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RESUMO

Macchiaverni P. Alérgenos ambientais sdo transferidos ao bebé via placenta e
colostro na presenca de anticorpos especificos. [tese (Doutorado em Imunologia)].
Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo; 2012.

Diversos estudos em modelo animal indicam claramente que a transferéncia
materna de 1gG alérgeno-especifica via placenta ou leite previne a resposta alérgica
na prole. A presenca de aero-alérgeno juntamente com TGF-B no leite, também
mostrou proteger os camundongos amamentados contra a asma por induzir
tolerancia oral. Além disso, estudos em humanos e em modelos experimentais
mostram que a IgA desempenha importante papel imunorregulatério. No entanto,
pouco se sabe sobre a transferéncia de IgG e IgA especifica a alérgenos ambientais
em humanos e a presenca de aero-alérgenos no leite materno nunca foi
demonstrada. Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) e Blomia tropicalis (Blo t)
sdo acaro presentes na poeira domiciliar e representam importante fonte de
alérgenos responsaveis por desencadear alergias respiratérias em criangcas e
adultos. Neste estudo, investigamos se as maes podem transferir aos seus filhos
alérgenos ambientais e anticorpos especificos durante a gestacdo e periodo de
amamentacao. Especificamente, investigamos se alérgenos de Der p e Blo t, assim
como seus anticorpos especificos, podem ser detectados no corddo umbilical e/ou
colostro, e se 0 estado atOpico materno exerce alguma influéncia na concentracéo
detectada.Para isso, analisamos a transferéncia materna em uma coorte de 91
amostras pareadas de soro materno, colostro e corddo umbilical. O presente estudo
demonstrou que tanto o Der p 1 como Blo t 5 podem estar presentes em amostras
de colostro e corddo umbilical e identificou a atopia materna como fator critico para o
aumento de IgG alérgeno-especifica nestes compartimentos. No corddo umbilical, a
maior diferenca entre maes atdpicas e ndo atépicas foi observada para a IgG4. Os
alérgenos Der p 1 e Blo t 5 estavam presentes 30% e 9,6% das amostras,
respectivamente, sem correlacdo com o estado atopico materno ou concentragcédo de
anticorpos especificos no corddo umbilical. No colostro, a IgA especifica foi
detectada em todas as amostras em concentracdes independente da atopia
materna. Os alérgenos Der p 1 e Blo t 5 estavam presentes 68% e 41% das
amostras, respectivamente. Apenas para o alérgeno Der p 1 a concentracao foi
maior no colostro de maes atopicas e apresentou correlagdo com os niveis de
anticorpos IgG especificos. Tendo em vista as evidéncias em modelo animal e a
importancia da prevencdo primaria da alergia, acreditamos que nosso estudo
represente o primeiro e fundamental passo para esclarecer o papel dos alérgenos
ambientais e seus anticorpos especificos no inicio da vida, assim como seu efeito na
manifestacéo alérgica.

Palavras-chave: Alergia. Passagem transplacentaria. Amamentagdo. Cordao
umbilical. Alérgenos ambientais.



ABSTRACT

Macchiaverni P. Airborne allergens can be transferred to the newborn through
placenta and colostrum in the presence of maternal specific antibodies. [Ph. D. thesis
(Immunology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo; 2012

Experimental data in rodents indicate that maternal allergen-specific 1gG transferred
by placenta and / or breastfeeding prevents allergic sensitization in the progeny. It
was also demonstrated that airborne allergens in the presence of TGF — in the milk
protects breastfeed mice from asthma development, because of the induction of oral
tolerance. Animal and human studies indicate that IgA can exert an
immunoregulatory role. In humans, only a few studies have demonstrated the
presence of IgG or IgA specific for food and respiratory antigens in cord blood or
breast milk, respectively. To date, no study has demonstrated the transfer of
respiratory allergens by breast milk. The house dust mites Dermatophagoides
pteronyssinus (Der p) and Blomia tropicalis (Blo t) are indoor respiratory allergens
that represents a major cause of allergic asthma and others respiratory allergies. In
this study, we investigated whether mothers can provide to their children allergens
and antibodies specific for Der p and Blo t. In particular, we assessed whether Der p
and Blo t allergens, as well as specific antibodies were detected in cord blood and /
or colostrums and whether maternal atopic status had any influence on the amount
detected. For this purpose, we analyzed the maternal transfer in a cohort of 91 paired
samples of maternal blood, colostrums and umbilical cord blood. Our study indicates
that Der p 1 and Blo t 5 can be found in both cord blood and colostrums and
identifies maternal atopy as a critical factor for increased levels of allergen-specific
IgG in these compartments. In the cord blood the biggest difference between atopic
and non atopic mothers was observed for IgG4. The allergens Der p 1 and Blot 5
were present in 30% and 9,6% of the samples, respectively, and no correlation with
maternal atopic status. In colostrums specific IgA was found in all colostrums
samples and levels were independent of maternal atopic status. The allergens Der p
1 and Blo t 5 were present in 68% and 41% of samples, respectively. Only for Der p
1 the concentration was higher in atopic mothers and correlated with Der p specific-
IgG levels in colostrums. In view of the increasing evidence from animal models and
importance of neonatal prevention of allergy, we believe that our study would be a
timely and necessary way to elucidate the role of allergen-specific Ig in early life and
its effect on allergy development.

Keywords: Allergy. Placental transfer. Breastfeeding. Umbilical cord. Airborne
allergens.
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1.1Alergia: prevaléncia e incidéncia

O primeiro relato sobre alergia aparece no inicio do século 19 e refere-se a
febre do feno, atualmente conhecida como rinite alérgica. Dependendo do 6rgéo
onde se manifestam, as reagfes alérgicas podem ser respiratorias, alimentares ou
dermatolégicas; todas podendo ocorrer de forma individual ou em combinagéo (Holt
et al., 2005).

De acordo com o recente International Study of Asthma and Allergies in
Childhood (The Global Asthma Report, 2011), estima-se que 300 milhdes de
pessoas, destas 2/3 criangas, sofrem com a asma e que mais 100 milhdes serdo
afetadas até 2025. A prevaléncia de doencas alérgicas tem aumentado
consideravelmente ao longo dos dultimos anos, principalmente nos paises em
desenvolvimento. Com base nessa observagéo, Asher e colaboradores langaram em
1991 o estudo ISSAC (International Study of Asthma and Allergies in Childhood),
que consiste em um estudo epidemiologico universal e Unico para investigar a
incidéncia de asma, rinite e eczema em criancas e adolescentes de 6 a 14 anos de
idade (Chong Neto et al., 2012).

Este estudo avaliou criangas e adolescentes em diversos paises. O Brasil
estd entre os paises que registraram maior aumento, juntamente com Argentina,
Paraguai e Franca (Bjorkstén et al.,, 2008). Apds 3-5 anos de acompanhamento
clinico, os pesquisadores concluiram que a prevaléncia tanto de asma como
rinoconjuntivite vem crescendo paulatinamente (cerca de 0,13% e 0,06% ao ano nas
criancas e adolescentes, respectivamente). Apesar deste aumento ser bastante
variavel entre os paises e entre as diferentes regibes de um mesmo pais,
atualmente atinge de 10 a 20% da populacéo europeia, 30% dos brasileiros e chega
a 40% na Australia (Bjorkstén et al., 2008; Chong Neto et al., 2012; Solé et al.,
2007).

O custo do tratamento da asma é muito alto, pois 0 paciente necessita de
assisténcia diversas vezes no decorrer da vida. Os principais custos diretos estédo
voltados para cuidados hospitalares e compra de produtos farmacéuticos. A
hospitalizagédo resulta ainda na perda de produtividade devido a falta no trabalho ou
escola e indiretamente também representa um custo para a sociedade (Bousquet et

al., 2005). A cronicidade da doenca e auséncia de cura no tratamento faz com que a
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prevencdo primdaria seja prioridade na saude publica, justificando a urgéncia na
identificacdo dos fatores de risco e de prevencao da alergia.

1.2 Acaros da poeira domiciliar (HDM) representam a principal fonte de

alérgeno

Fatores ambientais sdo apontados como responsaveis pelo aumento na
incidéncia de doencas alérgicas respiratérias. Uma das hipéteses € a de que
atualmente a populagéo passa grande parte do tempo em ambientes fechados e
consequentemente é mais exposta a poeira domiciliar (Chew et al., 1999). A poeira
contém componentes organicos de diversas origens, todos possiveis de serem
inalados: esporos de fungos, polen, fibras vegetais, bactérias, restos de alimentos,
escamas de tecido epitelial humano e pequenos animais. Os acaros correspondem a
aproximadamente 90% destes componentes (Bronswijk et al., 1981) e representam
um dos principais fatores etiologicos da alergia. (Platts-Mills et al., 1992; Schwarze et
al., 1998).

Os acaros sdo pequenos artrépodes que pertencem a subclasse taxon6mica
Acari onde mais de 50.000 espécies ja foram identificadas. Estdo presentes em
toda parte: na terra, no ar e até mesmo na agua. Mas sdo os presentes na poeira
domiciliar os responsaveis por causar alergias e desencadear crises de rinite, asma
e conjuntivite (Nadchatram, 2005).

O primeiro documento que relacionou doencas alérgicas respiratérias com
acaros foi publicado em 1967. Em 1968 Reindert Voorhorst demonstrou que a
espécie Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) representava a principal fonte de
alérgeno presente na poeira domiciliar e que poderia ser identificado no mundo
inteiro (Spieksma et al., 2004). A partir destes achados os estudos envolvendo Der p
e manifestacdes alérgicas ndo pararam e o numero de publica¢cdes envolvendo este
tema em 2012 ja passa de 5000 (segundo busca no www.pubmed.com). Outro
importante acaro presente na poeira domiciliar € o da espécie Blomia tropicalis (Blo
t). Apesar do Blo t representar um importante alérgeno nos paises tropicais e
subtropicais como Brasil, Porto Rico e Colémbia (Fernandez-Caldas et al., 1993;
Montealegre et al., 1997; Nadchatram et al., 2005; Rizzo et al., 1997; Serravalle et
al., 1999) ainda é muito pouco estudado, com apenas 200 publicacbes em 2012

(segundo busca no www.pubmed.com).
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Em nosso meio a exposicdo aos acaros na poeira domiciliar é alta. Prova
disso é que em poucos meses de uso o0s colchdes abrigam de centenas de milhares
a milhdes de diversas espécies desses animais (Oliveira et al., 1999)

Na cidade de S&o Paulo, Arruda et al. (1991) observaram que as espeécies
Der p e Blo t representavam 50% e 26%, respectivamente, dos alérgenos presentes
na poeira domiciliar. Na regido de Campinas- SP, Oliveira e cols. (1999)
encontraram em meédia 3.254 acaros na parte inferior dos colchdes de 124
individuos com quadro clinico sugestivo de atopia, sendo o acaro Der p a principal
espécie. Amostras de poeira de sofas e tapetes da sala de estar e do quarto de
dormir também apresentaram alta concentracdo acarina, onde as espécies
prevalentes foram Der p e Blo t (Binotti et al., 2003, 2005). No sul do pais (Londrina -
PR), as espécies Der p e Blo t representam 72% e 84% do total de acaros presentes
em bergcos e camas, com média de 289,9 + 136,7 e 875,0 £ 183,6 acaros/g de
poeira, respectivamente (Silva et al., 2005 a,b). Além de estarem presentes em altas
concentragdes, em todo Brasil as espécies Der p e Blo t séo os principais indutores
da sensibilizacdo alérgica e responsaveis pelos maiores indices de positividade dos
testes cutaneos (Almeida et al., 2006; Geller et al., 1996; Medeiros et al., 1997;
Sarinho et al., 1996).

a) Inducao da alergia por acaros

Em dez semanas um acaro ira produzir em média 2000 particulas fecais e um
namero ainda maior de enzimas parcialmente digeridas que poderéo ser facilmente
inaladas e depositadas nas vias aéreas (van Bronswijk, Sinha, 1971). A reacao de
hipersensibilidade a aero-alérgenos inicia-se ap0s inalacdo e entrada do alérgeno
através da membrana da mucosa respiratoria (Schwarze et al., 1998). Este sera
capturado por células dendriticas, que atuardo como apresentadoras de antigeno
profissionais (APCs), apresentando peptideos selecionados na molécula de MHC 1l
aos linfécitos T naive no linfonodo. A apresentagcdo dos alérgenos direciona a
diferenciacdo dos linfécitos T para subtipo T helper 2 (Ty2), caracterizado por
secretar as citocinas IL-4, IL-5, IL-13 e IL-9, mediado pelo fator de transcricdo
GATA3 (Comoy et al.,, 1998; Georas et al.,, 2005). A IL-5 atua nos eosinofilos

elevando seu numero e promovendo sua ativacdo, a IL-9 no recrutamento de
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mastocitos e a IL-4 e IL-13 desempenham papel crucial na mudanca de classe para
IgE nos linfécitos B (Holgate et al., 2008).

Quando um individuo atépico, sensibilizado a um alérgeno em particular o
reencontra, a ligacdo cruzada do antigeno a duas moléculas de IgE ligadas ao
receptor de alta afinidade (FceRIl) na membrana dos mastocitos desencadeia sua
ativacdo. A ativacdo dos mastécitos mediada pela IgE tem como consequéncia a
degranulacao e sintese de mediadores inflamatorios poucos minutos apos o contato
com o alérgeno. Entre os mediadores temos a histamina, leucotrienos e citocinas.
Estes promovem o aumento da permeabilidade vascular, contragdo da musculatura
lisa e producdo de muco. A exposicdo repetida a aero-alérgenos estimula a
liberacdo de quimiocinas por mastocitos e outros tipos celulares, responsaveis por
uma importante cascata inflamatéria, caracterizada por grande numero de
eosindfilos, basdfilos e linfocitos Ty2 na mucosa nasal, brébnquica e tecidos
marginais (Bochner et al., 2005; Gould et al., 2008).

O aumento e estabelecimento da inflamacéo alérgica ndo sdo dependentes
apenas da resposta imune adaptativa mediada pelos linfocitos T,2. Ela também é
fortemente influenciada por células da imunidade inata, diretamente ativadas pelos
alérgenos ou compostos associados a eles (Gregory, Lloyd, 2011; Jacquet 2011).

b) Alérgenos presentes nos acaros da poeira domiciliar

O potencial alergénico dos acaros esta relacionado a composicao de seu
proprio corpo, de seus dejetos ou ainda a produtos derivados de bactérias e fungos,
frequentemente encontrados em associacao a eles (figura 1).

Os epitopos imunogénicos presentes nos acaros sao proteinas com diversas
funcdes bioldgicas, classificadas em grupos de acordo com sua composicao
guimica, homologia e peso molecular (tabela 1). Apesar do grande numero de
proteinas potencialmente alergénicas j& identificadas existem especificidades
imunodominantes: As proteinas do grupo 1 e do grupo 2 sdo consideradas os
principais alérgenos do acaro Der p, pois sdo reconhecidas por mais de 80% dos
pacientes sensibilizados. Em relacdo ao acaro Blo t, além dos alérgenos do grupo 1
e grupo 2, a proteina do grupo 5 também representa um de seus alérgenos
principais, reagindo com a IgE especifica em 80-90% dos pacientes sensibilizados
(Tsai JJ et al., 2003; Yi FC et al., 2005).
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Tabela 1- Caracteristicas dos alérgenos Dermatophagoides pteronyssinus  (Der
p) e Blomia tropicalis (Blo t).

Alérgeno Funcao biolégica Peso molecular (kDa)

(grupo) Der p Blot
1 Cisteina protease 24 39
2 MD-2 related lipid recognition domain 15 -
3 Tripsina (serina protease) 31 -
4 Alfa-amilase 60 56
5 Funcéo desconhecida 14 14
6 Quimotripsina 25 25
7 Binds lipopeptide polymyxin B 26 -
8 Gutationa S-transferase 27 -
9 Serina protease Colageonilica 29 -
10 Tropomiosina 36 33
11 Paramiosina 103 110
12 Quitinase - 14
13 Lipocalina - -
14 Apolipoforina 177 -
15 Quitinase - -
19 Quitinase - 7
20 Arginina quinase - -
21 Funcao desconhecida - -
23 Funcado desconhecida 14 -

As informag¢Bes foram modificadas dos artigos Gregory e Lloyd, 2011 e Jacquet 2011 e
retiradas dos seguintes websites: www.allergen.org (site oficial para nomenclatura de
alérgenos aprovada pela organizagdo mundial da saude e pela Unido Internacional das
Sociedades de Imunologia); www.allergome.org (contém informacdes sobre as moléculas
consideradas alergénicas) e www.meduniwien.ac.at/allergens/allfam (contém informacdes
sobre a classificacdo dos alérgenos em familias proteicas).

- ndo identificado

Muitos pesquisadores investigam se 0s alérgenos presentes nos acaros
possuem propriedades intrinsecas responsaveis por sua alergenicidade. Algumas
caracteristicas importantes ja foram demonstradas e estdo muito bem exploradas em
ambas revisdes, a de Gregory e Lloyd (2011) e a de Jacquet (2011); representadas
pelas figuras 1 e 2.

A atividade proteolitica € uma caracteristica comum a varios alérgenos. Os
acaros da poeira domiciliar, em especifico seus dejetos fecais, contém diversas
enzimas proteoliticas. O principal exemplo é o alérgeno do grupo 1, uma cisteina
protease homodloga a papaina presente em altas concentracdes nas fezes do Der p.
(Arlian e Platts-Mills, 2001; Stewart et al., 1994). Uma vez inalada, a enzima
proteolitica € capaz de clivar proteinas que compde as jungbes compactas

localizadas entre as células epiteliais das vias aéreas, tais como a ocludina, claudina
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1 e ZO-1. Diante da quebra desta integridade, o alérgeno aumenta a permeabilidade
brénquica, entra facilmente em contato com as APCs profissionais e facilita sua

apresentacao aos linfécitos T (LT) (Lambrecht, Hammad, 2012).

Figura 1- Potencial alergénico dos acaros da poeira domiciliar (HDM). A figura
ilustra os diversos alérgenos presentes na composic ao dos acaros e
associado a eles, capazes de ativar o sistema imuno  légico e iniciar a
resposta inflamatoria.
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Fonte: Modificado de Gregory e Lloyd, 2011 e Jacquet, 2011.

Além do efeito direto nas juncbes compactas, as proteases reagem com
PARSs (receptores ativados por protease) e podem clivar outros receptores sensiveis
a acao proteolitica; induzindo a inflamacao e exacerbacgéo do quadro alérgico (Gould
et al., 2008; Gregory, Lloyd, 2011; Jacquet, 2011) (Figura 2).
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Figura 2- Ativacao das células do sistema imunolégi co inato pelos acaros da
poeira domiciliar (HDM).
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O sistema imunolégico pode ser ativado e iniciar a resposta alérgica especifica mediada por
células Ty2 por diversas vias. Essas incluem a ligacdo de proteases e/ou padrbes
moleculares associados a patégenos (PAMPS) presentes nos alérgenos ou em associacao
aos acaros. A quebra da integridade da barreira epitelial facilita a entrada e captura do
alérgeno por células dendriticas (DC). A quebra dos receptores ativados por protease
(PARs) e outros receptores sensiveis a ela, assim como a ativacdo dos receptores de
reconhecimento de padrbes (PRRs), como receptores tipo toll (TLRS) e receptores de lectina
(CLRs), resultam na regulagéo positiva de citocinas e quimiocinas pro-inflamatoérias e pro-
Ty2. Estas sdo liberadas para ativar e recrutar células inflamatérias e estimular a
diferenciacéo de células Ty2.

Fonte: Modificado de Jacquet, 2011

Os alérgenos ainda apresentam propriedade adjuvante intrinseca. Ou seja,
tém a capacidade de induzir tanto a resposta adaptativa como a resposta imune
inata, auxiliando na polarizacdo da resposta Ty2 e ativacdo das vias de sinalizacao
como dos receptores tipo-Toll 4 (Trompette, 2009). A ativacdo do sistema imune
inato é possivel, pois os padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPS) séo
frequentemente encontrados em associacdo aos &caros em fungos ou bactérias.
Estes incluem os lipopolissacarideos (LPS), B-glucanos e os padrdes de sinais de

perigo associados ao dano celular (DAMPs) (figuras 1 e 2).
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No entanto, felizmente apenas uma pequena porgao da populagcéo reage de
maneira exacerbada a estes pequenos artropodes, indicando que além das
propriedades bioldgicas que as proteinas dos acaros apresentam, outros fatores sao

de extrema importancia para o desencadeamento e estabelecimento da alergia.

1.3 Influéncia materna na fisiopatologia das doengca s alérgicas

Assim como em outras doencas, a manifestacéo alérgica € resultado de uma
complexa interacdo entre predisposi¢cdo genética e influéncias ambientais (Prescott,
2003). A heranca genética, apesar de representar importante fator de risco para o
estabelecimento do estado atopico na crianca, dificilmente podera ser modificada
(Morel, Oriss, 1998; Scirica, Gold, 2007). Além disso, fatores ambientais sao
apontados como o0s grandes responsaveis pelo rapido e crescente aumento na
prevaléncia de doencas alérgicas respiratorias. Neste contexto, € importante
notarmos que a mae fornece a crianga tanto 0o componente genético como o
componente ambiental no qual a crianca ira se desenvolver durante a gestacédo e
periodo de amamentacao (Platts-Mills et al., 2003).

Na maioria dos casos a reacdo alérgica manifesta-se logo nos primeiros anos
de vida. E também neste periodo que ocorre a programacido e modulacido do
sistema imunologico da crianca (Prescott et al., 2008). Assim, a natureza da
exposicdo materna ao alérgeno em associacdo com um ambiente imunoldgico
criado pela mae no pré-natal e pos-parto imediato pode modular o desenvolvimento
da resposta imune da criangca quando esta for exposta ao alérgeno. Fica evidente,
portanto, o grande interesse que diversos estudos tém em esclarecer quais sdo 0s
fatores envolvidos na relacdo materno-infantil que podem diminuir o risco da crianca

em desenvolver alergia.

1.3.1 Periodo pré-natal

No periodo pré-natal a mde se comunica com o feto através da passagem
transplacentaria. Muitas substancias podem ser transportadas de maneira passiva
ou ativa pela placenta. A habilidade de proteinas em atravessar a barreira
transplacentaria esta associada ao seu peso molecular, solubilidade lipidica,

polaridade, ionizacdo, ligacdo a proteinas e fluxo sanguineo materno e fetal.
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Moléculas de baixo peso molecular (<500Da) simplesmente difundem pela placenta
enquanto que substancias de alto peso molecular (ex. IgG 160KDa) necessitam de

transporte ativo (Hurley et al., 2011).

a) Passagem transplacentaria de alérgenos

Ja foi demonstrado que células mononucleares de corddo umbilical podem
proliferar ap6s estimulo in vitro a alérgenos alimentares e ambientas (Jenmalm et al.,
1997; Mariani et al., 1992). No entanto, a proliferacdo especifica s6 ocorre em
células de corddao umbilical estimuladas a antigenos cujas maes haviam sido
expostas no periodo gestacional (Holt et al, 1985). Estes dados indicam que a mée é
capaz de transferir alérgenos ao feto e que virtualmente toda crian¢ca nasce com o
sistema imunoldgico “primado” para responder aos antigenos que potencialmente
entrara em contato ao nascimento (Hertz-Picciotto et al., 2007).

De fato, estudos mostram que de alérgenos alimentares (beta-lactoglobulina e
ovalbumina) e ambientais (Der p 1, Bet v 1 e Fel d 1) sdo capazes de atravessar a
barreira transplacentaria tanto na forma livre como em imunecomplexos (Casas et
al., 2001; Holloway et al., 2000; Thorton, Vance, 2002). O que ainda nao esta
estabelecido, no entanto, é se a exposicdo materna e intra-uterina ao alérgeno esta
ou nao relacionada ao desenvolvimento da alergia na crianca. Também néo

sabemos se o estado atopico materno influencia na passagem destes alérgenos.

b) Passagem transplacentaria de anticorpos

A transferéncia de anticorpos maternos pela placenta € um fen6meno
fisiol6gico de todo mamifero e essencial para a sobrevivéncia da espécie no meio
extrauterino, pois fornece protecdo ao recém-nascido nos primeiros meses de vida
(Palmeira et al., 2012).

