sun et al., 2007), o
fato de ocorrer nas proles com 6 semanas mostra que o aleitamento materno possui um
efeito duradouro, considerando que a amamentacdo ocorreu até 3 semanas de idade da
prole. Possivelmente, como o sistema imunolégico da prole ainda estd em
desenvolvimento durante a oferta de RA, isso pode favorecer o imprint materno de maior
duracdo. Todavia, avaliacbes em periodos mais tardios seriam necessarias para
constatarmos se essas alteracdes permaneceriam na fase adulta das proles.

Em relagdo aos fenotipos de linfdcitos T, vimos tanto nas méaes quanto nas
proles que a expressdo de CCR9™ foi mais pronunciada em linfdcitos T naive no bacgo. Ja
nos linfonodos mesentérios o0 aumento da expressdo de CCR9 ocorreu em todos fenotipos
avaliados, com destaque para os linfocitos TCD8" evidenciando um efeito pronunciado
do RA no GALT. O aumento de linfécitos TCD8*CCR9" pode ser interessante,
principalmente no contexto de infecc¢Bes virais. Estudos ja mostraram que o RA € capaz
de inibir a infeccdo pelo virus da gastroenterite por aumentar a migracdo de linfocitos
TCD8" para a mucosa intestinal (Chen et al., 2016), mostrando a importancia do RA na

protecdo das mucosas.
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Apenas a expressdo de CCR9 ndo garante a migracao para o intestino, mas a
evidéncia do aumento de linfocitos Treg na lamina prépria do intestino delgado das proles
de maes suplementadas com RA, mostra uma dindmica migracédo ao sitio de mucosa das
proles. Esse dado pode explicar o motivo de ndo evidenciarmos alteracdo na frequéncia
de Treg nos linfonodos mesentéricos da prole, pois, sendo os linfonodos drenantes do
intestino, o local preferencial de migracdo das Treg seria para a mucosa intestinal.
Entretanto, também ndo podemos descartar a possibilidade do RA ter promovido a
inducdo de Treg in situ, no intestino.

Quando avaliamos o perfil de citocinas dos linfocitos TCD4* e TCD8" da
lamina propria, vimos que a producao de citocinas pro e anti-inflamatorias eram similares
entre os grupos, sendo a producdo de IL-17A bastante expressiva. Embora, diversos
estudo tenham mostrado o efeito do RA em suprimir a diferenciacdo de células Thl7
(Wang et al., 2010) e a producdo de IL-17 em doencas inflamatorias, nossos dados
sugerem que a suplementacdo materna com RA ndo afetou a producdo de IL-17A
induzida in vitro, mesmo com o0 aumento de Treg na mucosa intestinal. Contudo, ndo
podemos descartar a possibilidade de um efeito potencial anti-inflamatério do RA e das
Treg mediante inflamacd@es intestinas, nas quais outros fatores, como a microbiota, células
epiteliais e outras células imunes estdo envolvidas. Por outro lado, o fato do RA ndo
alterar a producdo de IL-17A, pode ser favoravel considerando o papel essencial das
células Th1l7 na imunidade intestinal a patogenos (Iwakura et al., 2008). Além disso,
outros fatores como componentes da microbiota, em especial as bactérias filamentosas
segmentadas, também promovem a geracdo dos linfocitos Th17 na mucosa intestinal
(Lécuyer et al., 2014). E mesmo o RA, em baixas concentra¢des favorece a diferenciacéo
de Th17 na presenca de TGF-p e IL-6 (Collins et al., 2011).

Outro fator importante para a protecdo e homeostase intestinal, € aumento na
frequéncia de linfécitos B IgA™ na lamina propria induzido pela suplementacdo materna
com RA. Estudos in vitro mostram que o RA induz a troca de classe para IgA, em
linfocitos B, com maior efeito na presenca de TFG-B, mesmo em humanos (Seo et al.,
2013; Seo et al., 2014). O RA também promove a troca de classe para IgA em células
B1 (Kang et al., 2015). Além disso, o fato de que RA induz a secre¢éo de IgA na mucosa
(Mora et al., 2006; Hall, Grainger, et al., 2011), corrobora com o aumento de IgA fecal
que observamos nas proles de mées suplementadas com RA. Entretanto ndo evidenciamos
efeitos do RA em relacdo as concentragdes séricas de IgA e 1gG. Nesse contexto, estudos

em humanos com uso de RA como adjuvante de vacina oral contra Salmonella paratyphi,
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mostraram aumento de IgA e IgG no trato gastrointestinal, porém as concentracdes sericas
permaneceram inalteradas (Lisulo et al., 2014). Esses dados, sugerem que a modulacdo
do RA para IgA é restrita ao GALT. Sendo assim, as concentracOes elevadas de IgA fecal
nas proles de mées suplementadas com RA pode estar relacionada a maior producéo de
IgA pelos linfocitos B IgA* na mucosa intestinal da prole, tendo em vista que a
suplementacdo ndo aumentou a quantidade de IgA no leite materno. Contudo, devemos
mensurar a quantidade de 1gA no leite em periodos anteriores para constatarmos, de fato,
que ndo houve aumento de IgA no leite das mées suplementadas com RA.