As primeiras evidéncias de transmissdo de imunoglobulinas da mée para o
feto surgiram com Brambell e colaboradores ha aproximadamente sessenta anos
(Brambell et al., 1949). A passagem transplacentaria inicia-se lentamente com
aproximadamente 16 semanas de gestacao. Entre 28-32 semanas os niveis de IgG
sérica do recém-nascido alcancam 50% dos niveis maternos e comecam a aumentar

significativamente apos 34 semanas de gestacdo (Simister, 2003). Recém-nascidos
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prematuros, portanto, ndo recebem os niveis adequados de anticorpos para a total
protecdo ao nascimento (Okoko et al., 2002).

Nos humanos, a IgG materna deve atravessar as barreiras histolégicas da
placenta até chegar a circulacdo fetal (sinciciotrofoblasto, citotrofoblasto e endotélio
fetal). Estes tecidos expressam varios tipos de receptores para por¢cao Fc da IgG,
mas a passagem transplacentaria de IgG ocorre essencialmente através do receptor
Fc neonatal (FCRN).

c) Receptor FcRN e a taxa de passagem transplacentaria

O Receptor FcRN é uma proteina formada de duas cadeias polipeptidicas:
uma cadeia pesada similar a da molécula do complexo de histocompatibilidade
principal de classe | (MHC-I) e outra cadeia leve que é a f2-microglobulina (Simister
et al., 1996). Este receptor é especifico para por¢cdo Fc da IgG e liga-se com alta
afinidade apenas em pH acido (pH<6,5). Em humanos, foi primeiramente identificado
na placenta e caracterizado como receptor responsavel pela transferéncia materno-
fetal de anticorpos. No entanto, também pode ser encontrado em outros tecidos,
estando envolvido na imunidade mediada por célula e na manutencdo do tempo de
meia vida das imunoglobulinas (Roopenian, 2007).

Na placenta o receptor FCRN € expresso no sinciciotrofoblasto. A passagem
da IgG ocorre a partir do momento em que o sinciciotrofoblasto internaliza fluido
materno em endossomos juntamente com as moléculas de IgG ali presentes. Os
endossomos sao gradualmente acidificados permitindo a forte ligagdo entre os
anticorpos e os receptores FCRN, ambos protegidos contra a acdo de enzimas
lisossomais. A vesicula se funde a membrana na face fetal do sinciciotrofoblasto, a
IgG é entdo dissociada pela acdo do pH fisiologico e cai na circulacdo (Moraes-Pinto
et al., 2001; Roopenian et al., 2007; Simister et al., 1997).

A concentracdo final de anticorpos na circulagdo neonatal para cada
especificidade antigénica depende, além da concentracdo, da classe a qual a IgG
materna pertence. Os niveis de 1gG1 no recém-nascido geralmente excedem o0s
maternos, os da IgG2 geralmente sdo mais baixos e os da 1gG3 e 1gG4 geralmente
se igualam aos maternos. (Simister et al., 1997 e Simister, 2003). Essa observacéo
deve estar relacionada a afinidade de ligacdo de cada subclasse ao receptor FCRN.

No entanto, estudos sobre a eficiéncia das IgGs em atravessarem a placenta ainda
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mostram resultados controversos: Ensaio de perfuséo in vitro da placenta indicou
gue a habilidade das IgGs em transpor a interface materno-fetal € maior para
IgG4>IgG1>IgG3>IgG2 (Malek et al., 1995). Outros autores acreditam que a 1gG1 e
a 1gG3 possuem maior eficiéncia, seguidas da 1gG4 e IgG2 (Moraes-Pinto, 2001) ou
ainda 1gG1 e IgG4 seguidas pela 1gG3 e 1gG2 (Costa-Carvalho, 1996). Diferencas
metodologicas podem explicar essas controvérsias, porém todos os estudos
mostram que a IgG1 é transferida com alta eficiéncia e que a IgG2 apresenta menor

taxa de passagem transplacentaria.

Figura 3- Passagem transplacentéria da IgG.
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Nos humanos, a passagem transplacentaria de IgG ocorre através do receptor FCRn
localizado no sinciciotrofoblasto da placenta. O sinciciotrofoblasto é banhado por sangue
materno e internaliza 1gG sérica. O FcRn é expresso na face interna da vesicula do
sinciciotrofoblasto. Com a acidificacdo dos endossomos, o FcRn se liga a IgG materna e a
transicéo a circulacao fetal se d4 em pH fisioldgico.

FONTE: Adaptado de Roopenian et al., 2007.

Outras variaveis também influenciam na taxa de passagem transplacentaria
de anticorpos. Como citado anteriormente, a prematuridade é uma delas: baixos
niveis de anticorpos sdo observados ao nascimento enquanto que para recém-
nascidos a termo os niveis de IgG no corddao umbilical costumam exceder 0s niveis
maternos (Palmeira et al., 2012). Também ja foi demonstrado que a

hipergamaglobulinemia materna esta associada com reducéo na taxa de passagem
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transplacentaria (Gendrel et al., 1990). Essa observagdo est4d de acordo com a
hipotese de Brambell e pode ser explicada pela saturacdo dos receptores FCRNs na
presenca de altas concentracdes de anticorpos (Brambell et al., 1949).

Assim, a concentracdo de IgG materna no corddo umbilical depende da
concentracédo de anticorpos maternos, da quantidade de receptores expressos pela
mae e da taxa de ligacdo e de liberagdo de moléculas de IgG por esses receptores
(Moraes-Pinto et al., 2001).

d) Anticorpos IgG e subclasses

Os humanos apresentam quatro subclasses de 1gG (IgG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4)
e a diferenca entre elas esta na cadeia pesada. Apesar de compartilharem 95% de
homologia, esta pequena diferenca estrutural € suficiente para apresentarem
diferencas funcionais significativas, resumidas na tabela 2.

Tanto a IgG1 como a IgG3 estdo envolvidas nas respostas contra antigenos
proteicos e funcionam como boas moléculas de opsonizacdo. A IgG1 € a subclasse
de maior concentragdo sérica e a IgG3 € a subclasse com maior potencial para
ativacdo do complemento e maior afinidade de ligacdo aos receptores Fc de
fagocitos.

Ja a 1gG2 é produzida em resposta a polissacarideos como 0s presentes na
superficie de pneumococos e, portanto, estd envolvida nas respostas T-
independentes.

A 1gG4 é a subclasse encontrada em menor concentracdo no soro e diferente
das outras subclasses néo ativa o sistema complemento. Sua producao ocorre apos
estimulo antigénico prolongado e repetitivo. Assim como para IgE, o swith de classe
da 1gG4 é influenciado pela IL-4 e IL-13 e sua producdo é aumentada na presenca
de IL-10 , IL-12 e IL-21 (Sigal, 2012). A IgG4 apresenta ainda algumas
caracteristicas estruturais peculiares a ela: As ligacbes entre as duas cadeias
pesadas ndo sao estaveis como para as outras subclasses. Isso permite que
ocorram rearranjos entre as cadeias leves e pesadas a tornando uma
imunoglobulina assimétrica, onde cada regido Fab apresenta uma especificidade
diferente. Apesar desta capacidade, na maioria das vezes comportam-se como
anticorpos monovalentes (Aalberse et al., 2009). A consequéncia desta

caracteristica Unica a 1gG4 ainda é desconhecida, mas evidéncias sugerem que
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possa estar relacionada com a regulacdo da resposta imunolégica (Frew et al., 2010;
Ruiter et al., 2007). Faz sentido se lembrarmos de que ela é produzida apés estimulo
antigénico repetitivo e induzida por citocinas liberadas por células T regulatérias,

como a IL-10.

Tabela 2 - Subclasses das IgGs: Concentracdo e cara  cteristicas

Concentragao Ativador do Afinidade aos  Meia
‘s Porcentagem . :

sérica em de IgG sérica sistema receptores Fc  vida

adulto (g/L) complemento nos fagécitos  (dias)
19G1 4.9-11.4 66 Segundo maior Alta 21
1gG2 1.5-6.4 23 Terceiro maior Muito baixa 21
19G3 0.2-1.10 7 Maior Alta 7
9G4 0.08-1.4 4 N&o ativa Intermediaria 21

Fonte: Modificado de Sigal, Clin Rheumatol 2012;18: 316-318

e) Influéncia de anticorpos maternos para alergia da crianca

Os anticorpos IgG de origem materna sao detectados no recém-nascido na
concentracdo média de 1000 mg/dL. Estes niveis caem durante os trés primeiros
meses de vida, ao passo que a sintese de IgG prépria aumenta gradativamente.

Além da protecdo passiva que o0s anticorpos maternos fornecem, eles
também podem ativar e modular o sistema imunoldgico da crianca. Estudos mostram
claramente que anticorpos alérgenos-especificos sao transferidos via passagem
transplacentaria e modulam a resposta alérgica na crianca (Jenmalm et al., 2000;
Platts-Mills et al., 2003; Prescott et al., 2000).

Essa forte influéncia materna comecou a ser melhor compreendida através
dos estudos de Jarrett e colaboradores (1983) que chamaram a atencao sobre o
possivel papel da IgG materna em suprimir a producdo de IgE especifica e
consequentemente inibir a resposta alérgica na crianca. Embora os mecanismos
pelos quais a IgG materna possa suprimir a producéo de IgE pelo recém-nascido
ainda néo esteja bem estabelecido, os mecanismos propostos incluem: a) A ligacao
da IgG ao alérgeno esconde seus determinantes antigénicos e permite sua
eliminacdo através da fagocitose por macrofagos b) a ligacdo da IgG bloqueia a
ligacdo da IgE ao alérgeno e, consequentemente, inibe a degranulacdo de
mastocitos e ¢) a ligacdo de imunecomplexos a receptores inibitérios FcyRIIb nos
linfécitos B ou células dendriticas do neonato inibe a sintese de IgE especifica

(Boyle et al., 2006; Strait et al., 2006). Todos mecanismos sao influenciados pela
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dose, frequéncia e forma de exposicdo ao antigeno; além das caracteristicas
genéticas da mée e crianca (Jarrett, 1984).

Posteriores estudos em modelos animais confirmaram que a inibicao
conferida pela IgG materna € antigeno especifica e dependente da concentracéo de
anticorpos (Melkild et al., 2002; Polt et al., 2008; Seenger et al., 1998; Uthoff et al.,
2003; Victor et al., 2003). Entretanto, ainda ndo esta claro qual o mecanismo de
acao da IgG materna responsavel por essa inibicao.

Estudos epidemiolégicos em humanos indicam que a passagem de IgG
alérgeno especifica via placenta também pode ter efeito protetor. Altos niveis de IgG
materna especifica tanto a alérgenos alimentares como ambientais no cordao
umbilical mostrou estar associada a menor prevaléncia de alergia ao mesmo
alérgeno nas criancas (Dannaeus et al., 1978; Jenmalm et al., 2000; Nafstad et al.,
2001).

Muitos pesquisadores atribuem papel protetor a subclasse IgG4, pois como
explicado anteriormente consegue neutralizar o antigeno induzindo menor resposta
inflamatoria quando comparada as outras subclasses (Aalberse et al., 1993; Gondo
et al., 1987; Mori et al., 2001). Além disso, esta subclasse esta envolvida no padrédo
de resposta imunoldgica estabelecido nas imunoterapias alérgeno-especificas, onde
observamos aumento nos niveis de IgG4 e queda na concentracdo de IgE especifica
(Frew, 2007).

O fato de que nem todas as criancas apresentem correlacéo positiva entre 0s
niveis de IgG no cordao umbilical e protecédo a alergia sugere que a “falha” no efeito
protetor da IgG pode estar relacionada com a inabilidade que alguns recém-nascidos
tém em responder ao mecanismo regulatorio (Prescott et al., 2000).

Um dos principais determinantes para o risco a sensibilizacdo na infancia
parece ser o estado de maturagao do sistema imune em relagéo ao balango Ty1/Th2
no momento em que entra em contato com o alérgeno (Holt et al., 2005). A funcao
Twl com capacidade de produzir IFN-y tende a aumentar progressivamente durante
a infancia, mas alguns grupos observaram que recém-nascidos com alto risco em
desenvolver alergia apresentam lenta polarizacao para atividade Tyl com deficiéncia
na resposta ao IFN-y, quando comparados aos neonatos de baixo risco (Kondo et
al., 1992). Criancas de alto risco também manifestam deficiéncia na resisténcia a
infeccbes e resposta a vacinas, aparentemente relacionada com atenuada funcao
Twl (Fallon et al., 2007).



Introducéo 36

De acordo com essas observacdes, o grupo da pesquisadora Tulic mostrou
recentemente que criancas nao alérgicas apresentam resposta do sistema
imunologico inato (caracterizada pela secrecdo de IL-1p3, IL-6, TNF-qa, e IL-10 apés
estimulo a virtualmente todos os ligantes de Toll) baixa ao nascimento, mas com
aumento progressivo ao passar dos anos. Além disso, este aumento esta
correlacionado com a maturagdo da resposta adaptativa de perfil Thl (IFN-y) apés
estimulo com alérgenos. Por outro lado, criancas alérgicas apresentam resposta
imune inata exagerada ao nascimento e relativo declinio com o passar dos anos.
Ainda, criancas alérgicas apresentam aumento dependente da idade para resposta
Th2 alérgeno-especifica e baixa resposta de perfil Thl aos cinco anos de idade
(Tulic et al., 2011).

Esses dados sugerem que a trajetoria de desenvolvimento do sistema imune
inato € diferente entre as criancas alérgica e ndo alérgicas. Essas diferengcas podem
influenciar o padrdo de resposta imune adaptativa que a crianga ir4 desenvolver

apos reconhecimento do alérgico no periodo pos natal.

1.3.2 Periodo pés-natal

Uma vez cortado o corddo umbilical, os imunologistas muitas vezes analisam
0 recém-nascido como uma entidade que se desenvolve por conta propria; sem
levar em consideracédo a interacdo mae-filho que o aleitamento materno proporciona
e contribui a este processo.

O leite materno € um fluido corporal complexo e sua composi¢ao € Unica para
cada mae e dinamica durante o periodo de amamentacdo. Isto significa que a
composicdo do leite varia consideravelmente ndo apenas entre as maes, mas
também na mesma mae, hora pdés hora e dia pos dia, adaptando-se as
necessidades do desenvolvimento da crianca (Lawrence, Camille, 2007). Um
exemplo é a composicdo do colostro em relacdo ao leite maduro. Em média, o
colostro apresenta 12g/L de s-IgA, juntamente com S-IgM (~0.6 g/L) e 1gG (~0.1 g/L),
mas apos duas semanas esta concentracao cai aproximadamente 5 vezes e depois se
mantém razoavelmente estavel por todo periodo de lactagdo (Brandtzaeg, 1983).

Outros componentes, como lipideos, lactose e glucose, variam de concentracdo no
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decorrer de uma mesma mamada, apresentando variagdes significativas entre o leite
inicial e final (Neville et al., 1984).

Durante anos, o leite materno foi considerado somente uma fonte rica em
nutrientes essenciais ao desenvolvimento da crianca nos primeiros meses de vida. A
frequente observacdo que a amamentacdo também proporciona protecado contra
doencas infecciosas e reduz a taxa de mortalidade infantil, colocou em evidéncia a
importancia que o leite materno tem para o recém-nascido (Quinello et al., 2010).

A propriedade anti-infecciosa do leite materno € devido a presenca de
componentes antimicrobianos, tais como lactoferrina e lisozima, mas principalmente
pela presenca de niveis elevados de anticorpos especificos (Lawrence, Camille,
2007).

A glandula mamaria integra o sistema imune de mucosa e 0S anticorpos
presentes no leite materno refletem o estimulo antigénico de ambos: GALT (tecido
linfoide associado ao trato gastrointestinal) e NALT (tecido linfoide associado a
mucosa nasal). Durante o periodo de lactagéo, linfocitos B ativados nestes tecidos
migram para a glandula mamaria e nela diferenciam-se em células secretoras de
anticorpos, principalmente IgA e IgM. (Brandtzaeg, 1983; Hanson, 2007). Assim, a
IgA presente no leite é especifica aos antigenos intestinais e respiratérios aos quais
a mae foi exposta. Outras imunoglobulinas como a IgG e IgD também estdo
presentes no colostro, mas ndo se sabe se sdo secretadas localmente ou
provenientes do soro (Brandtzaeg, 2009).

A IgA € um anticorpo ndo inflamatorio que inibe a colonizagcdo microbiana. Ela
diminui a aderéncia de virus e bactérias na superficie da mucosa e protege o
lactente contra infeccBes intestinais e respiratérias, como ao virus sincicial
respiratorio (Brandtzaeg, 2003). A IgA pode ainda capturar antigenos que serao
eliminados através do préprio peristaltismo intestinal; funcdo conhecida como
exclusdo imune (Brandtzaeg, 2002). Além da protecdo sem inducéo de resposta
inflamatoria, a IgA também pode exercer efeitos imunorregulatérios (Favre et al.,
2005; Pilett et al.,, 2004; Sletten et al.,, 2007; Smiths et al., 2009). Evidéncias
epidemiologicas de que a IgA previne a manifestacdo de doencas alérgicas pode ser
explicada por estes dois mecanismos, ou seja, por seu efeito imunorregulatério e
anti-inflamatorio (Calbi et al., 1998; Janzi et al., 2009; Savilahti et al.,1991, 2005).

A protecéo a alergia conferida pelo leite materno pode estar relacionada, além

da presenca de anticorpos, a presenca de inUmeros alérgenos, que estdo ausentes
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nos leites artificiais, associando a sua apresentacao ao recém-nascido em ambiente

tolerogénico (Macchiaverni et al., 2012).

a) Antigenos alimentares

Além de proteinas enddgenas, o leite materno contém proteinas exdgenas
derivadas da dieta materna. Os alérgenos alimentares ja detectados no leite materno
incluem a beta-lactoglobulina do leite de vaca, a ovalbumina e ovomucoide da clara
do ovo, os alérgenos Ara h 1 e Ara h 2 do amendoim e gliadina presente no gluten
(Axelsson et al.,1986; Bertino et al.,1996; Cant et al.,1985; Cavagni et al.,1988;
Chirdo et al.,1998; Fukushima et al.,1997; Hirose et al., 2001; Host et al.,1988,1990;
Jakobsson et al., 1985; Kilshaw et al.,1984; Kilshaw et al.,1984; Lovegrove et
al.,1996; Machtinger et al.,1986; Palmer et al., 2005; Sorva et al.,1994; Stuart et al.,
1984; Troncone et al.,1987; Vadas et al., 2001; Vance et al., 2005).

Para todos os alérgenos acima citados, a concentracdo detectada no leite
materno varia muito de mae para mae. Mesmo apos a ingestdo da mesma
guantidade de proteina apenas 50-70% das mulheres apresentam niveis detectaveis
no leite e o pico de concentragcdo pode aparecer apés algumas horas ou dias,
dependendo da mae.

b) Antigenos respiratérios

Ja foi demonstrado em modelo animal que antigenos inalados pela mée
também podem ser encontrados no leite em concentracfes similares as descritas
para os antigenos alimentares. A ovalbumina administrada via aerosol no periodo de
lactagéao foi encontrada no leite materno na forma livre em camundongos naives e
em imunecomplexos IgG ou IgA em camundongos sensibilizados ao mesmo
alérgeno. (Mosconi et al., 2010; Verhasselt et al., 2008).

Ainda que seja surpreendente quando considerado pela primeira vez, a
presenca de antigenos inalados pela mée no leite materno pode ser explicada uma
vez que a 95% deles ficam aprisionados no muco nasal e sdao encaminhados ao
trato digestivo através dos movimentos ciliares (Holt et al., 1981; Willoughby et al.,
1977). Os antigenos presentes na mucosa intestinal sdo entdo absorvidos e

encaminhados a circulagdo sanguinea (Denis, 2012). No caso dos antigenos
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inalados, uma pequena porcado pode ainda alcancar a circulagcdo pela absorcao
direta na barreira capilar alveolar do pulméo (Bensch et al.,1967; Braley et al.,1978).
No entanto, em humanos ainda ndo ha nada descrito sobre a presenca de

alérgenos ambientais no colostro e/ou leite materno.

c) Fatores que determinam a presenca de alérgenos no leite materno

A concentracdo de alérgenos alimentares no leite materno apresenta grande
variacéo inter-individual, e pouco ou nada se sabe sobre os fatores que determinam
sua concentragcdo. Estes fatores provavelmente incluem a composicdo da dieta
materna, a digestdo e transferéncia do antigeno pela barreira intestinal, o
“clearance” do antigeno na circulacdo sanguinea e a transferéncia do antigeno da
glandula mamaria para o leite (Macchiaverni et al., 2012).

Embora ainda exista alguma controvérsia, grande parte dos estudos indica
que a quantidade de proteina ingerida pela mée influencia, mas ndo determina a
presenca e/ou concentracdo do antigeno alimentar no leite materno (Axelsson et al.,
1986; Denis, 2012; Fukushima et al., 1997; Palmer et al., 2006, 2008; Vance et al.,
2005). O estado atépico da mae também parece néo estar associado com maior ou
menor concentragdo de antigeno no leite (Host et al.,1988; Vance et al.,2005).

Como ainda ndo ha relatos sobre a presenca e concentracdo de antigenos
respiratorios no colostro e leite materno, nada se sabe sobre sua relacdo com a

exposicao materna.

d) Evidéncias de que a presenca de alérgeno no leite materno pode prevenir a
alergia

Em alguns casos a alergia ao leite de vaca pode se manifestar em lactentes
durante o periodo de amamentacdo exclusiva, indicando que os alérgenos
transferidos via leite podem sensibilizar e desencadear alergia na crianca. Nestes
casos o tratamento recomendado tem sido restricdo na dieta materna (Host, 1999).
Embora este também seja o tratamento classico para prevengdo de alergia em
adultos, a exclusdo de alérgenos alimentares como forma priméaria de profilaxia

mostram resultados controversos, com alguns apontando indiferenca ou ainda
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aumento na sensibilizagdo (Corver et al., 2006; Terreehorst et al., 2003; Woodcock
et al., 2003).

De acordo com as informacgdes expostas anteriormente, sabemos que ndo ha
correlacdo direta entre a ingestdo materna de antigenos alimentares e sua
concentracdo no leite. Por isso a restricdo alimentar ndo assegura que a
concentracdo de antigeno no leite ser4 mais baixa e tdo pouco se esta ira contribuir
para protecdo ou exacerbacdo da alergia na crianca. Por outro lado, estudos em
modelo animal mostram claramente que a transferéncia de antigeno via leite
materno pode prevenir de maneira especifica a manifestacédo alérgica (Auerbach et
al.,1975; Komatsu et al.,1988; Korotkova et al., 2004; Mosconi et al., 2010; Strobel
et al., 1984; Telemo et al.,1987; Verhasselt et al., 2008).

Mas qual seria a vantagem para a crianca de entrar em contato com o
antigeno via leite materno, comparada a exposi¢ao direta ao antigeno logo no inicio
da vida? Enquanto que as proteinas endogenas do leite materno sdo encontradas
na faixa de mg/mL, os antigenos alimentares sao detectados em niveis muito mais
baixos, em torno de ng/mL. Ou seja, enquanto uma crianca amamentada por leite
formulado recebe exclusivamente grandes concentragfes (g/dia) de antigenos de
leite de vaca, a crianga amamentada recebe diariamente, do nascimento até o
desmame, pequenas quantidades (ng/dia) de diversos antigenos ingeridos pela
mae. Ja foi demonstrado que baixas concentracbes de alérgenos continuamente
apresentados via mucosa intestinal sdo de fato necessarios para inducdo da
tolerancia oral (Faria, Weiner, 2005). Assim, a amamentac¢ao pode funcionar como
fonte continua de alérgenos que sao transferidos juntamente com outros fatores
imunologicos necessarios para inducao de tolerancia oral na crianca.

A importancia da transferéncia de alérgenos ambientais via aleitamento
materno foi recentemente demonstrada em modelo animal: Camundongos
amamentados por maes expostas via aerosol ao alérgeno (OVA) durante o periodo
de lactacdo foram protegidos contra asma pela inducdo de tolerancia oral. A
presenca do antigeno juntamente com TGF-f3 no leite materno foi responsavel pela
protecéo observada. Ao investigarem se o mesmo efeito era verdadeiro em mées
sensibilizadas (caracterizada pela presenca de IgG alérgeno-especifica) verificaram
que a protecao era ainda mais forte e duradoura que a observada anteriormente
(Mosconi et al., 2010).



Introducéo 41

Ou seja, a tolerancia oral ocorre se no leite materno estiver presente o
alérgeno, acompanhado de cofatores que favorecam a inducéo de tolerancia: TGF-3
e/ou anticorpos maternos IgG alérgenos-especificos (Mosconi et al.,, 2010;

Verhasselt et al., 2008). A figura 4 exemplifica este mecanismo.

Figura 4- Tolerancia mediada pela transferéncia de antigenos  via leite materno .
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A sensibilizacdo materna ao alérgeno inalado ira determinar se o antigeno sera encontrado
no leite materno na forma livre ou em imunecomplexos com IgG ou IgA. Nas maes
sensibilizadas, o antigeno é encontrado na forma de imunecomplexos ligado a I9G e pode
ser transferido através da mucosa intestinal via receptor FCRN. Nas mées néo
sensibilizadas, o antigeno é encontrado na forma livre e também pode ser transferido, no
entanto de maneira menos eficiente. Apds sua transferéncia o antigeno sera provavelmente
capturado pelas células apresentadoras de antigeno do recém-nascido, que induzira a
geracdo de células T reguladoras. A presenca de TGF-beta é um cofator necessario para a
inducao de tolerancia quando o antigeno néo esta ligado a IgG materna. A presenca da IgA
€ importante para eliminar o antigeno na mucosa intestinal e impedir sua transferéncia ao
recém-nascido, mas em modelo animal ndo mostrou apresentar importante papel
regulatorio.

Fonte: Modificado de Verhasselt, 2010.

O TGF-beta é um fator de crescimento que promove a tolerancia mediada por
linfécitos T e ajuda a inibir a resposta inflamatéria e a manter a homeostase no
intestino (Penttila 2003, 2006). Em humanos, a concentracdo de TGF-B no leite

mostrou estar inversamente correlacionado com o risco de alergia na crianca e em
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modelo animal foi necessaria para inducéo de tolerancia oral (Kalliomaki et al., 1999;
Oddy et al.,, 2003). J&4 o efeito benéfico do anticorpo materno na indugcdo de
tolerancia oral esta relacionado ao melhor transporte do alérgeno através da mucosa
digestiva via receptor FCRN, uma vez que este pode apresentar-se complexado aos

anticorpos.

Figura 5- Possivel influéncia materna na inducédo de tolerancia no recém-

nascido.
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Antes de alcancar o leite, antigenos alimentares e ambientais serdo capturados pela
mucosa digestiva materna podendo contribuir para geracdo de peptideos tolerogénicos.
Dependendo da exposicdo materna e permeabilidade da glandula mamaria, grande parte
dos antigenos sera encontrada no leite. A sensibilizacdo materna ao antigeno ira determinar
se este sera encontrado na forma livre ou em imunecomplexos 1gG ou IgA. A presenca de
IgA ira eliminar o antigeno e impedir que este seja transferido a crianga, enquanto que o
antigeno ligado a IgG ira ser transferido de maneira eficiente através da barreira epitelial por
meio do FcRn. A maturacéo do epitélio intestinal sera acelerada pela presenca de fatores de
crescimento no leite materno, como TGF e EGF. A presenca de fatores imunomoduladores
no leite como o TGF-beta, ir4 favorecer a inducdo de tolerancia ao antigeno transferido.
Finalmente, probidticos presentes no leite materno como oligossacarideos, irdo estimular o
desenvolvimento da microbiota promovendo a indugéo de tolerancia imunoldgica.

Fonte: Modificado de Verhasselt, 2010.
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Em resumo, o leite materno pode proteger a crianga contra alergia por
transferir o alérgeno de forma continua, juntamente a outros componentes que
funcionam como co-fatores na inducao de tolerancia. Assim, o potencial tolerogénico
do leite materno depende do perfil de resposta imune da mée, da maneira pela qual
ocorreu a exposicao e processamento do antigeno, da permeabilidade da glandula
mamadria e por fim, da presenca e concentracdo de antigenos juntamente a fatores

qgue influenciam a inducéo de tolerancia (Verhasselt, 2010). (Figura 5)

1.4 Justificativa

Vimos que estudos em modelo animal mostram que a transferéncia de
antigenos e anticorpos maternos no periodo de gestacdo e amamentacdo tem o
potencial de proteger a prole contra manifestacdo alérgica. No entanto, estudos em
humanos ainda sdo escassos e 0s resultados controversos. Acreditamos que 0s
dados obtidos em modelo animal nos fornece uma forte base cientifica para
investigarmos em humanos a presenca de antigenos ambientais e seus anticorpos
no corddo umbilical e leite materno. Até o momento, a presenca dos alérgenos Der p
1 e Blo t 5 assim como seus anticorpos especificos no colostro ndo foi descrita e tdo
pouco levada em consideragcdo como possivel fator profilatico para alergia na
crianca. O trabalho que sera exposto representa o primeiro passo para que os dados
obtidos em modelo animal possam ser transferidos aos humanos. Estudos clinicos
posteriores serdo necessarios para verificar em quais condi¢des esta transferéncia

pode conferir protecdo ou favorecer a sensibilizacdo na crianga
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Objetivo geral

Verificar em humanos a transferéncia passiva de alérgenos ambientais e seus

anticorpos especificos via passagem transplacentaria e aleitamento materno.

Obijetivos especificos

e Quantificar os alérgenos ambientais (Der p 1 e Blot 5) em amostras de
colostro e sangue de cordao umbilical;

» guantificar a IgA e 1gG alérgeno-especifica no colostro;

» guantificar a IgG alérgeno-especifica e suas subclasses no corddao umbilical e
na mae,

e comparar e relacionar as concentracdes encontradas com o estado atopico

materno.



3 CASUISTICA E METODOS
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1 Selec¢do da casuistica

A populacdo avaliada foi constituida de 91 puérperas e seus respectivos
recém-nascidos, atendidos na Maternidade de Campinas no periodo de fevereiro a
julho de 2006 e de janeiro a maio de 2009.

Estabelecemos como critérios de inclusdo a idade gestacional (de 37
semanas completas a 39 e 6/7 semanas), auséncia de doencas sistémicas (como
diabetes e hipertensao), infeccdes e imunodeficiéncia, uso de transfusdo sanguinea,
anti-histaminicos, corticoides ou outra droga relacionada a doencas sistémicas
durante a gestacdo. Também foram excluidas as maes de recém-nascidos pré-termo
ou com baixo peso para a idade gestacional. Nao houve restricbes ao grupo étnico,
idade, escolaridade, paridade, histéria de aleitamento anterior, ou tipo de parto.
Obtivermos estes dados na ficha de internacao.

Para verificar a influéncia da sensibilizacdo materna nos niveis de antigenos e
anticorpos selecionamos algumas amostras e as dividimos em dois grupos de
acordo com estado atopico materno: (1) grupo de maes atopicas, definido por niveis
de anticorpos IgE especificos >3,5KU/L associado a sintomas clinicos de alergia e
(2) grupo de mées saudaveis nao atdpicas, definido por niveis de anticorpos IgE
especificos <0,35KU/L e auséncia de sintomas clinicos de alergia. Os dados das
maes que ndo se enquadraram nestas caracteristicas foram utilizados nas analises
que néo tinham como objetivo avaliar a influéncia do estado atopico materno.

O diagnéstico de alergia respiratéria foi estabelecido ap0s caracterizagcdo de
uma historia clinica compativel e exames laboratoriais. Obtivemos o historico clinico
por meio de questionario simples aplicado as puérperas para levantamento dos
antecedentes de doenca alérgica pessoais. Os exames laboratoriais incluiram a
quantificacdo de niveis séricos de IgE especifica anti-Der p e anti-Blo t. Niveis
séricos acima de 3.5KU/L (classe = 3) sdo considerados positivos e abaixo de

0.3KUJ/L (classe 0) negativos.
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3.2 Obtencédo das amostras

a) Coleta:

Apébs assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido coletamos de
cada mae voluntaria uma amostra de sangue venoso, uma amostra de colostro e
uma amostra de sangue do corddo umbilical. No caso de menores de 21 anos de
idade, o responsavel legal pela voluntaria autorizou a inclusdo no estudo, assinando

temo de consentimento.

- Sangue de corddo umbilical: A pesquisadora ou o0 obstetra responsavel
coletaram aproximadamente 50 mL de sangue em tubo seco, logo apos sua ligadura
ou apoés dequitacdo da placenta. O sangue foi coletado, com auxilio de agulha e
seringa descartaveis para evitar a contaminacdo com sangue materno. Além disso,

antes da coleta o local da pulséo foi limpo e esterilizados.

- Colostro: 48 horas apés o parto aproximadamente 10mL de colostro foram
coletados manualmente em tubo seco e sempre no seio oposto da ultima mamada
por enfermeira qualificada e previamente treinada. A amostra permaneceu

armazenada a 4 C até seu transporte ao laboratorio .

- Sangue periférico: 48 horas ap6s o parto (mesmo dia da coleta do colstro)
coletamos aproximadamente 30 mL de sangue materno em tubo seco por meio de
puncdo venosa periférica realizada por enfermeira qualificada tomando-se as

devidas precaucfes de assepsia

b) Processamento do sangue periférico e do cordao u mbilical e do colostro:

No mesmo dia da coleta, as amostras de sangue periférico e de cordao
umbilical permaneceram durante duas horas a temperatura ambiente para a
coagulacdo e foram centrifugadas por 15 minutos a 160xG. Os soros obtidos
permaneceram estocados a - 80 °C até sua utilizaca o.

O colostro foi centrifugado por 30 minutos a 160xG sob refrigeracdo a 4 <.

Essa centrifugacdo permite a separacdo do colostro em trés fases nitidas: o “botao”
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celular, uma porcdo fluida intermedidaria e uma camada superior de gordura.
Desprezamos a camada superior de gordura e o “botdo” celular. O sobrenadante

(porcéo fluida) foi aliguotado e estocado a - 80 T.

3.3 Quantificacéo de IgE sérica especifica

A sensibilizagdo materna ao Der p e Blo t foi determinada baseada nos niveis
de IgE especifica quantificados pelo equipamento CapSystem® (Thermo Fisher
Scientific, Uppsala, Suécia) popularmente conhecido como “RAST”. As dosagens
foram realizadas no laboratério de analises clinicas Confiance-Medicina diagndstica
(Campinas-SP) segundo manual do fabricante (Instrucdes de utilizagdo ImmunoCap
Specific Igg Conjugate 100 and 400 — Fluoroenzymeimmunoassay. 52-5237-
99/05:99-112; Johansson, 1988).

Tabela 3 - Classificacdo das concentracdes de IgE e specifica segundo
CapSystem ©

Classes Faixa (KU/I) Resultado Interpretacao

0 <0,35 Indetectavel Negativo

1 0,35-0,70 Fraco Correlacao

2 0,70-3,50 Moderado Duvidosa

3 3,50-17,50 Forte Positivo Conclusivo
4 17,50 — 50,00 Muito forte Positivo Conclusivo
5 50,00 - 100,00 Muito forte Positivo Conclusivo
6 > 100,00 Muito forte Positivo Conclusivo

Neste sistema, o extrato do alérgeno € acoplado covalentemente ao
ImmunoCAP e reage com a IgE especifica da amostra de soro. Apos lavagem da
IgE ndo especifica, adiciona-se anticorpo-anti-lgE marcado enzimaticamente para
formacdo dos complexos. Apds incubacao o anticorpo-anti-IgE néo ligado é lavado,
procedendo-se a incubacdo do complexo ligado ao substrato. Apos parar a reacao,
mede-se a presenca de IgE especifica na amostra.

Para avaliar os resultados, a fluorescéncia é convertida em concentracdes
pelo Software do equipamento, utilizando uma curva de calibracdo. O equipamento
realiza todas as etapas do ensaio e tem amplitude de 0,35 — 100kU/l, onde
resultados abaixo de 0,35kU/lI representam auséncia ou niveis indetectaveis de

anticorpos alérgeno-especificos.
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Conforme exemplificado na tabela 3, os resultados em kU/L séo classificados
guanto a reatividade em classes de 0 a 6 e considerado positivo quando = 3.

3.4 Quantificacdo de IgE sérica total

Os niveis séricos de IgE total materna foram avaliados pelo sistema ADVIA
Centaur® (Siemens, Erlangen, Germany) Este teste consiste em um imunoensaio
tipo sanduiche de duas etapas utilizando tecnologia quimiolumiométrica direta, que
usa quantidades constantes de dois anticorpos contra IgE. O primeiro anticorpo, no
reagente Lite, € um anti-IgE humano caprino marcado com éster de acridina e o
segundo, na fase sélida, € um anticorpo anti-IgE humano de rato covalentemente
ligado a particulas paramagnéticas. A IgE total no soro € expressa em Ul/mL sendo
a concentracdo minima detectavel de 1,5 Ul/mL e a maxima de 3.000 Ul/mL.

As dosagens foram realizadas no laboratorio de andlises clinicas Confiance-
Medicina diagndstica (Campinas-SP) e seguiram o Manual do Teste ADVIA Centaur
(124666 ver. E, 2003-04: pg 1-10; National Committee for clinical laboratory

standards, 1999).

3.5 Quantificacdo de 1gG sérica total

Os niveis séricos de IgG total materna e do corddo umbilical foram avaliados
por nefelometria, utilizando nefelébmetro Behring com padrdes e controles
apropriados (BN 100 Prospec Berhinger, EUA). As dosagens de imunoglobulinas
foram realizadas no laboratério de analises clinicas Confiance-Medicina diagndstica
(Campinas-SP) e seguiram o protocolo de ensaio para nefeldmetro (Behringer,
EUA). As amostras de soro foram diluidas conforme instrugbes do fabricante e os

resultados expressos em mg/mL. (Dati et al., 1996).



Casuistica e métodos 51

3.6 Quantificacao de IgA total no colostro

A IgA total de colostro foi determinada por meio de ensaio imunoenzimatico -
ELISA. (método modificado de Nagao et al., 2001).

Adsorvemos microplacas Costar de 96 pocos (Corning, NY 3590) com 5ug/mL
de anti-lgA humana (1-0884, Sigma) em PBS pH7,4 e incubamos overnight em
camara umida a 4 C. Lavamos 4 vezes com solucdo PBS — Tween 20 0,1% e
adicionamos as amostras (1:100.000), a curva padrao (3,9 a 250 ng/ml de IgA de
colostro 1-2636, Sigma) e dois controles com concentracdes ja conhecidas (“pool de
colostro”). Apdés novas lavagens, adicionamos a anti-lgA humana marcada com
peroxidase (a-chain specific, Sigma A0295) na diluicdo de 1:20.000 e incubamaos por
1 h 30 min a 37 C. Diluimos as amostras e anticorpos em tampao PBS NaCL
0,35M-Tween 0,2%. Utilizamos como substrato 10 mg de ortofenilenodiamina (OPD)
dissolvida em 25 mL de tampao citrato-fosfato pH 5.0 e 10 yuL de agua oxigenada
(H20,). Mantivemos as placas no escuro a temperatura ambiente por 30 min e
adicionamos 50 pL de solucdo “stop” (H.SO4 2,5N). A leitura da placa foi feita em
leitor de ELISA em comprimento de onda de 492 nm.

Para o célculo dos valores de IgA total utilizamos os resultados da leitura em
densidade O6ptica da amostra referéncia e o programa GraphPad Prism para a

construcéo da curva.

3.7 Quantificagcdo de anticorpos especificos aos aca ros Dermatophagoides
pteronyssinus e Blomia tropicalis

Em todos os ensaios utilizamos como “coating” o extrato total do acaro
Dermatophagoides pteronyssinus ou Blomia tropicalis, adquiridos na forma liofilizada
(Greer Laboratories, Lenoir NC). Ressuspendemos os extratos em agua bidestilada
e purificada em sistema de filtragem mili-Q e quantificamos a concentracdo de
proteina total através do “BCA Protein Assay Reagent Kit” (Pierce, 23227). A
concentracdo detectada foi de 9,4 mg/mL e 11,22 mg/mL, respectivamente. Os
mantivemos aliquotados e estocados a -80 TC.

Como néo existe comercialmente um soro ou sobrenadante de colostro com
concentragdo conhecida de anticorpos especificos ao Der p ou Blo t, houve a

necessidade de se utilizar um pool como amostra referéncia para construgdo da
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curva padrao. Um pool de soro e outro de colostro foi elaborado com amostras
coletadas de 24 méaes que apresentaram histérico de alergia respiratoria relacionada
a poeira domiciliar e IgE especifica classe = 4. Assim, o resultado foi expresso em
unidades arbitrarias (UA/mL), através da comparacdo dos valores de densidade
Optica (OD) do pool, ao qual se atribuiu o valor arbitrario de 1.000 unidades por
mililitro (1.000 UA/ml). De maneira semelhante, outros dois pools serviram como
controles dos ensaios: pool amostras com IgE especifica classe = 3 (n=6) e pool
amostras com IgE especifica classe = 0 (n=5).

Em todos os ensaios dois pog¢os “brancos” foram empregados para avaliar a
ligacdo inespecifica entre o anticorpo conjugado e as proteinas do extrato. O valor
da densidade o6ptica dos pocos “brancos” de cada placa foi sempre subtraido da

densidade optica das amostras, referéncias e controles.

Detalhamento da técnica

Adsorvemos microplacas (Costar, Cambridge, MA, USA) overnight a 4 °C com
5 pg/mL de extrato total de Der p ou Blot diluidos em PBS pH7,4. As placas foram
entdo saturadas com solucdo Molico® (leite de vaca em pé desnatado) 5% em PBS —
Tween 20 0,1% por uma hora, em camara umida, a 37 °C.

As amostras e anticorpos secundarios foram adicionados conforme descrito
na tabela 4. Testamos todas as amostras em duplicatas e em quatro diluicbes
seriadas de 1:2. Além disso, amostras pareadas de soro materno e do cordéo
umbilical foram analisadas na mesma placa. O tempo de incubacédo para as
amostras foi de 2 h, para o anticorpo secundario de 1 h e 30 min e para enzima
(quando necessaria) delh, sempre em camara umida a 37 C. ApoOs cada etapa,
lavamos as placas quatro vezes com PBS-Tween 0,1% (lavadora de placas Denley,
EUA).

Revelamos os anticorpos com solucdo tampéao citrato fosfato 0,1M pH=5,0
contendo substrato ortofenilenodiamina (OPD, Sigma, EUA) 0,4mg/mL e peroxido de
hidrogénio (Merck, Alemanha) a 0,01% de concentracdo final. As placas
permaneceram incubadas a temperatura ambiente durante 30 minutos protegidas da
luz e a reacao foi interrompida adicionando-se 50uL de acido sulfarico 2,5N.

A leitura colorimétrica foi realizada em leitor de placas de ELISA (Molecular
DevicesSpectra Max Plus 384) no comprimento de ondas de 492nm. Para graficos e

calculos utilizamos o programa GraphPad Prism.
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Tabela 4- Diluicdes utilizadas no ELISA para quanti ficacdo de anticorpos
especificos aos acaros Derp eBlot.

: » 1 Diluicao Diluicao anticorpo Diluicao
RGPS CRENNg amostra * secundario ] enzima*’
Amostras pareadas de soro materno e d e corddo umbilical

4G Der p 1:200 1:4002a -

Blot 1:1000 1:400°® -

1461 Der p 1:5 1:50022 1:500;la

Blo t 1:2 1:500 1:500%
14G2 Der p 1:2 1:100* 1:1000*
Blo t 1:2 1:500% 1:5004°
19G3 Der p 1:4 1:10022 1:2002a
Blo t 1:4 1:100 1:200*

0G4 Der p 1:2 1:100°¢ 1:500*

g Blo t 1:2 1:200% 1:200%
Soro de corddo umbilical

IgM Der p 1:4 1:5002: 1:500;‘a

Blo t 1:4 1:500 1:500™
Colostro
oG Der p 1:2 1:500% 1:500%
g Blo t 1:2 1:200% 1:200%
gA Der p 1:100 1:600033"h -
Blo t 1:50 1:6000* -

(1) Coating: As placas foram adsorvidas com 5ug/mL de extrato total de Der p ou extrato
total de Blo t (ambos da Greer Laboratories; Lenoir, NC). (2) Diluicdo inicial da amostra. (3a)
Anti-lgG  humana marcada com peroxidase (A-8419,Sigma); (3b) anti-lgG1 humana
biotinilada (555869, BD Pharmingen); (3c) anti-lgG2 humana biotinilada (555874, BD
Pharmingen); (3d) anti-lgG3 humana biotinilada (B-3523, Sigma) (3e) anti-lgG4 humana
biotinilada (555882, BD Pharmingen); (3f) anti-lgM humana biotinilada (Sigma B1265); (39)
anti-lgG humana biotinilada (555785, BD Pharmingen); (3h) anti-IlgA humana marcada com
peroxidase (A0295 - Sigma, St. Louis, MO). (4a) Estreptavidina-HRP (554066, BD
Pharmingen); (4b) alcalina fosfatase (A-7294, Sigma).

Para a quantificacdo de IgG4 sérica anti-Blomia, realizamos um método de
ELISA amplificado utilizando um kit de amplificacdo (ELISA amplification System -
Invitrogen 19.589-019). Resumidamente, adsorvemos as placas com 5ug/mL do
extrato total de Blo t em TBS pH 7,4 e blogueamos com Molico® 5% TBS-Tween. As
amostras e anticorpos secundarios foram diluidos conforme descrito na tabela 4 no
mesmo tampéo de blogueio. Apds a incubacdo com a alcalina fosfatase, lavamos a
placa com TBS sem Tween. Reconstituimos o controle positivo, o substrato e
amplificador do Kit conforme o manual de instrugdo. Adicionamos primeiramente 25
uL do controle positivo em 7 diluicdes seriadas (250ng/mL a 3,9ng/mL) na ultima

fileira da placa (que ja estava “reservada” e ndo recebeu nenhum reagente das
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etapas anteriores). Em seguida adicionamos em todos os pog¢os 50uL do substrato.
Apds 15 minutos adicionamos 50 uL do amplificador e incubamos por mais 15
minutos, ambos em temperatura ambiente. A reacao foi interrompida adicionando-
se 50 pL de éacido sulfarico 0,3M e a leitura colorimétrica realizada em leitor de
placas de ELISA (Molecular Devices Spectra Max Plus 384) no comprimento de
ondas de 495 nm. Os graficos e calculos foram realizados com o software do

aparelho.
3.8 Quantificacdo dos antigenos Derp 1eBlot 5

Quantificamos a presenca dos alérgenos Der p 1 e Blo t 5 em amostras de
colostro e corddo umbilical por ELISA utilizando os kits comerciais Der p 1 ELISA kit
(5H8/4C1) EL-DP1” e “Blo t 5 ELISA kit (4G9/4D9)EL-BT5”, ambos da Indoor

biotechnologies, com algumas modificagcdes.

Tabela 5- Dilui¢cdes utilizadas no ELISA para quanti  ficagdo dos alérgenos Der p

leBlots.
Alérgeno “Coating” * Diluicao , Diluigao antigorgo DiIu.i<;<'§104
amostra secundario enzima

Soro de corddo umbilical

Derpl anti-Derpl™® 1:1el:2 1:1000 2 1:1000

Blot5 anti-Blo t 5™ 1:1e1:2 1 :3000 P 1:1000
Colostro

Derpl anti-Derp1® 1:1e1:2 1:1000 % 1:1000

Blot5 anti-Blo t 5™ 1:1e1:2 1:3000 *° 1:1000

(1) Coating: As placas foram adsorvidas com (a) 2ug/mL de mAb 5H8 anti-Der p 1 ou (b)
50pug de mAb 4G9 anti-Blo t 5; (2) Diluicdo inicial da amostra; (3) Diluicdo do anticorpo
secundario: (a) mAb 4C1 anti-Der p 1 biotinilado (b) mAb 4D9 anti-Blo t 5 biotinilado. (4)
Diluicdo da enzima: Estreptavidina-HRP (554066, BD Pharmingen).

Resumidamente, placas de 96 pocos Maxi-Sorp (Nunc Maxi Sorp 442404)
foram adsorvidas com o anticorpo monoclonal anti-Der p 1 ou anti-Blo t 5 diluido em
tampdao carbonato bicarbonato pH 9.6 e incubado overnight a 4 . Os pocos foram
bloqueados com 150 pL de BSA 1% PBS-Tween por 1 h em temperatura ambiente.
Para deteccdo de Der p 1, as amostras e a curva padrdo permaneceram overnight a
4 <. Ja no ensaio de deteccdo de Blo t 5 o tempo de incubacdo foi de 2 h.

Adicionamos a curva padrdo em sete diluicbes seriadas de 1:2 na concentracao
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inicial de 1 ng/mL de Der p 1 ou 8ng/mL de Blo t 5. Em seguida, incubamos a placa
com o anticorpo monoclonal biotinilado por 2 h seguido pela estreptavidina-HRP por
30 min, ambos em temperatura ambiente. As diluicbes das amostras e anticorpos
estdo descritas na Tabela 5. Utilizamos TMB (50-65-00 - KPL) como substrato e os

resultados foram expressos em pg/mL.