E descrito que a microbiota também pode influenciar na producdo de
anticorpos IgA, considerando que animais germ-free mostram producdo deficiente de
IgA, que se normaliza com a transferéncia de microbiota (Ruane et al., 2016). A presenca
de bactérias filamentosas segmentadas, no intestino delgado, é essencial para o
desenvolvimento de placa de Peyer, como também na producdo de IgA na mucosa
intestinal (Lécuyer et al., 2014). Alem disto, a microbiota pode ser influenciada pela dieta
e causar impactos na resposta imunolégica (Brown et al., 2015). Contudo, a
suplementacdo com RA materno, ndo influenciou na microbiota intestinal da prole
analisada em diferentes periodos, sendo assim, parece improvavel que a microbiota tenha
participado do aumento de IgA fecal das proles de maes suplementadas com RA. Ainda
neste contexto, € importante ressaltar que ambas as proles a partir de 3 semanas de idade
apresentaram predominancia de Bacteriodetes na composicdo microbiana. Esse filo, em
especial as bactérias Bacteroides fragilis, esta relacionada a diferenciacdo e manutencéo
de linfocitos Treg (Telesford et al., 2015), sendo assim, possivelmente 0 aumento de Treg
na lamina propria do intestino das proles de mdes suplementadas ndo deve ter relacdo
com a microbiota.

Por outro lado, vimos que a suplementacdo com RA diminuiu a concentragdes
séricas de IgA e 1gG maternas, assim como a quantidade de 1gG no leite. Em contraste ha
descricdes de aumento da producéo de anticorpos induzidos por RA (Eriksen et al., 2015),
principalmente em respostas imunoldgicas especificas (Tan et al., 2011; Lisulo et al.,
2014). Este contraste com a literatura, pode ser decorrente do periodo pds-gestacional, ou
da quantidade de RA administrada, pois € uma suplementagdo com RA em mées que nao
séo deficientes de vitamina A. Sendo assim, as concentragOes elevadas de RA podem
causar efeitos indesejados, como observado com a queda das concentracfes séericas dos

anticorpos. Além disso, o periodo de aleitamento materno pode exibir determinadas
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caracteristicas imunologicas em reflexo do periodo pos-gestacional. Contudo néo
avaliamos o efeito de RA em camundongos fémeas que ndo engravidaram.

Outro achado interessante, € que as mées suplementadas com RA mostraram
aumento de IL-17A sérico. Apesar do RA induzir diferenciacdo de células Thl7 em
concentracdes mais baixas, (Collins et al., 2011), é possivel que o aumento sérico de IL-
17A seja reflexo de secrecdo de outros tipos celulares como Tcl7, T gama/delta, NKT,
ILCs, etc.

Um dado que nos chamou atencdo foi 0 aumento nas concentragdes séricas
de IFN-y ¢ a redu¢ao de TGF-P nas proles de maes suplementadas. Em neonatos murinos,
h& uma clara deficiéncia na geracdo de uma resposta Th1l eficiente (Adkins, 2007; Rose
et al., 2007). Assim a elevacdo sérica de IFN-y observada na prole pode atuar como
adjuvante nas respostas imunologicas as infeccdes bacterianas e virais, recorrentes na fase
neonatal e p6s desmame. De fato, 0 RA aumenta a expressao de RIG-1 e inibe a replicacao
viral de Morbillivirus, devido a inducéo da producdo de IFNs do tipo | (Soye et al., 2011).
Além disso, a administracdo oral de RA em camundongos deficientes de vitamina A
aumenta a producdo de IgA em resposta a vacinacao contra influenza (Surman et al.,
2014). Desta forma, o RA esta envolvido tanto no aumento de componentes antivirais,
quanto na inducdo de anticorpos. Também vimos que o sobrenadante de esplendcitos das
proles de mées suplementas com RA apresentaram concentracdes elevadas IFN-y apds
estimulo, in vitro, com CL097, o que pode indicar um papel importante do RA no
desenvolvimento de respostas de perfil Thl em neonatos.

Considerando o amplo papel regulador do RA visto nas proles, avaliamos o
efeito da suplementacdo materna com RA na colite aguda induzida por DSS das proles.
Observamos que durante a inducdo da colite, as proles de maes suplementadas com RA
perderam menos peso quando comparada com o grupo colite de mées ndo suplementadas
e que a permeabilidade da mucosa intestinal foi conservada, indicando que o dano
epitelial possivelmente foi menor. Apesar da discreta diminuicdo do score histolégico
referente ao dano epitelial causado pelo DSS, ndo houve alteragédo no encurtamento do
colon e concentragdes fecais de marcadores inflamatdrios, entre os grupos com colite.
Com relacéo ao perfil sérico de citocinas, foi detectado aumento de TGF-f3 e IL-6 e IL-
17A em ambos os grupos com colite, contudo, somente nas proles de mées controles foi
evidenciado o aumento de TNF, e apesar do aumento da IL-10, esse dado sugere um

processo inflamatdrio mais intenso. Nas proles de mées suplementadas com RA houve
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aumento de TGF-B no homogenato do intestino, enquanto o aumento de 1L-12p70 foi
evidenciado no intestino do grupo colite de médes ndo suplementadas.