3.9 Quantificacdo de TGF-beta no colostro

Os niveis de TGF-beta foram determinados em amostras de colostro por
ELISA, utilizando o kit comercial TGF 1 Emax® ImmunoAssay System (PROMEGA G
7591) de acordo com instrucdes do fabricante . Resumidamente: Placas Costar de
96 pocos (Corning, NY 3590) foram adsorvidas com mAb anti-TGF-B Coat diluido
1:.1000 em tampéo carbonato-bicarbonato, overnight a 4 €. No dia seguinte,
bloqueamos com tampadp TGF®Block 1X, por 35 minutos a 37 T. Adicionamos as
amostras diluidas 1:2 juntamente com a curva padrdo diluida 1:1000 e incubamos
por 1 h e 30 min. em temperatura ambiente. Adicionamos 0 anticorpo secundario
Anti- TGF®1 pAb diluido 1:1000 seguido pelo TGF® HRP Conjugate diluido 1:100.
Ambos permaneceram incubados por 2 horas em temperatura ambiente. Como
substrato, utilizamos TMB e ap0s 15 minutos a reac¢do foi interrompida com adicdo
de acido cloridrico 1 N. A leitura colorimétrica foi realizada em leitor de placas de
ELISA (Molecular Device Spectra Max Plus 384) no comprimento de ondas de 450

nm.

3.10 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realisadas com o software GraphPad Prism
versdo 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego California USA). Os
pontos representam dados individuais e as linhas horizontais a mediana de cada
grupo. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para determinar diferenca estatistica
quando as amostras ndo apresentavam distribuicdo gaussiana, ou seja, nao
passaram no teste de normalidade D'Agostino-Pearson. Em amostras pareadas foi
utilizado o teste Wilcoxon. O teste Kruskall-Wallis foi utilizado para comparar mais de
dois grupos, seguido pelo teste Mann-Whitney para determinar em qual grupo

encontrava-se a diferenca. A relacdo entre niveis de anticorpos e/ou antigenos foi
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determinado utilizando teste de Spearman. Neste teste a correlagdo é considerada
significante (ndao nula) quando p<0,05 e pode ser negativa (inversamente
proporcional) ou positiva (diretamente proporcional). O valor do coeficiente de
correlacdo (r) pode ser baixo caso a relagao nao seja linear.

Em todos os testes os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos e graficamente representados como: (*)p<0,05; (**)p<0,01;
(***)p<0,001; (****)p<0,0001.

3.11 Taxa de passagem transplacentaria

Calculamos para cada amostra pareada de soro materno e do recém-nascido
a taxa de passagem transplacentaria. Ela esta representada em porcentagem e
corresponde a fracdo entre a concentracdo de anticorpos do soro de cordéo

umbilical a do soro materno. Ou seja:

Anticorpos recém-nascido (ex. 500mg/dL) Taxa de passagem transplacentaria

(ex. 0,5*100 = 50%)

Anticorpos maternos (ex. 1000mg/dL)



4 RESULTADOS




Resultados 58

4.1 Caracteristicas da populacéo estudada

A populacdo estudada foi composta por 91 maes distribuidas entre todas as
classes sociais e que receberam tratamento hospitalar particular, via convénio
médico ou publico através do SUS (Sistema Unico de Salde). Todas habitavam
moradia de alvenaria com condi¢des basicas de saneamento (agua, luz e esgoto),
em areas urbanas da regido metropolitana de Campinas. A idade média foi de 26,5
anos, sendo a mais nova com 15 e a mais velha com 40 anos.

Detectamos sensibilizacao alérgica aos acaros Der p e Blot em 30,4 e 15,6%
das mées selecionadas, respectivamente. 9,7% responderam positivamente para
ambos os acaros (ANEXO A).

Como ja foi explicado na metodologia, para verificar a influéncia da
sensibilizacdo materna nos niveis de antigenos e anticorpos a populacdo foi
selecionada e dividida em grupos: (1) grupo de maes atopicas e (2) grupo de maes
nao atépicas. Assim, analisamos separadamente as maes sensibilizadas ao Der p
(denominado “grupo Der p”) e as maes sensibilizadas ao Blo t (denominado “grupo
Blo t”). As caracteristicas dos grupos encontram-se resumidas na tabela 6.

Constatamos niveis de IgE total extremamente variaveis entre as amostras,
com minimo de 1,5 Ul/mL e maximo de 3910 Ul/mL (Tabela 6). Como esperado, a
concentracdo serica materna de IgE total foi significativamente maior em maes
atopicas quando comparadas as ndo atépicas, tanto para o grupo Der p como para o
grupo Blo t.

A concentracdo de IgE total apresentou correlacdo com os niveis de IgE
especifica em ambos os grupos (Spearman r= 0,6; p< 0,001).

Outros parametros como idade da mée, peso e comprimento do recém-
nascido e porcentagem entre meninas € meninos nascidos foram similares entre

maes atdpicas e ndo atdpicas, em ambos os grupos (Tabela 6).



Tabela 6- Caracteristicas da populagéo estudada
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Mae
Grupo Der p Grupo Blo t
. N3o . N3do
Atopicas Atdpicas Atopicas atdpicas
n=28 n=13
( : (n=48) ( ) (n=42)
IgE especifica 18,45 <0,35 576 <0,35
(KU/L) (3,4 - 100) (<0,35 - <0,35) (3,78 - 34,3) (<0,35 - <0,35)
IgE total 2632 16,45 264,00 16,2
(U1/ml) (17,3 - 3910) (1,5 - 1543) (17,3-1487) (1,5 -1543)
Idade 26,5 26,5 21 27,5
(anos) (16 - 40) (15 -37) (16 - 37) (15-37)
1 55% 35% 62% 35%
o 2 31% 38% 31% 39%
Gestagdo (numero)
3 14% 17% 7% 19%
24 0% 10% 0% 7%
Particular 10% 4% 0% 5%
Tipo de internagao Convénio 73% 66% 71% 66%
sus 5% 30% 29% 29%
Recém-nascido
Peso 3,2 3,3 3,2 3,4
(Kg) (2,3-4,2) (2,4-4,5) (3,0- 4,0 (2,4-4,5)
48.6 49.1 49 49
Comprimento (cm)
(45 - 53) (44.5 - 52.8) (46,2 - 51) (44,5 - 52,8)
Masculino 52% 42% 54% 41%
Sexo
Feminino 48% 58% 46% 59%

Os valores representam a mediana e entre parénteses o minimo e 0 maximo de cada grupo.
Os resultados obtidos em maes atépicas e ndo atépicas foram comparados dentro do
mesmo grupo e as diferencas estatisticas calculadas por teste Mann-Whitney.(****)p<0,0001
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4.2 Passagem transplacentaria de anticorpos alérgen  os-especificos

a) lgG especifica ao Der p no corddao umbilical e soro materno

Verificamos que independente da sensibilizacdo materna a IgG anti-Der p
estava presente no corddo umbilical de todos os recém nascidos, mas em
concentracdes bastante variaveis (tabela 7).

A concentracdo de IgG anti-Der p foi significativamente maior no cordao
umbilical de recém-nascidos de mées atOpicas quando comparados a recém-
nascidos de maes nao atopicas (Figura 6a e tabela 7). Assim como seus filhos,
maes atdpicas apresentaram concentracdes de IgG anti-Der p mais elevadas que
maes nao atopicas (Figura 6a e tabela 7).

Observamos que existe forte correlacdo entre os niveis de IgG anti-Der p no
corddo umbilical e no soro materno, tanto para o grupo de mées atdpicas, como para

0 grupo de mées nao atodpicas (Figura 6b).

Tabela 7- Concentracéo de IgG total e anti- Der p no soro materno e de cordéo

umbilical
Mae Cordao Taxa passagem
umbilical transplacentaria (%)

Atépica (n=29)
IgG Total 884 1092 1245
(mg/L) (569 -1540) (735 - 1730) (67 - 215)
IgG anti-Der p 1266 1121 99
(UA/mL) (130 - 3321) (84 - 3704) (53 -182)
N&o-atépica (n=48)
IgG Total 808 991,5 1215
(mg/mL) (384 -1150) (665 - 1450) (64 - 378)
IgG anti-Der p 645,5 586 92
(UA/mL) (69 - 3585) (67 - 3296) (63 - 187)

A taxa de passagem transplacentaria foi calculada para cada amostra pareada de soro
materno e de corddo umbilical e estad representada como mediana. Os valores entre
parénteses representam o minimo e o maximo de cada grupo.
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Figura 6- Concentracdo de IgG anti- Der p no soro materno e no cordao

umbilical
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A concentracdo de IgG anti-Der p foi determinada em amostras pareadas de soro materno e
de corddo umbilical e os dados comparados de acordo com o estado atépico materno por
teste de Mann-Whitney (a). A concentragéao de IgG anti-Der p obtida no corddo umbilical foi
correlacionada com a concentragéo sérica de suas respectivas maes por teste de Spearman
(b). Taxa de passagem transplacentaria em baixa, intermediéria e alta concentracéo de IgG
anti-Der p materna (d). (*)p<0,05; (**)p<0,01

Calculamos para cada par de amostras de soro materno e do recém-nascido
a taxa de passagem transplacentaria, ou seja, a fracdo entre a concentracdo de
anticorpos do soro de corddo umbilical e do soro materno.

Como podemos observar na tabela 7, verificamos que a mediana da taxa de
transferéncia da IgG anti-Der p foi de 99% para o grupo de méaes atépicas e 92%
para 0 grupo de méaes nao atopicas. Ou seja, 0s recém-nascidos apresentaram
niveis de IgG anti-Der p bastante semelhantes aos de suas respectivas maes e a
taxa de passagem transplacentaria de IgG anti-Der p nao foi afetada pelos niveis de

anticorpos maternos (Figura 6c).
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b) 1gG especifica ao Blot no corddo umbilical e soro materno

Assim como para o acaro Der p, anticorpos IgG especificos ao Blo t foram
detectados em 100% das amostras de corddo umbilical analisadas e apresentaram
niveis mais elevados em recém nascidos de maes atopicas. (figura 7a, tabela 8).
Méaes atopicas também apresentaram concentracdes de IgG anti-Blo t mais elevadas

gue méaes nao atopicas (Figura 7a e tabela 8).

Figura 7- Concentracdo de IgG anti- Blo t no soro materno e no cordao

umbilical
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A concentracdo de IgG anti-Blo t foi determinada em amostras pareadas de soro materno e
de corddo umbilical e os dados comparados de acordo com o estado atopico materno por
teste de Mann-Whitney (a). A concentracéo de IgG anti-Blo t obtida no corddo umbilical foi
correlacionada com a concentragdo sérica de suas respectivas maes por teste de Spearman
(b). Taxa de passagem transplacentéria em baixa, intermediaria e alta concentracéo de 1gG
anti-Der p materna (c). (*)p<0,05; (**)p<0,01



Resultados 63

Em ambos os grupos, observamos forte correlacdo entre os niveis de 1gG
anti-Blo t no corddo umbilical e no soro materno (Figura 7b). A taxa de passagem
transplacentaria foi de 100%, com tendéncia a cair a medida que 0s niveis de

anticorpos maternos aumentam (figura 7c e tabela 8).

Tabela 8- Concentracdo de IgG total e anti- Blo t no soro materno e de cordao

umbilical
Mae Cordéao Taxa passagem
umbilical transplacentéaria (%)
Atopica
IgG Total 884 1065 118
(mg/L) (569-1540) (735-1540) (67-154)
IgG anti-Blo t 3490 3323 100
(UA/mL) (410-50234) (26,5-50234) (57-205)
N&o-atbpica
IgG Total 815 986 137
(mg/L) (489-1150) (665-1390) (64-188)
IgG anti- Blo t 665 1050 100
(UA/mL) (60-15180) (47-19712) (57-205)

A taxa de passagem transplacentaria foi calculada para cada amostra pareada de soro
materno e de corddo umbilical e estad representada como mediana. Os valores entre
parénteses representam o minimo e o maximo de cada grupo.

c) 1gGl, 1gG2, 1gG3 e 1gG4 especifica ao Der p no corddo umbilical e soro

materno

No presente estudo, verificamos passagem transplacentaria das subclasses
IgG1, 1gG2 e 1gG3 anti-Der p em 100% das amostras analisadas, independente da
sensibilizacdo materna ao mesmo acaro. Em relacédo a 1gG4 anti-Der p, apenas trés
recém-nascidos apresentaram niveis indetectaveis no codao umbilical. Destes, um
pertencia ao grupo de méaes atopicas, cuja concentracado serica foi 0,5UA/mL, e os
outros dois ao grupo de maes nao atopicas, com niveis séricos tambéem

indetectaveis.
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A concentragcdo de IgG2 e IgG4 especificas ao Der p, foi significativamente

mais elevada nos recém-nascidos de mées atOpicas quando comparados aos de

maes nao atopicas (figuras 8b e 8d), enquanto que os niveis de IgG1 e IgG3 anti-

Der p foram similares entre os grupos (figuras 8a e 8c).

Assim como observado nos recém-nascidos, os niveis maternos de IgG2 e IgG4

anti-Der p foram mais elevados no soro de maes atépicas quando comparados aos

de méaes nao atdpicas, enquanto que os niveis de IgG1 e IgG3 foram similares entre

os grupos (figuras 8a-d).

Figura 8- Concentracdo de IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4 a nti-Der p no grupo de

maes atdpicas e ndo atbépicas
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A concentragdo das subclasses de IgG anti-Der p foi determinada em amostras pareadas de
soro materno e de corddo umbilical e os dados comparados de acordo com o estado atépico
materno por teste de Mann-Whitney (a-d). (*)p<0,05; (****)p<0,0001

Em nosso estudo a subclasse transferida com maior eficiéncia foi a 1gG1,

tanto para as maes atopicas como nao-atopicas. A concentracdo de IgG1 anti-Der p

no corddo umbilical superou a do soro materno em ambos os grupos, chegando a

ser mais que o triplo em alguns recém-nascidos (tabela 9; ANEXO B). No entanto, a
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taxa de passagem transplacentaria foi similar entre as outras subclasses, néo

havendo diferenca estatisticamente significativa (tabela 9). Em ambos os grupos as

subclasses de IgG anti-Der p do recém-nascido apresentaram forte correlacdo com a

concentracdo de suas respectivas maes (figuras 9a-d).

Figura 9- Concentracdo de IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4 a nti- Der p no soro materno
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As subclasses de IgG especificas ao Der p quantificadas no corddo umbilical foram
correlacionadas com as concentragfes séricas de suas respectivas maes por teste de
Spearman. (*)p<0,05; (**)p<0,01; (***)p<0,001; (****)p<0,0001.

Pudemos ainda observar que a taxa de passagem transplacentaria das

subclasses 1gG1 e I1gG2 apresentaram correlagdo inversa com 0s hiveis de

anticorpos maternos (Spearman r= -0,4 p<0,001; r=-0,2, p=0,006 para IgG1 e IgG2

respectivamente). Ou seja, a fracdo entre os niveis de anticorpos do recém-nascido

e sua respectiva mée diminui a medida que a concentracédo de anticorpos maternos

aumenta (figuras 10a e 10b). Observamos a mesma tendéncia para a IgG4 anti-Der

p mas nao para IgG3 anti-Der p (figuras 10c e 10d).
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Figura 10- Taxa de passagem transplacentaria parac ada subclasse
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A taxa de passagem transplacentaria de 1gG1, 19G2, 1gG3 e IgG4 especifica ao Der p foi
comparada entre amostras de soro materno com baixa, intermediaria e alta concentracdo
das subclasses de IgG anti-Der p por teste Mann-Whitney (a-d)
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Tabela 9- Concentracdo de IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 a nti- Der p no soro materno
e no cordao umbilical

Taxa passagem

Mae Cordéao umbilical transplacentaria (%)
Atopica (n=29)
lgG1anti-Der p 133,5 213,1 178 By
(10,9 - 1205) (36,2-1902) (78-463) % |«
lgG2anti-Der p 96 65,8 90 }* x .,
(4,8- 1344) (1,5- 1162) (31-189) ;ai
gG3 anti-Der p 298 405,5 89
(63,7-3133) (22,4-2780) (27-139)
lgG4anti-Der p 44 6 29 4 89 =
(0,5- 5357) (0,0- 4498) (0,0- 222)
Néo-atopica (n=48)
IgG1anti-Der p 96,2 138,2 170 T
(0- 7058) (17,6 - 1366) (13-1398) | |,
lgG2anti-Der p 353 35,9 82,5 }* % |4
(0,8-1219) (0.6-1393) (17 - 8441) i %
l9G3 anti-Der p 252,7 284 96,5
(38,3-3654) (6,7-7059) (26-193)
lgG4anti-Der p 4.9 3.1 37 o)
(0,0-423) (0,0- 48,5) (5-1317)

Os niveis de IgG anti-Der p estdo expressos em UA/mL. A taxa de passagem
transplacentaria foi calculada para cada amostra pareada de soro materno e de cordao
umbilical e esta representada como mediana. Os valores entre parénteses representam o
minimo e o mé&ximo de cada grupo. Comparamos entre cada grupo (atopicas e nao-
atopicas) a taxa de passagem transplacentaria da 1gG1, 19G2, 1gG3 e I1gG4 (a-f). Teste
Mann Whitney ****p<0.0001

d) 1gG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4 especifica ao Blo t no corddo umbilical e soro

materno

Em relacdo ao acaro Blo t, quantificamos no corddo umbilical as subclasses
IgG1 e IgG4 em 100% das amostras analisadas. Ja a IgG2 e 1gG3 anti-Blo t estavam
presentes em 79% e 93% dos recém-nascidos, respectivamente.

Das respectivas maes dos 11 recém-nascidos com niveis indetectaveis de
IgG2 anti-Blo t no corddo umbilical, apenas uma apresentou IgG2 anti-Blo t sérica,
mas em baixa concentracdo (24,2UA/mL). Esta amostra pertence ao grupo de méaes
atopicas e todas as outras amostras negativas sdo de mées ndo atdpicas. Os 3
recém-nascidos com niveis indetectaveis de 1IgG3 anti-Blo t no corddo umbilical

pertenciam ao grupo de méaes ndo atopicas. Destas, duas apresentaram baixa
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concentracdo seérica de IgG3 anti-Blo t (7,7 e 13,5 UA/mL) e uma nao teve a amostra

guantificada.

mae como para o recém-nascido (figuras 1la-b), enquanto que a

A concentracéo de IgG1 e IgG2 anti-Blo t foi similar entre os grupo, tanto para

IgG3 foi

significativamente mais elevada nos recém-nascidos de mées atopicas (figura 11c).

Ja a 1gG4 anti-Blo t foi mais elevada no soro das maes atdpicas e em seus

respectivos recém-nascidos (figura 11d).

Figura 11- Concentragcdo de 1gGl, 1gG2, IgG3 e 1gG4
maes atdpicas e ndo atdpicas
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A concentragdo das subclasses de IgG anti-Der p foi determinada em amostras pareadas de
soro materno e de corddo umbilical e os dados comparados de acordo com o estado atépico
materno por teste de Mann-Whitney (a-d). (*)p<0,05; (**)p<0,01
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Observamos forte correlagcdo entre os niveis de anticorpos dos recém-

nascidos e de suas respectivas maes para todas as subclasses, em ambos o0s

grupos (figuras 12a-d).

Figura 12- Concentragao de 1gG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4

e no corddo umbilical
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As subclasses de IgG especificas ao Blo t quantificadas no corddo umbilical foram
correlacionadas com as concentracdes séricas de suas respectivas maes por teste de

Spearman (a-d). (**)p<0,01;(****)p<0,0001.

A taxa de passagem transplacentaria da IgG1 anti-Blo t apresentou correlagcéao

inversa com 0s niveis de anticorpos maternos (Teste Spearman r=-0,4, p=0,0003).

Apesar de ndo observarmos correlacéo inversa estatisticamente significativa para as

outras subclasses, podemos observar nas figuras 13a-d, que estas também tendem

a diminui & medida que a concentracdo de anticorpos maternos aumenta.
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Figura 13- Taxa de passagem transplacentaria
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A taxa de passagem transplacentaria de 1gG1, 1gG2, IgG3 e 1gG4 especifica ao Blo t foi
comparada entre amostras de soro materno com baixa, intermediaria e alta concentracdo
das subclasses de IgG anti-Blo t por teste Mann-Whitney (a-d). (*)p<0,05; (***)p<0,001
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Assim como demonstramos para o acaro Der p, a subclasse transferida com
maior eficiéncia foi a IgG1 anti-Blo t seguida pelas outras subclasses, cujas taxas

foram similares (tabela 10).

Tabela 10- Concentracéo de IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4 anti-Blo t no soro materno
e no cordao umbilical

Taxa passagem

Mae Cordao umbilical transplacentaria (%)
Atopica (n=13)
IgG1anti-Blo t 135 146.,6 212 =
(2.2-552) (61,1-1324) (83-277'-)i|§ .
lgG2anti-Blo t 236 173,2 101 x|,
(24,2-1404) (0,0-1674) (0,0-147) %
lgG3 anti-Blo t 273 247 108
(4,6-633.9) (6,2-861,7) (56-168)
lgG4anti-Blo t 374 51,7 110 —
(6,7-1282) (5,7-141,6) (55-303)
Néo-atopica (n=42)
lgG1anti-Blo t 60 110,8 192 —
(0-364,2) (7,6-781) (12-828) E
lgG2anti-Blo t 152.7 141,1 o7 1" |3
(0,0-4489) (0,0-90,1) (15-170) * %
IgG3 anti-Blo t 15,2 17,7 118 7
(3,8-80,3) (0,0-90,1) (0-205) |+
lgG4anti-Blo t 15,2 12.4 852 2
(2.8-77.6) (3.2-77.1) 35-288)

Os niveis de IgG anti-Blo t estdo expressos em UA/mL. A taxa de passagem
transplacentaria foi calculada para cada amostra pareada de soro materno e de cordao
umbilical e esta representada como mediana. Os valores entre parénteses representam o
minimo e o maximo de cada grupo. Comparamos entre caga grupo (atdpicas e nao-
atopicas) a taxa de passagem transplacentéria da 1gG1, 1gG2, IgG3 e IgG4. Teste Mann
Whitney *p<0,05; ****p<0,0001

4.3 Transferéncia de alérgenos via passagem transp  lacentéaria

Apés verificarmos a passagem transplacentaria de anticorpos maternos
alérgenos-especificos, investigamos se os alérgenos ambientais também podem ser
transferidos através da placenta. Quantificamos no corddo umbilical o Derp 1 e Blo t
5, principais alérgenos dos acaros Dermatophagoides pteronyssinus e Blomia
tropicalis, respectivamente.

Detectamos o Der p 1 em 35,4% das amostras analisadas. A concentracao

média foi de 37,5pg/mL com méxima de 869,9pg/mL. Para o Blo t 5 a concentracéo



Resultados 72

média foi de 100,7g/mL e a maxima de 1281pg/mL, mas a porcentagem de amostras
positivas foi baixa, apenas 11,5%. No entanto, € importante ressaltar que o limite de
deteccdo do ensaio de ELISA para quantificacdo do Der p 1 foi de 15pg/mL
enquanto que para o Blo t 5 foi de 125pg/mL. Portanto, se considerarmos o limite de
125pg/mL para ambos os alérgenos, a porcentagem de amostras positivas ao Der p
1 cairia para 4,8%.

Verificamos fraca correlagdo entre os niveis de Der p 1 e Blo t 5 no cordao
umbilical (teste Spearman r=0,28 p=0,01). No entanto, a concentracdo de alérgeno
nao esta correlacionada com os niveis dos respectivos anticorpos IgG especificos e
suas subclasses, tanto na mae como no cordao umbilical. N&o houve diferenga entre

a concentracao dos alérgenos Der p 1 e Blo t 5 quando comparados entre si (figura
14).
Figura 14- Concentracdo de Derp 1 e Blot 5 no corddo umbilical
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Para cada amostra de corddo umbilical as concentracGes de Der p 1 e Blo t 5 foram
determinadas e comparadas por teste de Wilcoxon. As linhas horizontais tracejadas
representam o limite de detecg&o dos ensaios de ELISA para Der p 1 (15pg/mL-verde) e Blo
t 5 ( 125pg/mL-laranja).