Os dados sugerem que a suplementagdo materna com RA foi capaz de
atenuar, parcialmente, os danos causados pela colite induzida por DSS. Este modelo de
colite conduz lesBes na mucosa intestinal e desarranjo das criptas gerando respostas
inflamatorias com perfil Th1/Thl7, com intenso infiltrado celular (Laroui et al., 2012;
Wagner et al., 2013). Sendo assim, a menor perda de peso e manutencdo da
permeabilidade tecidual indica que a colite ndo foi tdo agressiva no grupo de proles de
mées ndo suplementadas. Além disso, 0 aumento de TGF-p no homogenato apenas nas
proles de mées suplementadas com RA indica uma resposta reguladora no intestino na
tentativa do controle da inflamacéo. Contudo, avalia¢Ges do infiltrado celular presente no
colon durante a colite precisam ser realizadas para entendermos melhor a participacdo das
células imunoldgicas na atenuacdo da colite, uma vez que o RA pode inibir a atividade
inflamatoria de diversas populacfes durante a colite, como ILCs e Tyd, entre outras
(Mielke et al., 2013; Hong et al., 2014; Bernink et al., 2015), e ndo apenas atuar no
balanco Treg/Th17. Além disso, a suplementacdo materna com RA, também pode estar
induzindo de uma resposta mais eficaz contra as bactérias e virus comensais. E descrito
que camundongos deficientes de TLR3 e 7 sdo mais suscetiveis a indugdo de colite por
DSS, devido a deficiente producéo de IFN-B apo6s reconhecimento de particulas virais de
virus residentes, sendo assim, o0 RA também poderia induzir uma resposta antiviral via
RIG-1, tornando a prole resistente ao desenvolvimento de colite (Yang et al., 2016).

De fato, a importancia do RA no controle de doencas inflamatdrias intestinais
ja é bem estabelecida. Estudos mostram que o RA é capaz atenuar a colite induzida por
DSS e bactérias patogénicas induzindo o aumento da producdo de IL-22 pelas células
ILC3 e Tyd (Mielke et al., 2013), ou diminuindo as concentragdes de TNF e ativacéo de
NF-xB (Hong et al., 2014). Além disso, o tratamento com atRA in vitro em células de
biopsias da mucosa intestinal de pacientes com colite ulcerativa e cancer modula a via de
sinalizagdo LPS/TLR4/NF-«B e diminui a expressdo de 6xido nitrico sintase 2 (NOS2) e
TNF (Rafa et al., 2017). Outros estudos relatam que a camundongos deficientes de
vitamina A sdo mais suscetiveis ao desenvolvimento de colite induzida por DSS e cancer
de colon devido ao agravamento da inflamagdo crénica no intestino (Okayasu et al.,
2016).

Contudo, os trabalhos sempre avaliam a importancia do RA durante o

processo inflamatorio, ou seja, utilizam o RA como tratamento e ndo como agente
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profilatico na inducdo da colite. Desta forma, a suplementacdo materna com RA possui
potencial em atenuar uma resposta inflamatdria na prole, em periodos pds amamentacao,
indicando que a uma dieta materna rica em vitamina A é importante no desenvolvimento
do sistema imunologico da prole.

Em conjunto, nos resultados mostraram que a suplementacdo materna com
RA foi capaz de aumentar o percentual de células T com potencial de migracdo para
mucosa intestinal e de linfécitos Treg na lamina propria do intestino. Elevou o percentual
de células B IgA* e a concentracao de IgA fecal, contribuindo para o desenvolvimento da
imunidade de mucosa das proles. O efeito tolerogénico e anti-inflamatorio do RA
evidenciado no GALT e na colite induzida por DSS, mostram seu papel na homeostase
intestinal. Além disso, 0 aumento de IFN-y sérico no periodo neonatal € 0 aumento da
secrecdo de IFN-y por esplendcitos apos estimulagéo in vitro, podem indicar um possivel
uso do RA como adjuvante vacinal potencializado resposta de perfil Th1l.

Os dados sugerem que a suplementacdo RA materna, na amamentacao, induz

importante impacto na maturagdo e homeostase das mucosas intestinais das proles.



93

conclusiio




94

6. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho nos permitem concluir que:
e A suplementacdo materna com RA durante a amamentagao possui um
importante impacto na maturacdo e homeostase da mucosa intestinal
das proles, induzindo a migracdes de linfécitos Treg e aumento de

linfocitos B IgA™ e IgA fecal;

e A homeostase intestinal favorecendo um ambiente mais tolerogénico
foi evidenciada pelo processo inflamatério mais ténue na colite

induzida por DSS das proles de mées suplementadas com RA,;

e Apesar do efeito tolerogénico, a suplementacdo materna com RA pode
potencializar o desenvolvimento de resposta Th1, que pode sobrepor

a diminuicdo de IFN-y presente no periodo neonatal.
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