Também nao houve diferenca na concentracdo de alérgeno no cordéo
umbilical entre o grupo de méaes atopicas e nao atopicas, tanto de Der p 1 como de
Blo t 5 (figura 15a e 15b). Por outro lado, observamos que para ambos os alérgenos

a porcentagem de amostras positivas foi maior no grupo de mées atopicas.



Figura 15- Concentracdo de Derp 1 e Blot 5 no corddo umbilical
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Nao-atépica
7%pos.

A concentracdo dos alérgenos foi determinada em amostras de corddo umbilical. Os dados
foram comparados de acordo com o estado atépico materno (b-c) por teste de Mann-
Whitney. As linhas horizontais tracejadas representam o limite de detecgéo dos ensaios de

ELISA para (a) Der p 1 (15pg/mL) e (b) Blo t 5 ( 125pg/mL).

Tabela 11- Concentracdo de Derp 1 e Blot 5 no cordao umbilical

Derp 1
Amostras totais Atopica N&o-atbpica
(n=66) (n=18) (n=32)
37,58 28,8 55,5
(0,0 -869,9) (0,0 — 258,9) (0,0 — 869,9)
Amostras
nositivas (%) 30,6% 47% 3%
Blot 5
Amostras totais Atopica N&o- atopica
(n=66) (n=10) (n=28)
84,46 1425 90,04
(0,0-1281) (0,0 - 1036) (0,0 - 1281)
Amostras 9,6% 20% 7%

positivas (%)

Os niveis de Der p 1 e Blo t 5 estdo expressos em pg/mL. Os valores representam a média
e entre parénteses 0 minimo e o maximo de cada grupo. As amostras foram classificadas de

acordo com o estado atdpico materno.
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4.4 Presenca de IgM anti- Der p e IgM anti- Blo t no corddo umbilical

Uma vez comprovada a transferéncia de alérgenos via placenta,
quantificamos no corddo umbilical a presenca de anticorpos IgM especificos aos
acaros Der p e Blo t. Detectamos IgM anti-Der p e IgM anti-Blo t em todas as
amostras analisadas, mas sem correlagdo com a concentracdo de alérgenos no
cordao umbilical.

Também nédo houve diferenca significativa na concentracdo de IgM quando
comparamos recém-nascidos de maes atOpicas aos de maes ndo atdpicas, tanto

para Der p como para Blo t (figura 16a-b).

Figura 16- Concentragdo de IgM especifica no corddo umbilical
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A concentracdo de IgM anti-Der p (a) e IgM anti-Blo t (b) foi determinada em amostras de
corddo umbilical. Os dados foram comparados de acordo com o estado atépico materno por
teste de Mann-Whitney.
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4.5 Transferéncia de anticorpos alérgenos-especific  0s via aleitamento materno

a) 1gG e IgA especifica ao Der p no colostro

Detectamos IgA anti-Der p em todas as amostras de colostro analisadas. As
concentracbes de IgA total e IgA anti-Der p no colostro foram extremamente
variaveis (Tabela 12), mas apresentaram forte correlacéo entre si (Figura 17b). Ao
investigarmos os niveis de IgA total e especifica no colostro de maes sensibilizadas
ndo encontramos diferenca significativa quando comparadas as ndo sensibilizadas
(Figura 17a). Como esperavamos, ndo observamos correlagdo entre os niveis de
IgA anti-Der p no colostro e os niveis séricos de 1gG ou IgE, tanto totais como
especificas ao Der p.

Figura 17- Concentragdo de IgA total e anti- Der p no colostro de maes atopicas
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O nivel de IgA total e IgA anti-Der p foi determinado em amostras de colostro. Os dados
foram comparados de acordo com o estado atépico materno por teste de Mann-Whitney. A
concentracao de IgA total esta expressa em mg/mL (eixo Y a direita) e a concentracdo de
IgA anti-Der p expressa em UA/mL (eixo Y a esquerda) (a). A concentragéo de IgA anti-Der
p foi correlacionada com a concentracdo de IgA total por teste de Spearman (b).
(****)p<0,0001.

Uma vez que o switch de classe para IgA depende principalmente da
presenca do TGF-beta, quantificamos os niveis de TGF-beta no colostro e
comparamos entre os dois grupos. A concentracdo de TGF-beta no colostro foi

semelhante entre as maes atdpicas e ndo atbpicas (figural8a). Além disso,
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observamos que tanto a concentracdo de IgA total como a concentracdo de IgA
especifica apresenta correlacdo com os niveis de TGF-beta no colostro (figura 18).

Figura 18- Concentracdes de TGF-beta no colostro
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Os niveis de TGF-beta foram determinados em amostras de colostro por ELISA. Os dados
obtidos no colostro de maes atopicas e maes nao- atépicas foram comparados por teste
Mann-Whitney (a). As concentracdes de TGF-beta no colostro foram correlacionadas com
os niveis de IgA total (b) e IgA anti-Der p (c) por teste Spearman. (***)p<0,001

Com excecao de uma amostra que apresentou niveis abaixo de limite de
deteccao, surpreendentemente IgG anti-Der p foi detectada em todas as amostras
de colostro. Em relacéo a sensibilizacdo materna, a concentracdo de IgG anti-Der p
no colostro foi maior em maes atépicas quando comparada as nao-atépicas (figura
19a e tabela 12). Observamos ainda que a concentracdo de IgA, tanto total como
especifica ao Der p apresentou correlacdo com a IgG anti-Der p no colostro em
ambos os grupos (figura 19b-c). Ja a concentracdo de IgG anti-Der p sérica
apresentou correlagédo com a IgG anti-Der p de colostro apenas no grupo de maes

nao atopicas (figura 19d).
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Figura 19- Concentracdo de IgG anti- Der p no colostro
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O nivel de 1gG anti-Der p foi determinado em amostras de colostro. Os dados foram
comparados de acordo com o estado atdopico materno por teste de Mann-Whitney (a).
Concentracbes obtidas no colostro foram correlacionadas com concentracdes de IgA total e
IgA anti-Der p de colostro (b-c) e com concentracbes de IgG anti-Der p dos respectivos
soros maternos (d); todos por teste de Spearman. (**)p<0,01; (***)p<0,001; (****)p<0,0001.

Tabela 12- Concentracdo de IgA total, IgA anti- Der p e IgG anti-Der p no

colostro
Colostro
Atdpica (n=25)
IgA total 28,2
(2,8-264,5)
IgA anti-Der p 627
(66-8240)
lgG anti-Der p 480

(17,8-10807)

N&ao-atopica (n=44)

IgA total 16,2
(3-247,1)
IgA anti-Der p 454,7
(21,5-4160)
IgG anti-Der p 115,6
(3,5-10612)

Os niveis de IgA total estdo expressos em mg/mL e os niveis de IgG e IgA anti-Der p em
UA/mL. Os valores representam a mediana e entre parénteses o0 minimo e 0 maximo de
cada grupo.
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b) 1gG e IgA especifica ao Blot no colostro

Detectamos IgA anti-Blo t em todas as amostras de colostro analisadas sem
diferenca entre os grupos (Figura20a) e forte correlacdo com as concentracfes de
IgA total (Figura 20b).

Figura 20- Concentracdo de IgA total e anti- Blo t no colostro de mées atopicas
e ndo atopicas
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O nivel de IgA total e IgA anti-Blo t foi determinado em amostras de colostro. Os dados
foram comparados de acordo com o estado atépico materno por teste de Mann-Whitney. A
concentracao de IgA total esta expressa em mg/mL (eixo Y a direita) e a concentracdo de
IgA anti-Blo t expressa em UA/mL (eixo Y a esquerda) (a). A concentracao de IgA anti- Blo t
foi correlacionada com a concentracdo de IgA total por teste de Spearman (b). (*)p<0,05;
(****)p<0,0001.

Assim como para o acaro Der p, a concentracdo de TGF-beta no colostro foi
semelhante entre as mées sensibilizadas e ndo sensibilizadas (figura 21a) e
apresentou correlacdo com os niveis de IgA total e IgA especifica (figuras 21b-c).
Também néo observamos correlacédo entre os niveis de IgA anti-Blo t no colostro e
0s niveis séricos de IgG ou IgE, tanto totais como especificos.

Detectamos IgG anti-Blo t em 96% das amostras de colostro, ou seja, apenas
duas amostras apresentaram niveis abaixo de limite de deteccdo. Ambas pertenciam
ao grupo de maes nédo atépicas, mas apresentaram niveis detectaveis de IgG anti-
Der p no colostro (ANEXO B).

Em relacdo a sensibilizacdo materna, apesar de cinco médes do grupo néo-
atopicas apresentaram niveis elevadissimos de IgG anti-Blo t, a concentracdo foi
maior no grupo de maes atopicas (figura 22a). Se observarmos a tabela nos ANEXO

B e C, veremos que estas mesmas maes apresentaram niveis elevados de



Resultados 79

anticorpos em quase todas as quantificacdes, tanto no colostro como no soro. Como
exemplo, podemos citar a mae de numero 46 que apresentou IgG anti-Blo t no
colostro na concentracdo de 15880UA/mL e cujas concentracfes séricas de IgG

anti-Blo t foram as maximas quantificadas, tanto na mde como no recém-nascidos.

Figura 21- Concentracdes de TGF-beta no colostro
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Os niveis de TGF-beta foram determinados em amostras de colostro por ELISA. Os dados
obtidos no colostro de maes atopicas e mées ndo- atopicas foram comparados por teste
Mann-Whitney (a). As concentracdes de TGF-beta no colostro foram correlacionadas com
0s niveis de IgA total (b) e IgA anti-Blo t (c) por teste Spearman. (*)p<0,05; (**)p<0,01;
(***)p<0,001

Observamos fraca correlacdo entre os niveis de IgG anti-Blo t com a
concentracdo de IgA, total e especifica no colostro apenas para o grupo de maes
ndo-atopicas (figura22b e 22c). Ndo houve correlagdo entre a concentracao de IgG

anti-Blo t sérica e a presente no colostro (figura 22d).



Figura 22- Concentracao de IgG anti-
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Blo t no colostro

Colostro (UA/mL)

(b)
10001
3 o o ©
g 1007 () % ) ‘o. e .o
s ® 0o ©°
ie] 104 B PR ° °
< ® o ®
k=l i atopica: r=0,3
ndo-atépica: r=0,4 **
1 T T T T 1
1 10 100 1000 10000 100000
1gG anti-Blo t (UA/mL)
(d) 1gG anti-Blo t
100000+
10000- o °
10004
)
[}
100{ °® o8& °,
® )
e} o ©
101 °
®© o0 o
1 _ nao-atépica r=0,3
100 1000 10000 100000

Soro materno (UA/mL)

O nivel de 1gG anti-Blo t foi determinado em amostras de colostro. Os dados foram
comparados de acordo com o estado atopico materno por teste de Mann-Whitney (a).
Concentracbes obtidas no colostro foram correlacionadas com concentracfes de IgA total e
IgA anti- Blo t de colostro (b-c) e com concentra¢des de IgG anti- Blo t dos respectivos soros
maternos (d); todos por teste de Spearman. (*)p<0,05; (**)p<0,01

Tabela 13- Concentracdo de IgA total, IgA

anti-Blo te IgG anti- Blo t no colostro

Colostro
Atdpica (n=13)
IgA total 28,9
(9,3-264,5)
IgA anti- Blo t 358,4
(47,5-870,1)
56,13
IgG anti- Blo t (4,0-425,3)
N&ao-atbpica (n=42)
IgA total 16,5
(3,0-247,1)
IgA anti- Blo t 266,2
(27-3178)
IgG anti- Blo t 25,3
(0,0-18808)

Os niveis de IgA total estdo expressos em mg/mL e os niveis de 1gG e IgA anti- Blo t em
UA/mL. Os valores representam a mediana e, entre parénteses, 0 minimo e o0 maximo de

cada grupo.
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4.6 Passagem de alérgenos livres via aleitamento ma  terno

a) Presencade Derp 1eBlot 5 no colostro

Investigamos a presenca de Der p 1 e Blo t 5 em 75 amostras de colostro.
Destas, 68% foram positivas para o Der p 1 e 41,3% positivas para 0 Blo t 5 (tabela
14). Conforme explicado anteriormente, a menor porcentagem de amostras positivas
para o Blo t 5 em relagcdo ao Der p 1 se deve muito provavelmente a baixa
sensibilidade do teste de ELISA para quantificacdo do Blo t 5. Assim como
observado no corddo umbilical, a concentracdo de Blo t 5 no colostro foi maior em
relacdo a de Der p 1 (figura 23) e houve correlacdo positiva entre os niveis de Der p
1 e Blo t 5 no colostro (teste Spearman r=0,28 p = 0,008).

Figura 23- Concentracdo de alérgeno ambiental no co  lostro
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Para cada amostra de colostro as concentracdes de Der p 1 e Blo t 5 foram determinadas e
comparadas por teste de Wilcoxon (a). As linhas horizontais tracejadas representam o limite
de deteccdo do ensaio de ELISA para Der p 1 (15 pg/mL-verde) e Blo t 5 (125 pg/mL-
laranja). (***)p<0,001
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Tabela 14- Concentracdo de Derp 1 e Blot 5 no colostro

Derp 1
Amostras totais Atopica N&o-atopica
(n=75) (n=20) (n=43)
108,5 256 64,9
(0,0-1126) (20-1126) (0,0-364,5)
g‘g‘i’tf\f;ass(% ) 68% 100% 58,1%
Blot 5
Amostras totais Atopica N&o- atopica
(n=75) (n=8) (n=38)
1953 1176 1536
(0,0-28890) (0,0-7271) (0,0-17201)
Amostras 41,3% 2504 43,5%

positivas (%)

Os niveis de Der p 1 e Blo t 5 estdo expressos em pg/mL. Os valores representam a média
e entre parénteses o minimo e o0 maximo de cada grupo. As amostras foram classificadas
de acordo com o estado atépico materno.

Também analisamos as amostras em relacdo ao estado atopico materno. No
grupo de maes atopicas, a porcentagem de amostras positivas para o Der p 1 foi de
100% (tabela 14) e apresentou maior concentragdo quando comparado ao grupo de
maes nao atopicas (figura 24a). Observamos ainda fraca correlacdo positiva entre a
concentragcdo de Der p 1 e os niveis de IgG especificos no colostro e soro materno
(Teste Spearman r=0,36 p=0,0009 e r=0,2 p=0,001, respectivamente). Tanto para o
Der p 1 como para Blo t 5, ndo houve correlagédo entre a concentracéo de alérgeno e
0s niveis de IgA especifica no colostro.

Em relacdo ao Blo t 5, a porcentagem de amostras positivas no grupo de
maes atopicas foi 25% e ndo houve diferenca significativa entre ambos 0s grupos
(figura 24b). Também n&o observamos correlagdo positiva entre a concentracdo de
Blo t 5 e os niveis de IgG especificos no colostro ou soro materno.

Comparamos a concentracdo de alérgeno presente no colostro com a
detectada nas respectivas amostras de corddo umbilical e verificamos que, para
ambos os acaros, a concentracdo é mais elevada no colostro (figura 25a-b).

Além de investigarmos a presenca de alérgenos ambientais em amostras de
colostro, verificamos a presenca dos mesmos no leite materno.

Tivemos acesso a 33 amostras as quais foram coletadas na Fraca e Bélgica

no periodo de uma semana a 4 meses apos o parto. Quantificamos a presenca de
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Der p 1 e verificamos que 42,4% das amostras apresentaram niveis detectaveis
(tabela 15). A concentragdo média foi 16,9 pg/mL, significativamente mais baixa que
a concentracdo de Der p 1 no colostro (figura 26a). De acordo com este dado,

observamos que amostras de leite coletadas logo na primeira semana apés o parto

apresentaram concentracdes mais elevadas que as coletadas posteriormente (figura

26b).

Figura 24- Concentracao de alérgeno ambiental no co
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A concentracdo de Der p 1 e Blo t 5 foi determinada em amostras de colostro e os dados
comparados de acordo com o estado atopico materno ao Der p (a) e Blo t (b) por teste de
Mann-Whitney. As linhas horizontais tracejadas representam o limite de detec¢éo do ensaio
de ELISA para Der p 1 (15pg/mL-verde) e Blo t 5 (125pg/mL-laranja). (***)p<0,001

Figura 25- Concentracao de alérgeno ambiental no co
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A concentracdo de Der p 1 (a) e Blo t 5 (b) foram comparada entre amostras pareadas de

colostro e corddo umbilical por teste de Wilcoxon. As linhas horizontais tracejadas
representam o limite de detec¢&o do ensaio de ELISA. (***)p<0,001
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Figura 26- Concentracdo de Der p 1 no colostro e leite
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A concentracdo de Der p 1 foi determinada em amostras de colostro e leite materno. A
concentracao de Der p 1 no colostro foi comparada com a concentracao no leite por teste de
Mann-Whitney (a). A concentracdo de Der p 1 no leite foi comparada de acordo com o
periodo de coleta da amostra (b) por teste de Mann-Whithey. As linhas horizontais
tracejadas representam o limite de detec¢ao do ensaio de ELISA. (***)p<0,001

Tabela 15- Concentracdo de Der p 1 no leite humano

Der p 1 no leite humano

Amostras totais 1 semana > 1 semana
(n=33) (n=11) (n=22)
16,9 31,9 9,4
(0,0-129,4) (0,0-129,4) (0,0-69,9)
Amostras 42 4% 81,8% 22.7%
positivas (%)

Os niveis de Der p 1 estdo expressos em pg/mL. Os valores representam a média e, entre

parénteses, 0 minimo e o maximo de cada grupo. As amostras foram classificadas de
acordo com o periodo de coleta da amostra.
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Um dado interessante que podemos observar na tabela 16, € que amostras
coletadas da mesma paciente, poréem em periodos diferentes, mantiveram

concentracdes semelhantes de Der p 1 no leite.

Tabela 16- Concentracdo de Der p 1 em amostras de leite humano

Identificacéo da Data da coleta Perjodo de coleta Derp1l
amostra (ap6s data do parto) (pg/mL)
1 14/09/2008 1 semana 26,29
2 03/03/2008 1 semana 18,5
3 07/11/2007 1 semana 19,7
4 - 1 semana 0
5 26/02/2008 1 semana 21,09
5 - 1 més 17,8
6 03/03/2008 1 semana 0
7 09/04/2008 1 semana 26,7
8 09/04/2008 1 semana 21,2
8 17/06/2009 1 més 0
9 30/11/2007 1 semana 28,9
10 - 1 més 64,6
10 - 2,5 meses 69,9
11 24/12/2007 - 0
12 16/06/2009 1 més 0
13 08/05/2008 > 1 semana 34,5
14 21/05/2008 > 1 semana 0
15 02/05/2008 > 1 semana 0
16 01/04/2008 > 1 semana 21,09
17 - 4 meses 0
18 - 1-2 meses 0
19 - 2 meses 0
20 18/01/2008 1 semana 129,4
21 - 1 semana 59,09
22 22/12/2006 > 1 semana 0
22 27/01/2007 > 1 semana 0
22 03/07/2009 > 1 semana 0
22 25/04/2010 > 1 semana 0
22 29/04/2010 > 1 semana 0
22 22/06/2010 > 1 semana 0
22 26/06/2010 > 1 semana 0
22 08/07/2010 > 1 semana 0
22 16/06/2010 > 1 semana 0

- dado ndo informado
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De acordo com o recente International Study of Asthma and Allergies in
Childhood (2011), estima-se que 300 milhdes de pessoas, destas 2/3 criancgas,
sofrem com as alergias respiratorias. O desenvolvimento da sensibilizacao alérgica e
consequentemente as doencas ligadas a ela (asma, rinite e eczema) é resultado da
combinacdo de fatores genéticos e fatores ambientais. Os fatores genéticos
abrangem a desregulagdo na produgéo de citocinas com maior tendéncia para o
perfil Th2 e/ou deficiéncia na atividade Thl (Tulic et al., 2011). Fatores ambientais
incluem infeccdes e exposicdo aos alérgenos, que interferem na alergia de acordo
com a dose e idade na qual o individuo € exposto.

Embora os fatores genéticos destas doencas estejam sendo investigados,
manipular os fatores de risco ja conhecidos acaba sendo a abordagem viavel na
prevencdo da alergia. A mais recomendada entre elas € a ndo exposicdo ao
alérgeno. No entanto, enquanto que a redugcdo na exposi¢cao aos alérgenos é eficaz
no combate a manifestacdo alérgica em individuos ja sensibilizados, ndo h&
evidencias suficientes de que a ndo exposicdo durante gestacdo e periodo de
lactacdo sejam eficazes na prevencao da “marcha alérgica” na crianca.

Neste contexto, os estudos em humanos sao escassos e 0s resultados ainda
controversos. Muito se investiga em relacdo aos alérgenos alimentares e sua
passagem pela placenta e leite materno, mas pouco se sabe em relacdo aos
alérgenos ambientais. O presente estudo foi o primeiro a demonstrar e caracterizar a
transferéncia materna de Der p 1 e Blo t 5 em amostras pareadas de colostro e
corddo umbilical e identificar a atopia materna como fator critico para o aumento de
IgG especifica nestes compartimentos. Até onde sabemos, também foi o primeiro
trabalho a identificar e descrever a presenca de alérgenos ambientais e sua IgG
especifica no colostro e leite humano.

Verificamos que 100% das amostras de corddo umbilical analisadas
apresentaram niveis detectaveis de IgG anti-Der p e I1gG anti-Blo t. Estudos prévios
investigaram a presenca de IgG especifica a outros aero-alérgenos (Betv 1, Fel d 1
e Der f 1) no corddo umbilical, mas nem todas as amostras foram positivas
(Jenmalm et al., 1997, Platts-Mills et al., 2003; Prescott et al., 2000). A diferenga na
porcentagem de amostras positivas entre o nosso trabalho e os estudos anteriores
provavelmente reflete diferencas na imunogenicidade dos alérgenos testados, assim
como na forma de exposicdo materna ao alérgeno. Em nosso caso, tanto Der p

como Blo t sdo &acaros presentes em altas concentragcbes na poeira domiciliar e
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facilmente encontrados na regido onde as amostras foram coletadas (Binotti et al.,
2003, 2005; Oliveira et al., 1999; Pereira et al., 2005).

A IgG especifica detectada no corddo umbilical pode ser de origem materna,
resultado da transferéncia de anticorpos pela placenta, ou de origem fetal, como
resultado da sensibilizacdo in Gtero. Nossos resultados mostram forte correlacao
entre a IgG, IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4 especificas para ambos os acaros no cordao
umbilical e soro materno. Além disso, verificamos por imunoblot o padrdo de
reatividade dos anticorpos frente a ambos extratos de acaros e verificamos padrées
de reconhecimento Unico entre os individuos, sendo idénticos nas amostras
pareadas de soro materno e corddo umbilical (ANEXO E). A forte correlacao
observada, juntamente com o resultado de imunoblot, indicam claramente que a IgG
anti-Der p e anti-Blo t presente no corddo umbilical & proveniente do soro materno e
resultado da passagem transplacentaria de anticorpos.

Uma vez constatada a presencga de anticorpos maternos IgG-especificos aos
acaros Der p e Blo t no corddo umbilical, avaliamos a eficiéncia da passagem
transplacentaria. Verificamos que a taxa de passagem transplacentaria variou entre
as diferentes subclasse de IgG, sendo maior para a IgG1, tanto anti-Der p como anti-
Blo t. A eficiéncia no transporte da IgG esta diretamente reacionada a capacidade
de ligacdo de sua porcdo Fc ao receptor FCRN (Palmeira et al., 2012). Assim,
pequenas diferencas nas sequencias de aminoacidos na regido constante das
cadeias pesadas explicam a preferéncia que uma ou outra subclasse tem em
atravessar a barreira placentaria. De acordo com nossa observacao, estudos in vivo
e in vitro mostram que o FCRN tem alta afinidade para IgG1 e por essa razdo ela é
transmitida com maior eficiéncia quando comparada as outras subclasses (Simister,
2003).

Ainda em relacdo a passagem transplacentéaria, uma observacdo muito
interessante foi a queda na eficiéncia do transporte da IgG e das subclasses IgG1,
IgG2 e 1gG4 a medida que a concentracdo de anticorpos maternos aumenta. Este
dado indica que a transferéncia de IgG é mediada por um receptor saturavel, ou
seja, a quantidade de IgG transmitida depende do niumero de receptores expressos
e da taxa de ligacao e de liberacdo de moléculas de IgG desses receptores. De fato,
as moléculas de 1gG que nédo se ligarem aos receptores FCRNs sofrem degradacéo
lisossomal dentro das vesiculas no sinciciotrofoblasto (Roopenian et al., 2007).

Consequentemente, quando a concentracao de IgG materna € baixa o transporte via
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7

FCRN é ativo, mas em altas concentracfes (geralmente acima de 15 g/L) a
concentracdo de IgG no recém-nascido tende a ser mais baixa que a concentracdo
de sua respectiva mée (Moraes Pinto et al., 2001). Essa observacéao foi descrita em
diversos trabalhos realizados com populacdes Africanas, onde as mulheres
frequentemente apresentam altas concentracdes séricas de IgG, e portanto baixa
taxa de passagem transplacentaria (Palmeira et al., 2012). A baixa concentracao de
IgG3 anti-Der p no soro materno, juntamente com a alta afinidade desta subclasse
ao receptor FCRN, provavelmente explica porque ndo observamos queda na taxa de
passagem transplacentaria em relagéo ao nivel de anticorpos maternos.

Por fim, alguns estudos sugerem que a passagem de anticorpos através da
placenta pode ndo depender somente de sua porcdo Fc, pois a especificidade
antigénica do anticorpo parece também ser importante. Em gestantes com altos
niveis de anticorpos contra influenza A2, herpes simplex, tétano, estreptolisina O, S.
pneumoniae ou polissacaride polirribosil-ribitol fosfato (PRP), somente esses
anticorpos foram transmitidos numa taxa mais baixa aos fetos; os outros anticorpos
apresentaram eficiéncia semelhante ao do grupo controle (Moraes Pinto et al.,
2001). Apesar de ainda ndo sabermos o mecanismo responséavel por tal fenbmeno,
essa observacdo pode explicar a diferenca no padrao de transferéncia das Igs
especificas entre Der p e Blo t.

Uma vez caracterizada a passagem transplacentéaria, avaliamos a influéncia
do estado atdopico materno na concentracdo dos anticorpos transferidos.
Observamos que a IgG especifica aos acaros Der p e Blo t esta presente em maior
concentragdo no corddo umbilical de neonatos de mées atopicas quando
comparadas aos de maes nao atépicas. A literatura aponta que pacientes asmaticos
e/ou com rinite alérgica apresentam niveis elevados de IgG alérgeno especifica
guando comparados a individuos nao sensibilizados (Aydogan, 2007; Okahata et al.,
1990; Rizzo et al., 1993; Stewart et al., 1988). Assim, a concentracdo de IgG
observada no corddo umbilical, reflete os altos niveis de anticorpos especificos
também observados no soro de mées atdpicas. Altos niveis de IgG em pacientes
atopicos pode ser explicado pela inducéo eficiente na sintese de anticorpos nas
respostas tipo Th2. Outra possivel explicacdo seria a maior exposi¢cao aos alérgenos
da poeira por maes atopicas quando comparadas as nao atopicas. Embora néao
tenhamos medido a concentracdo de alérgeno nas casas das pacientes,

acreditamos que a exposicdo materna ndo seja a responsavel pelo aumento
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observado, uma vez que todas as pacientes do estudo habitam em uma mesma
regido, onde estes 4caros estéo distribuidos de forma homogénea (de Oliveira et al.,
2003).

Em relacdo as subclasses, maior concentracdo de IgG4 especifica em
pacientes atépicos € comumente observada, enquanto que os niveis de IgGl
geralmente s&o similares (Jarvis et al., 2007; Pereira et al., 2005). Em nosso estudo
também observamos maior concentracdo de IgG4 especifica ao Der p e Blot no
corddo umbilical de neonatos de maes atopicas comparada as nao atopicas e niveis
similares de IgG1l. A maior concentracdo de IgG4 pode ser explicada pelo fato de
gue esta € induzida pelas mesmas citocinas indutoras da sintese de IgE; IL-4 e IL-13
(Aalberse et al., 2009).

A I1gG3-anti-Blo t e IgG2 anti-Der p também estavam em maiores
concentragdes no grupo de méaes atopicas. A diferenga observada entre o padrdo de
resposta induzida pelo acaro Der p em comparacao ao Blo t indica que as proteinas
que constituem cada acaro apresentam propriedades imunogénicas particulares. De
acordo, ja foi demonstrado em modelo murino que a resposta inflamatoria pulmonar
induzida pela sensibilizacdo ao Der p ou Blo t apresenta caracteristica distinta em
relacdo ao recrutamento de células inflamatoérias (Carvalho et al., 2004). De fato,
apesar de os alérgenos de ambos 0s acaros estarem agrupados nas mesmas
familias, para 67% dos alérgenos de Blo t a ligacdo da IgE é espécie-especifica, ou
seja, ndo € inibida pelas proteinas presentes no Der p (Arruda et al.,1997; Tsai et al.,
1998). Outras hipoteses para explicar a diferenca no padrdo de resposta entre Der p
e Blo t incluem (1) diferencas na forma e concentracdo de exposi¢cao aos acaros (2)
diferenca na preparacdo dos extratos comerciais e consequentemente na
concentracdo dos componentes associados aos acaros, como nivel de endo e exo-
guitina e/ou LPS.

Mas qual importancia da transferéncia de anticorpos alérgenos especificos
para 0 recém-nascido? Estudos em modelo animal demonstraram que a
transferéncia materna de anticorpos IgG alérgeno-especifica inibe a resposta
alérgica nos descendentes (Boyle et al., 2006; Fusaro et al., 2002, 2007; Jarret et al.,
1983; Melkild et al., 2002; Polt et al., 2008; Seeger et al., 1998; Uthof et al., 2003;
Victor et al., 2010). Estudos longitudinais em humanos também sugerem papel
imunorregulador da transferéncia in Utero de anticorpos IgG alérgenos especificos.

Dannaeus et al. (1978) demonstraram que altos niveis de 1gG especifica para
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proteinas do leite e ovo no corddo umbilical protege a crianga contra o
desenvolvimento de atopia nos primeiros 2 anos de vida. J4 os autores Jenmalm,
Bjorkstén demonstraram que altas concentracdes de IgG especifica a alérgenos
ambientais, mas ndo aos alérgenos alimentares no corddo umbilical estavam
associados a um menor indice de desenvolvimento de atopia até os 8 anos de idade
(Jenmalm, Bjorkstén, 2000).

O estudo de Glovsky e colaboradores analisou o efeito da imunoterapia
especifica durante a gestacao e posterior sensibilizacdo alérgica na crianca (Glovsky
et al., 1991). Os resultados sugerem que anticorpos 1gG4 bloqueadores induzidos na
imunoterapia séo transferidos pela placenta e responséveis pela diminuicdo na
sensibilizacdo alérgica nas criancas. Esta observacdo € importante visto que em
nosso estudo observamos que maes atopicas transferem via passagem
transplacentéria maiores concentracdes de IgG4 especifica. Embora ndo possamos
confirmar o papel imunorregulatério da IgG4 materna no recém-nascido, ele ja foi
demonstrado em outros estudos (Frew et al., 2010; Ruiter et al., 2007) e pode ser
atribuido a algumas caracteristica peculiares que esta subclasse apresenta: A 1gG4
€ capaz de neutralizar o antigeno ou bloquear a IgE induzindo menos inflamacao
gue as outras subclasses, pois age como uma molécula monovalente, tem
capacidade reduzida de ligacdo aos receptores da superficie celular e ndo ativa a
cascata do complemento (Aalberse et al., 2009).

Além dos anticorpos especificos, nosso estudo mostrou que alérgenos
inalados pela méde podem de fato atravessar a barreira placentaria. Embora os
mecanismos que permitem este transporte ainda precisem ser esclarecidos,
sabemos que o transporte ativo da IlgG materna pela placenta oferece um veiculo
ideal para o transferéncia de alérgenos ao feto. Holloway et al. (2000) demonstraram
que a concentracdo de Der p 1 no corddo umbilical foi maior que a presente no
respectivo soro materno, indicando a existéncia de um transporte ativo. Além disso,
ja foi demonstrado em modelo in vitro de perfusdo da placenta que a passagem
transplacentaria dos alérgenos Bet vl e [-lactoglobulina € mais eficiente na
presenca de IgG especifica (Szepfalusi et al.,, 2000). Em humanos,
imunecomplexos-lgG ao alérgeno do gato Fel d 1 no corddao umbilical ja foi
demonstrado (Casas, 2001).

Em nosso estudo, ndo podemos afirmar se os alérgenos detectados no

corddo umbilical estdo em sua forma livre ou em imunecomplexos. Diversas
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tentativas para quantificacdo e dissociacdo dos possiveis imunecomplexos foram
realizadas, mas a reagao cruzada entre 0s anticorpos associado a outros problemas
metodoldgicos impediu tal investigacdo. No entanto, a presenca de ambos, o
alérgeno e sua IgG especifica, nos faz acreditar que a formacao de imunecomplexos
é viavel e pode ser responsavel pela transferéncia de uma porcdo dos antigenos
presentes no cordao umbilical. Diferencas individuais que alterem a permeabilidade
da placenta a macromoléculas (como o deposito de fibrina comumente observada
em todas as gestacOes) também podem influenciar a concentracdo de alérgeno
transportado, principalmente em sua forma livre (Kaufmann et al.,, 1996). Essa
observacéao explica a correlacéo entre a concentracéo de Der p 1 e Blo t 5 no cordao
umbilical, independente dos niveis de anticorpos e sensibilizacdo materna.

Ja foi demonstrado que o alérgeno Der p 1 também pode ser detectado no
liquido amniético. Ou seja, além de atravessar a barreira placentéria ele € capaz de
passar pela membrana amnibtica e ser detectado na circulacdo fetal e liquido
amniotico, respectivamente (Holloway et al., 2000; Szepfalusi et al., 2006). Assim,
como o feto respira e ingere grandes quantidades do liquido amniético, alérgenos
adquiridos durante a gestacdo podem estimular a imunidade do recém-nascido de
forma sistémica e em nivel de mucosa, nos tecidos linféides associado a mucosa
gastrintestinal e respiratéria (Holloway et al., 2000).

Com aproximadamente 22 semanas de gestacdo o feto j4 € capaz de
responder de maneira especifica eventuais alérgenos que entrar em contato
(Jenmalm et al., 2000; Jones et al.,, 2002), sustentando a idéia de que a
sensibilizacdo pode ocorrer previamente intra-Utero (Devereux et al., 2001). A
presenca de IgM especifica em 100% das amostras de corddo umbilical confirma
esta hipotese e demonstra que, embora algumas amostras apresentem niveis
indetectaveis de Der p 1 e Blo t 5 no corddo umbilical, virtualmente todos os recém-
nascidos entraram em contato com estas ou outras proteinas presentes nos extratos
dos acaros durante o periodo fetal. Reac¢des cruzadas também podem explicar a alta
porcentagem observada. Como exemplo, mées que nao estiveram gravidas durante
a “estacdo de pdlen” apresentam filhos com resposta imune especifica a estes
alérgenos (Jones et al., 2002), assim como resposta de células mononucleares do
corddo umbilical ao toxoide tetanico e difteria, sem exposicdo materna aparente a

estes antigenos durante a gestacao (Prescott, 2003).
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No entanto, ainda ndo ha estudo que mostre relagdo convincente entre os
niveis de exposicdo fetal aos alérgenos com a magnitude ou perfil da resposta
imunologica especifica no recém-nascido (Chan-Yeung et al., 1999; Edelbauer et al.,
2004; Hagendorens et al., 2004; Marks et al., 2002; Miller et al., 2001; Smillie et al.,
2001). Embora que a reducgéo na exposi¢cado a alérgenos ambientais seja uma forma
eficaz de prevenir a manifestacdo alérgica em criancas sensibilizadas, ndo ha
evidéncias de que a propria sensibilizacdo também seja reduzida; podendo de fato
aumentar em algumas circunstancias. Essa observacao aplica-se para alergia ao
amendoim, que quando evitado durante a gestacdo e primeiros anos de vida ao
invés de proteger contra sensibilizacdo aumenta o risco em desenvolvé-la (Turcanu
et al., 2003). O encontro com o alérgeno no periodo fetal e na auséncia de
inflamac&o ou outros sinais que possam induzir a maturacao das ceélulas dendriticas,
pode induzir preferencialmente a tolerancia que a ativacao (Thorton et al., 2002).

A passagem transplacentaria ndo é o unico fator responséavel pela influéncia
materna no perfil de resposta imune da crianca. Depois do nascimento, a
amamentacdo mantém forte interacdo entre a mae e a crianca e particularmente
permite que a Ig materna seja continuamente transferida.

Uma vez que a maioria dos antigenos inalados € encaminhada ao intestino
(Holt et al., 1981), a presenca de IgA alérgeno especifica no colostro pode proteger
a mucosa intestinal e proteger a crianca contra alergias respiratorias assim como
proposto para as alergias alimentares. Evidéncias epidemiologicas de que a IgA
previne a manifestacdo alérgica no lactente (Calbi et al., 1998; Janzi et al., 2009;
Savilahti et al.,1991, 2005) pode ser explicada pelo fato de a IgA eliminar o antigeno
sem induzir inflamacdo e ainda exercer efeitos imunorregulatérios (Favre et al.,
2005; Pilett et al.,2004; Sletten et al., 2007; Smits et al., 2009). Surpreendentemente,
encontramos IgA anti-Der p e IgA anti-Blo t em todas as amostras de colostro
testadas.

Os valores de IgA total e especifica foram variados entre as amostras e sem
diferenca significativa entre as méaes atdpicas e ndo atopicas. Um estudo prévio
quantificou a presenca de IgA especifica ao alérgeno do gato no colostro de maes
atopicas e ndo atdépicas e também nado observou diferenca (Casas et al., 2000). A
auséncia do efeito da atopia nos niveis de IgA no colostro pode ser explicado pelo
fato de que o swith de classe para IgA depende principalmente da presenca de TGF-

B (van Vlasselaer et al., 1992). De acordo com esta observacgéo, encontramos niveis



Discussao 94

similares de TGF- no colostro de mées atdpicas e nao atépicas e observamos que
os niveis de ambas, IgA total e IgA especifica, correlacionam-se com 0s niveis de
TGF-B no colostro.

Além da IgA, nosso estudo demonstrou pela primeira vez a presenca IgG
especifica a alérgenos ambientais no colostro humano. Assim como para IgG
sérica, maiores concentracdes de IgG especifica a ambos 0s acaros no colostro de
maes atopicas quando comparada as nao atopicas pode ser explicada pela resposta
imune humoral geralmente aumentada nestes pacientes. A IgG presente no colostro
pode ser sintetizada localmente na glandula maméria (Hurley, 2003) ou proveniente
do soro materno, baseado na observacéo de que a reposi¢do intravenosa de Ig em
maes imunodeficientes resultou na presenca de IgG no leite materno (Palmeira et
al., 2009). O primeiro mecanismo pode operar no grupo de maes atopicas, uma vez
que somente neste grupo ndo ha correlagdo entre os niveis de IgG em amostras
pareadas de colostro e soro materno.

Também demonstramos pela primeira vez a presenca de alérgenos
ambientais no colostro e leite materno. O fato de observarmos correlacdo entre os
niveis de Der p e Blo t no colostro, indica que algumas maes apresentam
predisposicdo em transportar maiores concentracdes de proteinas exdgenas para o
leite materno. De acordo com essa observacdo verificamos que amostras de leite
de uma mesma mae, porém coletadas em periodos diferentes, tendem a apresentar
mesma concentracao de Der p 1 no colostro.

Embora ainda ndo demonstrado, podemos assumir que existem duas rotas
possiveis que permite que as proteinas presentes no soro materno sejam
transferidas a glandula mamaria: a paracelular e a transcelular. A primeira é
dependente da permeabilidade da glandula mamaria e a segunda dependente da
presenca de imunecomplexos e mediada pelo receptor FCRN expresso nas células
epiteliais da glandula mamaria (Denis, 2012).

O fato de observarmos maior concentracéo de Blo t 5 (14 kDa) em relagéo ao
Der p 1 (25 kDa), indica que o transporte paracelular é responsavel por parte dos
alérgenos detectados no colostro e que a eficiéncia do mesmo é influenciado pelo
tamanho da proteina transportada. Ja foi demonstrado que as jun¢des compactas
localizadas entre as células epiteliais da glandula maméaria séo “frouxas” no pre-
parto e comecam a se fechar apés 1-2 dias do pdés-parto. Em consequéncia, a

permeabilidade da glandula mamaria diminui (Benn et al., 2004). Nossos resultados
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suportam essa observagdo uma vez que a concentracdo de Der p 1 foi maior no
colostro> leite primeira semana > leite com mais de uma semana. Estudo que
comparou a concentracdo de gliadina no leite e colostro também demonstrou que
estava presente em maiores concentracdes no colostro (Chirdo et al., 1998).

Embora alguns estudos demonstrem que a permeabilidade epitelial esta
aumentada em paciente atopicos (Jackson et al., 1981), a analise da taxa de sédio-
potassio no leite e colostro mostrou que a permeabilidade da glandula maméaria de
maes atopicas e ndo atépicas € semelhante (Benn et al., 2004). De fato, ndo
observamos diferenca na concentracdo de Blo t 5 entre as maes atopicas e nao
atopicas.

J& a maior concentracdo de Der p 1 nas maes atépicas pode estar
relacionada ao fato deste alérgeno depender da via transcelular para alcancar a
glandula mamaria, pois apresenta maior peso molecular quando comparado ao Blo t
5. A correlacdo observada entre os niveis de IgG sérica materna e a concentragao
de Der p 1 no colostro suporta essa hipotese. Assim, a maior concentracdo de Der p
1 no colostro de maes atdpicas pode estar relacionado ao fato destas méaes
apresentarem maior concentracdo de IgG especifica no soro. Apesar de nao
podermos afirmar a presenca de imunecomplexos IgG-Der p 1 em nossas amostras,
tais imunecomplexos ja foram identificados no soro tanto de pacientes alérgicos
como sadios (Casas et al., 2001; Haddad et al.,1983; Husby et al.,1985).

Nossos dados indicam que a capacidade de transporte de alérgenos para o
leite é independente do transporte para o corddo umbilical, mas parece ser mais
eficaz no primeiro. De acordo com nossos achados, Vance e colaboradores também
encontraram maior concentracdo de ovalbumina no leite (0.12-1258 ng/mL) quando
comparada a amostras pareadas de corddo umbilical (0.05-5.67 ng/mL) (Vance et
al., 2005).

Recentemente, o grupo da pesquisadora Verhasselt demonstrou em modelo
animal que a transferéncia de antigeno via leite materno protege a prole contra
alergia respiratoria de maneira especifica (Verhasselt et al., 2008). Neste modelo, a
amamentacao protege a prole contra alergia, pois os critérios para inducdo de
tolerdncia sdo obedecidos: administracdo do antigeno via oral em ambiente
tolerogénico. Neste caso além dos fatores tolerogénicos presentes no leite como

TGF-B, imunecomplexos alérgeno-IgG permitem melhor transferéncia do alérgenos
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via receptor FCRN através da barreira intestinal do neonato, comparado aos nao
complexados (Mosconi et al., 2010).

Hipoteticamente, a IgG especifica no leite humano pode desencadear funcao
similar, pois o receptor FCRN também estd expresso nas células epiteliais do
intestino da crianca. Portanto, diferente da IgA que fica retida no limen intestinal,
imunecomplexos-lgG presentes no colostro podem ser transportados via trancitose
para a lamina propria do recém-nascido e desencadear a resposta imunorregulatoria
observada em modelo animal (Israel et al., 1997; Roopenian et al., 2007). Esta fonte
continua apds o nascimento pode ser suficiente para manter 0s niveis sistémicos no
recém-nascido e permitir a protecdo de asma quando a IgG transferida via
passagem transplacentaria ja estiver sido degradada.

Em um primeiro momento o papel de imunecomplexos na inducdo de
tolerdncia pode parecer contraditério, uma vez que classicamente o0s
imunecomplexos estdo envolvidos em reacdes inflamatorias severas e dano
tecidual, como em pacientes com IUpus eritematoso ou glomerulonefrite poés-
estreptococica. No entanto, em outros “cenarios” 0s imunecomplexos podem
suprimir a resposta imunologica. Tal observacdo ja foi demonstrada em modelo
animal (Caulfield, Shaffer, 1987; da Costa et al., 1990; Sinclair et al., 1974) e
humanos (Machiels et al., 1990, 1993). H4 alguns anos atrds, Saint-Remy et al.,
demonstraram que pacientes que sofrem de asma alérgica ao acaro
Dermatophagoides podem ser eficientemente tratados por inoculacdo de
imunecomplexos IgG-alérgeno (Machiels et al., 1990).

Ainda de acordo com a hipétese de que a IgG presente no leite materno pode
colaborar na protecdo contra alergia, estudos recentes apontam o leite como
importante forma de profilaxia contra alergias principalmente em criancas com
histérico familiar positivo a atopia. Um artigo de revisdo de estudos multidisciplinares
sobre amamentacgao analisou 56 publicacdes entre 1966 e 2001 e verificou que mais
da metade mostraram que a amamentacdo € eficaz na protecdo contra dermatite
atopica e asma, principalmente em criancas com historico familiar de atopia (Van
Odijk et al., 2003). Outro artigo de meta-analise de estudos prospectivos também
concluiu que a protecdo do leite materno € maior no grupo de criangas com histérico
familiar de asma ou sensibilizacao alérgica (Gdalevich et al., 2001). Por outro lado,
dois outros estudos prospectivos em coortes de 4089 (Kull, 2004) e 3115 criancas

(Scholtens et al., 2001) respectivamente, ndo observaram aumento na protecao no
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caso de hereditariedade para alergia. Além disso, outro estudo prospectivo que
analisou 1200 criangas verificou que a amamentagcao ndo protegeu contra a asma
alérgica aos nove anos de idade, podendo ainda aumentar o risco em desenvolver
asma em criancas com histérico familiar da doenca (Sears et al., 2002). Neste
estudo compararam criangas amamentadas por >4semanas e <4 semanas, mas o
tempo de amamentacdo foi registrado de forma retrospectiva, apenas quando a
crianca completou 3 anos de idade. Similar a ele, um estudo randomizado que
recrutou mais 17.046 pares de méae-crianca e acompanhou 81,5% dessas criancas
até os 6,5 anos de idade, ndo confirmou efeito protetor da amamentacdo na
prevencado da asma (Kramer et al., 2007).

De forma geral, todos estes dados dificiimente podem ser comparados em
relacdo ao protocolo experimental, critério de analise, selecdo da populagcédo, assim
como a qualidade e duracdo da amamentacdo, pois por natureza a decisdo em
amamentar nunca é randomizada. E importante ressaltar que nem a exposi¢&o
materna aos alérgenos e tdo pouco a presenca destes fatores no leite materno
foram levados em consideracdo nestes trabalhos, podendo explicar parte da

controvérsia observada entre eles.

Acredito no potencial tolerogénico que o leite materno possui e fornece a
crianca e pretendo seguir com essa investigacdo, cujo principal objetivo sera
identificar os possiveis fatores protetores contra a alergia e 0s parametros que
condicionam sua presenca no leite humano. Estudos clinicos para verificar se a
transferéncia destes alérgenos, na presenc¢a ou ndo de anticorpos especificos, pode
conferir protecdo contra alergia nas criancas amamentadas ja estdo em andamento.
O presente trabalho representou o primeiro passo para tal investigacdo que sera de
extrema importancia para o esclarecimento e direcionamento das praticas de

amamentacao em relacdo a protecdo alérgica.
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Alérgenos ambientais estédo presentes no corddo umbilical e colostro e, portanto,
podem ser transferidos a crianca durante o periodo fetal e de amamentacéao;
respectivamente. Dentre eles:

- 0 Der p 1, principal alérgeno do acaro Dermatophagoides pteronyssinus;

- 0 Blo t 5, principal alérgeno do acaro Blomia tropicalis.

anticorpos S-IgA especificos aos acaros Der p e Blo t estdo presentes no
colostro materno em concentracdes bastante variaveis, e sua concentracdo nao

apresenta relacdo com o estado atopico materno;

a atopia é um fator critico para o aumento de IgG materna especifica ao Der p e
Blo t, tanto no colostro como no corddo umbilical de seus respectivos recém-

nascidos.
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Introduction

Abstract

There is strong evidence from animal models that placental and/or breast
milk-mediated transfer of maternal allergen-specific IgG prevents allergic
immune responses in the progeny. Both human and animal data also point to
IgA as having an important regulatory role. In contrast, little is known about
maternal transfer of IgG and IgA specific for respiratory allergens in humans.
Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) is an indoor allergen that is a major cause
of asthma worldwide. We analysed maternal to child Der p-specific 1gG and
IgA transfer in a cohort of 77 paired maternal and child samples. We found
Der p-specific IgG and its IgG1, IgG2 and IgG4 subclasses in all cord blood
samples. Except for IgGl, cord levels were higher in newborns from atopic
mothers (z = 29) compared to non-atopic mothers (z = 48). Der p-specific IgA
was found in all colostrum samples and levels were independent of maternal
atopic status. Notably, anti-Der p IgG was also found in colostrum and levels
were higher in atopic mothers. We believe that our work is a critical first step
in the identification of early factors that may impact asthma development and
should guide the development of clinical studies that assess whether Der p-spe-
cific IgG and IgA protect children from allergy as demonstrated in animal
models.

IgG2 is associated with polysaccharide antigens, and
IgG4 class switching is stimulated by TH2-type cyto-
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Atopic asthma affects millions of children worldwide [1].
Pathogenesis of allergic disease results from complex
interactions between genetic and environmental factors
such as pollution, tobacco and microbial exposure includ-
ing microbiota of the gastrointestinal tract. In most
cases, symptoms of allergic asthma manifest in childhood,
and the immunological changes leading to atopy can
occur very early in life and even during gestation [2].
Thus, identifying early factors that predispose to asthma
development may help to improve primary prevention.
During pregnancy, mothers transfer to the foetus
immunoglobulins (Ig) that recognize antigens to which
she has been exposed [3]. IgG is the main Ig isotype
transferred across the placental barrier [3-5], and its
subclasses are ordered according to their relative serum
levels: IgGl > IgG2 > IgG3 > IgG4. IgGl and IgG3
are generally induced in response to protein antigens,
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kines [6].

After delivery, Ig can be transferred by breastfeeding
as it is the most abundant Ig found in human milk
[7]. Most studies in humans have focused on placental
transfer of IgG or milk transfer of IgA molecules spe-
cific for microbial antigens and have demonstrated their
role in infectious disease prevention [7, 8]. There is also
some evidence from animal models that transferred
maternal Ig could exert a regulatory role in their prog-
eny. Experimental data in rodents indicate that maternal
allergen-specific IgG transferred by placenta and/or
breastfeeding prevents allergic sensitization in the prog-
eny [2, 9-16], and animal and human studies indicate
that IgA can exert an immunoregulatory role [17-20].
In humans, only a few studies have demonstrated the
presence of IgG [21, 22] or IgA [23-26] specific for
food and respiratory antigens in cord blood or breast

619
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milk, respectively. To date, no study has demonstrated
the transfer of IgG specific for respiratory allergens by
breast milk.

In this study, we investigated whether mothers can
provide to their children antibodies specific for Dermato-
phagoides preronyssinus (Der p), a major allergen in house
dust and one of the most frequently implicated respira-
tory allergens in allergic asthma [27-30]. In particular,
we assessed whether anti-Der p antibodies were detected
in cord blood and/or colostrum and whether maternal
atopic status had any influence on the amount of anti-
body.

Methods

Study design. A total of 77 healthy mothers and their
newborns were selected at Maternidade de Campinas Hos-
pital in Campinas, Sdo Paulo, Brazil, between February
and July 2006. The selection criteria included mothers
giving birth to healthy, full-term and adequate-for-gesta-
tional-age-weight infants. Demographic data and details
about the antenatal care of the mothers were obtained
from their medial records and a directed questionnaire.
The information included maternal age, parity, medica-
tions during pregnancy and atopic status (e.g. atopic rhi-
nitis or asthma) established by a typical clinical history.
Total and Der p-specific IgE were assayed in blood sam-
ples from all mothers. Inclusion criteria for atopic moth-
ers were clinical manifestations of rhinitis, asthma or
atopic dermatitis and anti-Der p IgE concentration
23.5 KU/l (n = 29). A group of non-atopic healthy
mothers (anti-Der p IgE concentration <0.3 KU/l and
absence of atopic symptoms) was included in the study as
a control group (z = 48). Exclusion criteria for enrolment
of all mothers were hypertension, diabetes, infections,
immunodeficiency, and those who had received corticos-
teroids, transfusion of blood-derived products or other
drugs related to chronic diseases during pregnancy. The
study was approved by the University of Sao Paulo Insti-
tute of Biomedical Sciences Ethics Committee in accor-
dance with the Brazilian Ministry of Health Resolution
96/1996 and the Helsinki Declaration.

After mothers signed the
informed consent, cord blood was collected from large

Serum and colostrum samples.

veins on the foetal side of the placenta immediately after
delivery. Maternal peripheral venous blood and colostrum
samples were collected within 48 h after delivery. Approx-
imately 5 ml of colostrum was collected manually and, on
the same day, centrifuged for 30 min at 160 g at 4 °C.
The top layer of fat and the pellet were discarded, and the
intermediate fluid fraction was aliquoted and stored at
—80 °C until analysed. Serum was separated from mater-
nal and cord blood and stored at =80 °C until assayed.
Total and Der p-specific IgE quantification. Total and
anti-Der p IgE antibodies from maternal serum samples
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were analysed by chemiluminescent immunoassay (AD-
®

VIA Centaur

according to manufacturer’s recommendations [31].

and Cap System Pharmacia®, respectively),

In the Cap System Pharmacia® assay, the specific IgE
concentration is expressed in KU/I; values 23.5 KU/1
were considered positive for specific IgE. In the ADVIA
Centaur® assay, total IgE concentration is expressed in
IU/ml, with a detection level of 1.5 IU/ml.

Total 1gA quantification.
colostrum samples by enzyme-linked immunosorbent
assays (ELISA), as described [32] with modifications.
Briefly, colostrum samples were diluted 1:10,000 in
duplicate and incubated for 2 h in anti-human IgA (I-
0884; Sigma, St. Louis, MO, USA) coated plates. As a
standard, we used IgA purified from human colostrums

Total IgA was measured in

(I-2636; Sigma), and as secondary antibody, peroxidase-
conjugated anti-human IgA (A0295; Sigma) diluted
1:6000 (1 h 30 min) was used. Ortho-phenylenediamine
(OPD) was used as the chromogenic substrate, and IgA
concentration was expressed as mg/ml.

Anti-Der p 1gG and 1gA quantification.  Microplates
(Costar, Cambridge, MA, USA) were coated overnight at
4 °C with 5 pg/ml of Der p extract from IPI-ASAAC,
Sdo Paulo, BR, or with Der p extract from Greer Labora-
tories, Lenoir, NC, in phosphate-buffered saline (PBS).
Both Der p preparations gave similar results. Plates were
then saturated with 5% non-fat dry milk in PBS—Tween
0.1% for 1 h at room temperature. Samples and second-
ary antibodies were added as described below and bound
antibodies were revealed by the addition of a solution
containing 0.4 mg/ml OPD and 0.01% H,O, in 0.1 M
phosphate—citrate buffer (pH 5.0). After 30 min of incu-
bation, the reaction was stopped with 50 ul of 2.5 N
H,SOy. Plates were washed with PBS-Tween 0.1%
between each step. Optical absorbance at 492 nm was
measured by a microplate reader (Labsystems Multiskan
MS, Farnborough, Hampshire, UK).

For Ig detection, sample dilution and secondary anti-
bodies were prepared as follows.

Serum anti-Der p I¢gG: Maternal and cord serum were
added in duplicate at a dilution of 1:100 followed by two-
fold serial dilutions and incubated at 37 °C for 2 h. HRP-
conjugated anti-human IgG (A8419; Sigma) at a dilution
of 1:400 was used as secondary antibody and incubated at
37 °C for 2 h. Results were expressed as arbitrary units
(AU)/ml obtained by comparison of optical density (OD)
values of a serum pool (collected from 24 mothers with
anti-Der p IgE concentration 217.5 KU/1) and defined to
contain 1000 AU/ml of anti-Der p IgG.

Serum anti-Der p IgG subclasses: Paired maternal and cord
serum samples were added in duplicate at dilutions of 1:5
(IgG1), 1:2 (IgG2) and 1:2 (IgG4), followed by twofold
serial dilutions, and incubated for 1.5 h on Der p-coated
plates. As secondary antibody, biotinylated anti-human
IgG1 (555869; BD Pharmingen, San Diego, CA, USA),

© 2011 The Authors
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IgG2 (555874; BD Pharmingen) and IgG4 (555882; BD
Pharmingen) were used at dilutions of 1:500, 1:1000 and
1:100, respectively, and incubated for 1.5 h. This step was
followed by incubation with streptavidin-HRP (554066;
BD Pharmingen) diluted 1:500, 1:1000 and 1:500, respec-
tively, for 1.5 h. Concentrations were expressed as arbitrary
units (AU/ml) as described previously.

Colostrum anti-Der p IgA: Colostrum samples in dupli-
cate were diluted 1:100 followed by two steps of twofold
serial dilutions and incubated at 37 °C for 2 h on puri-
fied Der p-coated plates. As secondary antibody, we used
peroxidase-conjugated anti-human IgA (A0295; Sigma)
diluted 1:6000 and incubated 1.5 h at 37 °C. The results
were expressed as arbitrary units (AU/ml) obtained by
comparison with a colostrum pool (collected from 24
mothers with anti-Der p IgE concentration 217.5 KU/1)
and defined to contain 1000 AU/ml of colostrum anti-
Der p IgA.

Colostrum anti-Der p IgG: Colostrum anti-Der p IgG
quantification was performed as described for colostrum
anti-Der p IgA with some modifications: colostrum sam-
ples were diluted 1:2 and incubated at 37 °C for 2 h on
purified Der p-coated plates. As secondary antibody, we
used anti-human biotinylated IgG (555785; BD Pharm-
ingen) followed by streptavidin-HRP (554066, BD
Pharmingen), both diluted 1:500 and incubated for 1.5 h
at 37 °C. OPD was used as the chromogenic substrate,
and concentrations were expressed as arbitrary units
(AU/ml) obtained by comparison with a colostrum pool
as described previously.

Statistical analyses. Statistical analyses were performed
using GRAPHPAD PrisM version 5.00 for Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Dots repre-
sent individual data points, and horizontal lines, the
medians of each group. Mann—Whitney test was used to
determine statistical differences because the D’Agostino—
Pearson normality test was not passed. Kruskal-Wallis
test was performed to compare more than two groups.
When significant differences were found, a Mann—Whit-
ney test was performed to determine which groups dif-
fered. Correlation coefficients of antibody levels in
maternal serum versus colostrum or cord blood were
determined using Spearman’s tests. Two-tailed P-values
<0.05 were considered statistically significant and graphi-
cally represented as *P < 0.05; **P < 0.01; ***P <
0.001; *#*%P < 0.0001.

Results

Characteristics of the study population

The study population was divided into two groups
according to maternal atopic status defined by the pres-
ence of anti-Der p IgE 2 3.5 KU/I and associated allergic
symptoms. The characteristics of the two groups are sum-
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marized in Table 1. Total and anti-Der p IgE concentra-
in blood
significantly higher than non-atopic mothers (Table 1).

tions samples from atopic mothers were
Maternal age, infant weight and height, and male-to-
female ratios were similar between the two groups

(Table 1).

Der p-specific IgG in cord blood and maternal serum

Anti-Der p 1gG was detected in cord blood of all neo-
nates. Anti-Der p IgG concentrations were significantly
higher in cord blood of neonates from atopic mothers
compared to neonates from non-atopic mothers (Fig. 1A
and Table 2). In addition, neonatal anti-Der p I1gG corre-
lated with anti-Der p IgE levels in maternal blood (data
not shown; Spearman » = 0.2, P = 0.006). Similarly to
their children, atopic mothers showed higher concentra-
tion of anti-Der p IgG compared to non-atopic mothers
(Fig. 1A and Table 2), and Der p-specific IgG in maternal
blood correlated with anti-Der p IgE levels (Spearman
r = 0.2, P = 0.009). Anti-Der p 1gG levels in cord blood
correlated strongly with the maternal concentration for
both atopic and non-atopic groups (Fig. 1B). The ratio of
cord blood to maternal blood anti-Der p IgG levels was
not affected by maternal concentration
(Fig. 1C).

antibody

Der p-specific 1gG1, 19G2 and lgG4 in cord blood and
maternal serum

Anti-Der p 1gG2 and IgG4 concentrations were signifi-
cantly higher in cord blood of neonates of atopic mothers
compared to non-atopic mothers (Fig. 2B,C and Table 2),

Table 1 Characteristics of the study population.

Atopic (7 = 28) Non-atopic (# = 48)

Mother
Total IgE (UL/ml)
Der p-specific IgE
(KU/ml)

263.2 (17.3-3910) %k
20.7 (3.4-100)*sk

16.45 (1.5-1543)
<0.35 (<0.35—<0.35)

Age (years) 26.5 (16-40) 26.5 (15-37)
Gestation, %
(number)
1 55 35
2 31 38
3 14 17
>4 0 10
Newborn
Weight (kg) 3.2 (2.3-4.2) 3.3 (2.4-4.5)
Height (cm) 48.6 (45-53) 49.1 (44.5-52.8)
Sex (%)
Male 52 42
Female 48 58

Data represent median values and range (shown in brackets). Results
obtained in atopic and non-atopic groups were compared, and statistical
difference was calculated by Mann—Whitney test.

##kkSratisticaly significant values.
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Figure 1 Der p-specific IgG concentration in maternal and cord blood.
Der p-specific IgG levels were determined in paired maternal and cord
blood samples. Data are compared according to maternal atopic status
by Mann—Whitney test (A). Der p-specific IgG concentrations obtained
in cord blood are correlated with concentrations in respective maternal
blood by Spearman test (B). Cord/maternal serum ratios of Der p-spe-
cific IgG obtained at low, intermediate and high levels of respective
maternal anti-Der p IgG levels (C).

while the anti-Der p IgG1l concentration was equivalent
in both groups (Fig. 2A and Table 2). Further, cord
blood anti-Der p IgG2 and IgG4, but not IgGl, corre-
lated with maternal anti-Der p IgE concentrations (Spear-
man 7 = 0.2, P =0.03 and » = 0.5, P < 0.0001 for

P. Macchiaverni et al.

IgG2 and IgG4, respectively). As observed in the neo-
nates, maternal blood IgG2 and IgG4 levels were higher
in the serum of atopic mothers compared to non-atopic,
while IgG1 levels were similar in both groups (Fig. 2A—
C), and Der p-specific IgG subclasses in maternal blood
correlated with anti-Der p IgE levels with the exception
of IgG1l (data not shown; Spearman r = 0.2, P = 0.03
and r = 0.5, P < 0.0001 for IgG2 and IgG4, respec-
tively).

Cord blood anti-Der p 1gG1l, IgG2 and IgG4 corre-
lated strongly with respective maternal levels in both
groups (Fig. 2D-F), and the ratio of cord blood to mater-
nal blood antibody levels decreased at high maternal anti-
body concentration (Fig. 2G-I). We also found that the
ratio of cord blood to maternal serum anti-Der p IgGl
was higher than for the other IgG subclasses in both
groups (Table 2).

Der p-specific IgA and IgG in colostrum

Total and anti-Der p IgA were detected in all colostrum
samples without significant differences between atopic
and non-atopic mothers (Fig. 3A). For both groups, a
positive correlation was found between total and anti-Der
p IgA concentrations in colostrum (Fig. 3B). We did not
find any correlation between anti-Der p IgA levels in
colostrum and anti-Der p IgG or IgE levels in maternal
blood, as expected, because most of the IgA found in
colostrum is produced peripherally, in mammary tissue.
In addition to anti-Der p IgA, we found anti-Der p
IgG in all colostrum samples (Fig. 4 and Table 2). Anti-
Der p 1gG concentrations in colostrum were higher in
atopic mothers (Fig. 4A) and correlated with maternal
anti-Der p IgE r = 0.3;
P = 0.002). Colostrum anti-Der p IgG concentrations

concentrations  (Spearman
correlated with maternal blood anti-Der p IgG in the
non-atopic group but not in the atopic group (Fig. 4B).

Discussion

This study demonstrates the presence of Der p-specific
IgG in all cord blood samples as well as Der p-specific
IgA and IgG in all colostrum samples. Others have pre-
viously shown the presence of IgG antibodies specific for
respiratory antigens from birch pollen (Bet v 1), cat (Fel d
1) and Dermatophagoides farinae (Der f 1) in cord blood
samples [22, 33, 34]. In those studies, not all samples
were positive, which probably reflects differences in
immunogenicity of the allergen tested and in the mater-
nal exposure to the allergens. In this case, Der p is an
indoor allergen that is widely distributed in the humid
regions of the world [27-30].

The analysis of IgG subclass concentrations in mater-
nal and cord blood demonstrates that cord blood concen-
trations of anti-Der p IgG, IgGl, 1gG2 and IgG4

© 2011 The Authors
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Table 2 Der p-specific IgG levels in maternal serum and colostrum and neonate umbilical cord serum.

Maternal serum

Umbilical cord serum

Colostrum Cord/maternal serum ratio (%)

Atopic (7 = 29)
Anti-Der p 1gG
Anti-Der p IgG1

1266 (130-3321)
133.5 (10.9-1205)

1121 (84-3704)

Anti-Der p 1gG2 96 (4.8-1344) 65.8 (1.5-1162)

Anti-Der p 1gG4
Non-atopic (7 = 48)
Anti-Der p 1gG
Anti-Der p IgG1

44.6 (0.5-5357) 29.4 (0.0-4498)

656.4 (69-3585)
96.2 (0-405)

606.1 (67-3296)

Anti-Der p 1gG2 37.6 (0.8-1219) 33 (0.6-1393)

Anti-Der p IgG4 4.9 (0.0-42.3) 3.1 (0.0-48.5)

213.1 (36.2-1902)

144.7 (17.6-1366)

352 (17.8-10807) 98.72 (52.5-182.1)
- 177.7 (78.1-462.9) T

kKK

- 89.9 (31.2-189.1)

* kKK

_ 88.7 (0.0-222) 1

115.6 (3.5-1061.2) 94.35 (62.86-187)
- 170.5 (66.5-1398) T

K Kk

- 82.1 (17.39-8441)

kKK

- 87.8 (5.4-1317) 1

—, not performed.

Anti-Der p 1gG levels are expressed in AU/ml. Data represent median values and ranges (shown in bracket). Cord/maternal serum ratios represent the

median of the ratio calculated for each pair of cord/maternal samples. For both atopic and non-atopic group, we compared I1gG1l, IgG2 and IgG4

cord/maternal serum ratio.
#H#4Satistically significant values.

correlated strongly with respective maternal values. We
also found that both maternal serum and cord blood
anti-Der p 1gG, 1gG2 and IgG4 correlated with maternal
IgE levels, and we found higher levels of IgG, IgG2 and
IgG4 in cord blood of neonates from atopic mothers as
compared to non-atopic mothers. Such correlation was
not found for anti-Der p IgGl, and concentrations of
IgG1 were equivalent in both groups. In addition, as pre-
viously described by others [33], we detected anti-Der p
IgG and subclasses in maternal serum and cord blood in
the absence of maternal Der p-specific IgE. In addition to
the presence or absence of atopy, differences in maternal
exposure to Der p could also be responsible for differences
in IgG levels in maternal blood, colostrum and cord
blood. Although we did not measure Der p levels in sub-
jects’ homes, we did not favour this hypothesis because
all subjects live in a region where Der p is found uni-
formly in very high concentration [35].

The source of the Der p-specific IgG found in cord
blood might be of foetal origin as a result of 7n utero sensi-
tization or might be of maternal origin as a result of
maternal transfer across the placenta. Many studies have
reported that allergen-specific IgE detected in cord blood
is synthesized 7z utero and can be a marker of risk of ato-
pic disease development in children [36-38]. However,
this concept was recently challenged by Bonnelykke ez /.
[4, 5]. Comparison of allergen-specific IgE in maternal
and cord blood indicated that specific IgE in cord blood
completely matched specific IgE in maternal blood with
respect to allergen specificity, level of specific IgE and
ratio of total IgE to specific IgE. In addition, correspond-

© 2011 The Authors

ing specific IgE was not found in infant blood at
6 months of age. These observations let the authors con-
clude that the presence of cord blood IgE was, in the
majority of cases, a result of maternal transfer. Our results
showed a strong correlation between cord blood anti-Der p
IgG, IgGl, 1gG2 and IgG4 and respective maternal lev-
els. Although we do not have data on IgG levels in chil-
dren at 6 months of age, our data suggest a maternal
transfer of anti-Der p IgG subclasses across placenta.

In addition, the decreased ratio of cord blood to
maternal levels of these antibodies at high maternal con-
centrations suggests a saturable receptor-mediated trans-
fer. Notably, the syncytiotrophoblast expresses a neonatal
Fc receptor (FcRn) that is essential for IgG transfer [3,
39] and is saturable [40]. This receptor has a higher affin-
ity for IgGl, compared to other IgG subclasses, which
may explain the more efficient in wutero transfer of Der p-
specific IgG1, compared to other subclasses [3], as also
shown here.

Several studies in rodents have reported that maternal
allergen-specific IgG inhibits allergic responses in the off-
spring [2, 9-16]. Proposed mechanisms of protection by
maternal IgG include the following: (1) IgG binding to
allergen, leading to allergenic determinant masking and
clearance of the immune complexes by phagocytosis, (2)
IgG blockade of IgE binding to allergen and hence inhi-
bition of mast cell degranulation and (3) interactions
with inhibitory receptor FcyRIIb on neonatal B lympho-
cytes or dendritic cells [2, 41]. More recently, protection
from allergic airway disease by antigen transfer through
breast milk was shown to be more stronger and of longer

Scandinavian Journal of Immunology © 2011 Blackwell Publishing Ltd. Scandinavian Journal of Immunology 74, 619-627
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duration when maternal allergen-specific IgG is present
in breast milk. The authors attributed the increased pro-
tection to the formation of allergen—IgG immune com-
plexes that are easily transferred across the neonatal gut
barrier compared to uncomplexed antigen and display
tolerogenic properties [42].

Human studies also suggest an immunoregulatory role
for in utero transfer of maternal IgG. A study by Glovsky
et al. [43] analysed the effect of specific immunotherapy
during pregnancy on allergic sensitization in children.
Their data suggested that blocking antibodies induced by
immunotherapy were transferred across the placenta and
were responsible for decreased allergic sensitization in
their children. Jenmalm and Bjorkstén [21] found that
high concentration of IgG directed to inhaled allergens
in cord blood was associated with reduced atopy in chil-
dren. Another study showed a transient protective effect
of placental transfer of maternal antibodies on allergic

immune response [22]. The current study demonstrated a
higher concentration of specific IgG4 and, to a lesser
extent, of IgG2 in cord blood of neonates from atopic
mothers compared to non-atopic mothers. Although we
cannot conclude that these IgG subclasses exert an
immunoregulatory role, a protective effect has previously
been reported for IgG4 [44-46].

After delivery, breastfeeding maintains a strong inter-
action between the mother and her infant and in particu-
lar allows the continued transfer of maternal Ig. Secretory
IgA is the predominant class of Ig found in human breast
milk. This class of non-inflammatory Ig inhibits micro-
bial colonization through decreased adherence of bacteria
and viruses to mucosal surfaces and thereby protects
against gut and respiratory infections in breastfed chil-
dren [7].

immune exclusion of dietary antigens by favouring degra-

IgA can also trap food antigens, leading to
dation by pancreatic enzymes [47]. In addition to
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immune exclusion, IgA can exert immunoregulatory
effects [17-20]. The epidemiological evidence of food
allergy prevention by IgA [48-51] might be explained
by these two mechanisms. As the majority of inhaled
antigens reach the gut [52], the presence of milk-borne
Der p-specific IgA may then protect the newborn from
respiratory allergens as proposed for food allergens. Nota-
bly, we found anti-Der p IgA in all colostrum samples
tested. The range of values was broad, and we did not
observe significant differences in antibody concentrations
between atopic and non-atopic mothers. One previous
study assessed the presence of IgA to cat allergen in
human breast milk from atopic and non-atopic mothers.
This study also found a similar concentration of IgA in
both groups [26]. The absence of an effect of atopy on
IgA levels could be explained by the fact that IgA class
switching depends mainly on the presence of TGF-f§
[53]. In fact, we found similar levels of TGF-f in colos-
trum of atopic and non-atopic mothers, and we observed
that both total IgA and Der p-specific IgA levels corre-
lated with TGF-f levels in colostrum (Figure S1).

In addition to IgA specific for respiratory allergen, our
study demonstrated, for the first time, the presence of
Der p-specific IgG in colostrum. Der p-specific IgG con-
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Figure 4 Der p-specific IgG concentration in colostrum. Der p-specific
IgG levels were determined in colostrum samples. Data are compared
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respective maternal serum by Spearman test (B).

centrations were higher in colostrum from atopic mothers
compared to non-atopic mothers, and colostrum levels
correlated with maternal IgE serum levels. It is worth
noting that colostrum Der p-specific IgG concentration
correlated with maternal serum IgG levels in the non-
atopic but not in the atopic group. IgG in colostrum
could come from maternal serum, as supported by the
observation that intravenous administration of Ig to
immunodeficient mothers results in the presence of Ig in
breast milk [54]. In addition, IgG maybe synthesized
locally in the mammary gland. The latter mechanism
may operate in the atopic group because there was no
correlation between maternal serum and colostrum Der p-
specific IgG levels in that group. Studies in rodents sug-
gest that, as in the placenta, FcRn can be involved in
IgG transfer across mammary gland epithelium [55].
Notably, in contrast to IgA that stays in the gut lumen,
anti-Der p IgG can then be transferred to the neonate by
FcRn expressed in the human proximal intestine [39,
56]. This continuous supply of IgG after delivery may be
sufficient to maintain systemic levels in the neonate and
allow protection from asthma when in utero-transferred
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antibodies have been degraded. In support of this
hypothesis, a meta-analysis of prospective studies and a
multidisciplinary review of studies performed between
1966 and 2000 concluded that breastfeeding protection
from asthma was higher in the subgroup of children with
a positive family history of asthma or atopy compared
with children with no parental history of atopy [57, 58].
In the light of experimental data obtained in animal
models, our work suggests that the higher concentration
of Der p-specific IgG in colostrum from atopic mothers
may contribute to the better protection afforded upon
breastfeeding by atopic mothers.

Conclusions

Our study indicates that Der p-specific IgG can be found
in both cord blood and colostrum and identifies maternal
atopy as a critical factor for increased levels of allergen-
specific IgG in these compartments. In addition, Der p-
specific IgA is present in colostrum. Clinical studies will
be necessary to assess whether Der p-specific IgG and IgA
protect the child from allergy as demonstrated in animal
studies. In view of the increasing evidence from animal
models and importance of neonatal prevention of allergy,
this study would be a timely and necessary way to eluci-
date the role of allergen-specific Ig in early life and its
effect on allergy development.
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Résumé

Le systéme immunitaire du nouveau-né est soumis a un défi considérable devant a la fois faire face a une stimulation antigénique massive du fait
de la colonisation microbienne de la peau et du tractus digestif ainsi que de I’exposition a une multitude d’antigénes environnementaux. Outre ses
vertus nutritives et son impact sur la prévention des maladies infectieuses, le lait maternel pourrait contribuer a I’éducation du syst¢eme immunitaire
vers I’acceptation des antigénes du soi et de I’environnement inoffensifs. En effet, des études épidémiologiques rapportent un effet protecteur de
I’allaitement vis-a-vis de maladies dues a un défaut de tolérance immunitaire, telles que le diabéte de type 1, la maladie cceliaque et les allergies.
Cependant, les données de la littérature sont controversées et les mécanismes peu identifiés. Dans cette revue, nous présenterons et discuterons les
données qui suggerent que 1’allaitement pourrait exercer des effets protecteurs a I’égard des maladies allergiques par induction de tolérance
immunitaire suite au transfert d’allergeéne dans le lait. Nous présenterons les facteurs requis pour conférer ce potentiel tolérogene au lait maternel.
Une meilleure compréhension des mécanismes de tolérance en début de vie et de I’'impact de la mere sur ce processus via I’allaitement devrait
permettre de proposer de nouvelles stratégies de prévention des maladies allergiques.
© 2012 Publié par Elsevier Masson SAS.

Mots clés : Tolérance immunitaire ; Allaitement ; Nouveau-né ; Allergie ; Prévention primaire
Abstract

Neonatal immune system faces considerable challenges as it must cope with antigenic stimulus following gut and skin bacterial colonization,
and exposure to numerous new environmental antigens while organs are developing requiring low inflammation to allow harmonious growth. In
addition to its impact on child growth and prevention of infectious disease, breast-milk may help to educate the immune system towards acceptance
of non “dangerous” antigens. Indeed, epidemiological studies report that breastfeeding protects from immune-mediated diseases such as allergy,
celiac disease and Type-1 Diabetes. However, data are controversial and mechanisms unclear. Here we will present and discuss experimental data
indicating that breastfeeding-induced protection may rely on immune tolerance induction in the breastfed child upon antigen transfer through
maternal milk. The tolerogenic potential of breast milk depends on maternal exposure to common environmental and dietary antigens and the
efficiency of antigen transfer across mammary epithelium. Induction of tolerance upon breast-milk mediated antigen transfer will also depend on
the presence of immunomodulatory factors in breast-milk and of its impact on neonatal gut and immune system maturation. The better
understanding of maternal influence on tolerance induction by antigen transfer through breast milk should allow the development of new strategies
for prevention of immune mediated diseases.
© 2012 Published by Elsevier Masson SAS.

Keywords: Immune tolerance; Breast milk; Antigen; Neonate; Allergy; Primary prevention

* Auteur correspondant.
Adresse e-mail : verhasselt@unice.fr (V. Verhasselt).

1877-0320/$ — see front matter © 2012 Publié par Elsevier Masson SAS.
http://dx.doi.org/10.1016/j.reval.2012.08.002

Pour citer cet article : Macchiaverni P, et al. L’allaitement maternel peut-il prévenir les maladies allergiques par 1’induction de tolérance orale ?.
Rev Fr Allergol (2012), http://dx.doi.org/10.1016/j.reval.2012.08.002



http://www.sciencedirect.com/science/journal/18770320
http://dx.doi.org/10.1016/j.reval.2012.08.002
mailto:verhasselt@unice.fr
http://dx.doi.org/10.1016/j.reval.2012.08.002
http://dx.doi.org/10.1016/j.reval.2012.08.002
IPMC
Texte surligné 

IPMC
Texte surligné 

IPMC
Note
auteurs exacts


48

49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

86

87
88
89
90
91

+ Models
REVAL 482 1-7

2 P. Macchiaverni et al./Revue frangaise d’allergologie xxx (2012) xxx—xxx

1. Introduction

Le lait maternel, seul aliment issu du corps humain, couvre
tous les besoins nutritifs du jeune enfant jusque I’dge de six
mois et contient les vitamines, sels minéraux, oligo-éléments,
sucres, graisses, protéines nécessaires pour sa croissance. Cet
aliment dynamique évolue constamment selon les besoins de
I’enfant et s’adapte tant quantitativement que qualitativement
au cours de la croissance de I’enfant.

La réduction de plus de moitié des maladies infectieuses
respiratoires et digestives chez les enfants allaités a permis de
mettre en exergue également l'importance de 1’allaitement
maternel afin de compenser le déficit physiologique en début de
vie dans la synthése d’immunoglobuline par le jeune enfant [1].
Ainsi, les IgG maternelles transférées in utero et les IgA
transmises par le lait maternel spécifiques des agents
pathogenes de 1’environnement maternel assurent une immu-
nothérapie passive du jeune enfant [1,2].

De facon plus controversée, de nombreuses é&tudes
épidémiologiques rapportent un effet protecteur de I’allaite-
ment vis-a-vis de maladies non infectieuses dues a un
dysfonctionnement du systtme immunitaire, telles que le
diabete de type 1 [3,4], la maladie cceliaque [5] ou une
activation physiologique mais non désirée du systeme
immunitaire comme dans le cas des rejets de greffe [6,7]. La
prévention des allergies par 1’allaitement maternel fera 1’objet
principal de la réflexion de cette revue. Un point commun aux
pathologies mentionnées ci-dessus est le défaut de tolérance
immunitaire. Aussi, 1’allaitement maternel pourrait, quand les
conditions requises sont réunies, favoriser 1’induction de
tolérance immunitaire a 1’encontre de 1’antigéne transféré et
prévenir le développement de ces maladies. L’induction de
tolérance immunitaire requiert la présence a la fois de
I’antigéne et de cofacteurs qui orientent la réponse immunitaire
vers des réponses régulatrices.

Dans les paragraphes suivant, nous analyserons si les
données de la littérature sont en faveur d’un potentiel
tolérogene du lait maternel.

2. Potentiel tolérogene du lait maternel
2.1. Présence d’antigene dans le lait maternel
2.1.1. Antigenes alimentaires
Outre les protéines endogenes maternelles, le lait maternel

contient des protéines exogenes issues de 1’alimentation de la
mere.

.1.1.]. Allergeénes du lait de vache. La présence de béta-

94
95
96
97
98
99

actoglobuline a ét€ amplement étudiée [8—16]. Il s’agit d’une
protéine de 36 kDa résistante a la dégradation acide et
enzymatique, ce qui suggere qu’elle serait mieux absorbée
que les autres protéines du lait. Il existe une grande variabilité
inter- et intra-individuelle des taux de béta-lactoglobuline et
seulement la moiti€ des femmes qui consomment du lait de
vache la sécreéte dans leur lait. Les taux de béta-lactoglobuline
dans le lait maternel varient d’indétectable a 800 ng/mL avec

des taux moyens rapportés de 1 a 10ng/mL. Le pic de
concentration de béta-lactoglobuline apres ingestion de lait de
vache est a une a 12 heures et I’on retrouve la protéine jusqu’a
neuf jours apres [9].

2.1.1.2. Allergénes d’eceuf de poule. Tant [1’ovalbumine
(OVA), une protéine de 44 kDa qui représente 64 % des
protéines totales de 1’ceuf que I’ovomucoide, une protéine de
28 kDa considérée comme 1’allergéne majeur de 1’ceuf sont
retrouvés dans le lait. L’OVA est présente dans 35 % des laits a
des taux variant de 0,1 a 1200 ng/mL avec une valeur médiane
de 1 ng/mL [17]. Apres consommation d’un ceuf, les taux
d’OVA dans le lait varient de 0,1 a 11,5 ng/mL et sont détectés
dans 59 a 74 % des laits [11,17-20]. Etonnement, méme apres
trois semaines d’administration quotidienne d’ceuf, un quart des
femmes n’excréteront jamais d’ceuf dans leur lait [18].
L’ovomucoide est détectée dans 30 % des laits avec un taux
maximum de 37 ng/mL [21].

2.1.1.3. Allergénes d’arachide. Les deux allergénes majeurs
de I’arachide, Ara h 1 and Ara h 2, de poids moléculaires de
66 kDa et 17 kDa respectivement, sont détectés dans le lait
maternel. On les retrouve une a deux heures apres ingestion,
avec un pic apres six heures et une élimination rapide ensuite.
Apres l'ingestion de 50 g cacahuetes, ces allergénes sont
retrouvés dans 50 % des cas a des taux allant de 120 a 430 ng/
mL [22].

2.1.1.4. Protéine de farine de blé. La gliadine qui peut €tre
responsable chez certains individus du développement de la
maladie cceliaque mais aussi d’allergie au blé est retrouvée dans
la majorité des laits. Le groupe de Chirdo a rapporté des taux de
gliadine allant de 5 a 1200 ng/mL avec une valeur moyenne de
178 ng/mL dans les laits matures et des taux allant jusqu’a
9000 ng/mL dans les colostrums [23].

2.1.2. Antigenes respiratoires

Nous avons démontré dans un modele murin que les
antigénes respiratoires pouvaient étre retrouvés dans le lait
maternel a des taux comparables a ceux décrits pour les
antigenes alimentaires dans le lait humain [24,25]. Nous avons
retrouvé I’OVA inhalée par les meres dans le lait, soit sous
forme libre, soit associé a des IgG et des IgA lorsque les meres
avaient été préalablement immunisées a I’encontre de I’OVA.

La présence d’antigene respiratoire s’explique aisément si
I’on sait que la quasi-totalité des antigeénes inhalés se retrouvent
dans le tractus digestif [26,27]. Les antigénes inhalés sont en
effet, soit capturés au niveau nasal et ensuite déglutis, soit
déposés au niveau pulmonaire et rapatriés vers le tractus
digestif via I’escalator muco-cilié. Ils suivent ensuite le méme
trajet que les antigénes alimentaires vers la glande mammaire.
Seule une petite fraction des antigénes respiratoires rejoindrait
directement la circulation sanguine via 1’épithélium alvéolo-
capillaire [28,29] et ensuite la glande mammaire.

Chez I’homme, Casas et Bjorksten ont décrit la présence de
I’allergene de chat Fel d 1 associé a des IgG dans le sérum
maternel [30]. Der pl, D’allergéne majeur des acariens a
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également été retrouvé dans le sang maternel [31] et les
anticorps de type IgG et IgA spécifiques des allergénes
d’acariens ont été retrouvés dans le sérum de meres atopiques et
non atopiques [32]. Ces données suggerent fortement que dans
le lait humain aussi des allergenes repiratoires pourraient étre
retrouvés libres ou associés a des anticorps. Aussi, nous avons
récemment pu détecter I’allergene Der pl dans les colostrums
et lait humain a des taux allant de 10 a 1000 pg/mL (nos
données non publiées).

2.2. Différences d’exposition antigénique chez le jeune
enfant qui est allaité et celui qui ne l’est pas

Au vu des données décrites ci-dessus, on peut conclure que
I’enfant allaité aura une exposition antigénique qualitativement
et quantitativement tres différence de 1’enfant non allaité. En
effet, I’enfant nourri par des laits artificiels recevra exclusive-
ment des antigenes de lait de vache en haute quantité (de I’ordre
du gramme par jour) alors que I’enfant allaité recevra par voie
orale une multitude d’antigenes dérivés de 1’alimentation
maternelle et vraisemblablement aussi inhalés par la mere. Par
rapport a une exposition alimentaire directe, ces antigenes se
retrouvent en quantit€é 1000 fois plus basse, condition
favorables a I’induction de tolérance orale [33]. De plus,
comme discuté ci-dessous, le lait maternel contient des facteurs
qui peuvent affecter considérablement I’induction de tolérance
orale et qui sont absents pour la plupart des laits artificiels
notamment suite aux traitements thermiques qu’ils subissent.

2.3. Quels sont les facteurs qui conditionnent la présence
d’antigéne dans le lait maternel ?

Hormis nos données obtenues dans un modele murin, il n’ y
a pas d’étude concernant les facteurs qui gouvernent les taux
d’allergenes respiratoires dans le lait ; néanmoins, au vu de ce
que nous avons détaillé plus haut, il est fort probable que ce soit
les mémes facteurs que ceux requis pour les antigenes
alimentaires.

Pour ceux-ci, on peut proposer que I’alimentation maternelle
(ou exposition par voie respiratoire pour les allergénes
respiratoires), la digestion, le passage au travers la muqueuse
digestive maternelle, 1’élimination par le systéme réticulo-
endothélial et le transfert vers la glande mammaires sont
impliqués.

La plupart des études ne montrent pas de corrélation directe
entre la consommation d’un antigéne alimentaire et sa présence
dans le lait [10,16-18,20]. Le statut atopique de la mere ne
semble également pas associé a des taux plus hauts ou bas
d’antigeénes dans le lait [12,17]. Sorva et al. n’ont pas trouvé de
corrélation entre la perméabilité intestinale a des molécules de
haut poids moléculaire (PEG 3000) et les taux de béta-
lactoglobuline dans le lait maternel [9]. L’association de
I’antigene a des IgG spécifiques pourrait favoriser le passage de
I’antigéne grace a I’utilisation d’un transfert protégé via le Fc
récepteur néonatal (FcRn) exprimé au niveau de 1’épithélium
digestif [34] ; alors que I’association de I’antigene a des IgA
spécifiques préviendrait son absorption [35]. Les mécanismes

de transfert de I’antigeéne au travers la glande mammaire sont
peu étudiés. Un parallélisme hypothétique peut étre fait avec le
transfert au travers la barriere intestinale suggérant que des
mécanismes para- et trans-cellulaires agiraient [36]. Certaines
études ont utilisé le rapport sodium/potassium comme témoin
de la perméabilité paracellulaire de la glande mammaire
[37,38] ; cependant, aucune n’a analysé a I’heure actuelle s’il y
avait une corrélation entre perméabilité paracellulaire et
transfert d’antigeéne. Le FcRn qui, comme nous 1’avons décrit
plus haut est exprimé au niveau de 1’épithélium intestinal, 1’est
aussi au niveau de la glande mammaire [39,40] et ainsi
permettrait le transfert de complexes immuns circulants IgG-
antigénes communément retrouvés chez les individus atopiques
ou non [11,30,41,42].

La présence de complexes immuns IgA-antigénes dans le
lait maternel a été décrite pour des antigenes alimentaires, tels
que la gliadine et 1’ovomucoide [21,23]. Dans ce cas, les
complexes immuns sont trés probablement formés localement
étant donné que la synthese des IgA secrétoires a lieu au niveau
de la glande mammaire elle-méme [2].

Enfin, une autre voie possible de transfert protégé d’antigene
vers le lait maternel serait les exosomes, des nanovésicules
produites par des cellules du systéme immunitaire mais aussi
I’épithélium intestinal. Dans ce dernier cas, il a été€ décrit que
les exosomes permettaient un transfert protégé des antigens
luminaux vers la lamina propria sous une forme immunogé-
nique ou tolérogénique [43,44]. Aussi, de fagon tres
intéressantes, des exosomes sont retrouveés dans le lait maternel
[45] ; leur origine est a ce jour inconnue et pourrait étre issus
des cellules épithéliales mammaires ou les leucocytes du lait.

2.4. Cofacteurs tolérogénes du lait maternel
2.4.1. Cytokines tolérogenes

2.4.1.1. TGF-béta. Le TGF-béta est une cytokine essentielle
dans I’induction et le maintien de tolérance [46]. La présence de
faible concentration de TGF-béta dans I’intestin du nouveau-né
contrastant avec les hauts taux de TGF-béta du lait maternel
[47] illustre a nouveau la complémentarité mere—enfant
apportée par 1’allaitement. Les travaux de Pentilla réalisés
chez le rat ont démontré le role régulateur du TGF-béta du lait
maternel tant au niveau de I’inflammation intestinale qu’au
niveau de la prévention des allergies [48,49]. Nous avons
observé que I’induction de tolérance par transfert d’antigéne via
le lait maternel et la prévention d’allergie étaient totalement
abolies en cas de déplétion du lait maternel en TGF-béta [25].

Les études chez ’homme sont également en faveur d’un
effet protecteur du TGF-béta du lait maternel vis-a-vis du
développement de maladies allergiques [50]. Les facteurs qui
conditionnent les taux de TGF-béta dans le lait sont peu
identifiés. Nous avons observé des taux extrémement repro-
ductibles de TGF-béta dans les lait de souris, qu’elles soient de
fond génétique différents, allergiques ou non, immuno-
compétentes ou immuno-déficientes. (Verhasselt, non publi€).
Chez I’homme, les taux de TGF-béta semblent beaucoup plus
variables sans qu’aient ¢té identifiés les causes de ces
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variations ; la prise de probiotiques quant a elle augmenterait
les taux de TGF-béta dans le lait [51,52].

2.4.1.2. Autres cytokines. Outre le TGF-béta, d’autres cyto-
kines anti-inflammatoires, telles que 1’'IL-10 et pro-inflamma-
toire, telles que le TNF-a, IL-6, IL-1, IFN-g, IL-4, 1I-5, IL-13,
ont été retrouvées a des taux variables dans le lait maternel [53].
Des lors, la balance pro- ou anti-inflammatoire de ces cytokines
influera certainement sur le potentiel tolérogene du lait
maternel.

2.4.2. Anticorps maternels

Outre la présence bien documentée d’IgA anti-microbienne
dans le lait maternel, on retrouve des IgA dirigées contre les
antigenes alimentaires [21,23], ainsi que respiratoires [32]. De
plus, des IgG anti-allergene respiratoire [32] et alimentaire (nos
données non publiées) sont retrouvés dans le lait. Dans un
modele murin, nous avons observé que la présence d’IgG, et
non des IgA, spécifiques de 1’allergene était un puissant
potentiateur de l’induction de tolérance suite au passage
d’antigeéne via le lait. Nous avons pu démontré que cet effet était
lié a un transport accru de ’antigéne au travers la muqueuse
digestive via le FcRn [24,34] ainsi qu’aux propriétés
tolérogénes intrinseques des complexes immuns IgG-
allergénes du lait maternel [24].

Le haut rapport IgG/antigen et la glycosylation des anticorps
du lait maternel pourraient contribuer a cet effet tolérogene
[54-57].

2.4.3. Autres composés potentiellement protecteurs du lait
maternels

Le rapport entre les taux d’acides gras n-6 versus n-3 dans le
régime alimentaire maternel durant la période d’allaitement
influence I’efficacité d’induction de tolérance suite au transfert
d’antigéne par le lait chez le rat [58]. D’autres molécules
immuno-régulatrices sont retrouvées dans le lait et pourraient
influencer I'induction de tolérance, telles que 1’ostéopontine
[59,60], la vitamine A [61], la vitamine D, les glucocorticoides
[62].

Le lait maternel peut également affecter 1’induction de
tolérance orale par un effet sur la maturation de la barriere
digestive. En effet, le colostrum et dans une moindre mesure le
lait mature contient de nombreuses molécules qui stimulent la
maturation de la barriére intestinale [63]. Parmi celle-ci,
I’epidermal growth factor (EGF) a été beaucoup étudi€ par sa
capacité de prévenir I’entérocolite nécrosante [64]. D’autres
facteurs, tels que 1’erythropoetin, 1insulin-like growth factor,
I’ hepatocyte growth factor, le basic fibroblast growth factors ou
encore le TGF-béta agissent de concert pour induire le
développement harmonieux de I'intestin. Cette maturation de
I’intestin est associée a une diminution de la perméabilité
intestinale, ce qui laisse suggérer un impact sur 1’induction de
tolérance orale [36].

Enfin, il semble actuellement de plus en plus évident que le
microbiote intestinal est déterminant pour la maturation du
systéme immunitaire de I’enfant et des lors sa susceptibilité a
I’induction de tolérance [65—-67]. Aussi, I’'impact de 1’allaite-

ment maternel via la présence de prébiotiques, de molécules
anti-microbienne, telles que lactoferrine, lysozyme, IgA, sur la
microbiote intestinale de 1’enfant fait 1’objet de nombreuses
études mais que nous en détaillerons pas ici [68].

2.5. Evidences chez I’homme et ’animal que [’allaitement
peut prévenir les allergies par induction de tolérance orale

La prévention des allergies par I’allaitement maternel a fait
I’objet de nombreuses études résumées dans les trés bonnes
revues de Kramer, Greer et al. et Zeiger [69-71]. Une analyse
multidisciplinaire de la littérature a retenu 56 publications
publiées entre 1966 et 2001 : la moitié des études constatait que
le fait d’allaiter durant au moins trois mois permettait la
réduction du développement de dermatite atopique et d’asthme
et ce, surtout si les enfants avaient une histoire familiale
d’allergies [72]. Une meta-analyse d’études épidémiologiques
a conclu que le fait d’allaiter protégeait et que le taux de
protection était plus élevé dans le sous-groupe d’enfants avec
une histoire familiale d’asthme [73]. Deux études sur des
cohortes de 4089 [74] et 3115 enfants [75] ont démontré que
I’allaitement protégeait mais cette fois sans impact du statut
allergique des parents sur I’effet protecteur. Enfin, dans une
étude de 1200 enfants, le fait d’allaiter ne protégeait pas contre
le développement d’asthme et semblait méme augmenter le
risque d’asthme chez les enfants avec une histoire parentale
d’allergie [76]. L’hétérogénéité des résultats pourrait étre le
reflet de différences méthodologiques mais aussi traduire le fait
que les mécanismes qui sous-tendent la protection par
I’allaitement ne sont pas bien connus et que des lors certaines
variables ne sont pas prises en compte dans 1’analyse. Aussi,
peu/pas d’études ont testé I’hypothese que I’allaitement serait
protecteur s’il remplit les conditions nécessaires a 1’établisse-
ment de tolérance orale : présence de 1’allergene et facteurs
tolérogenes. A I’inverse, de nombreuses études ont testé si
I’éviction d’un allergéne durant 1’allaitement pouvait prévenir
les allergies partant que, chez 1’adulte, I’éviction est
classiquement adoptée pour éviter les manifestations allergi-
ques. Les résultats de ces études démontrent qu’aucun bénéfice
a long terme ne pouvait étre attendu par cette approche
[70,71,77-81]. Dans I’interprétation des études sur 1’éviction
ou a I'inverse 1’exposition de I’antigéne durant I’allaitement, il
est crucial de déterminer les taux de I’antigeéne dans le lait au vu
des données que nous avons résumées ci-dessus et qui
démontrent 1’absence de corrélation entre la consommation
d’un antigeéne alimentaire et sa concentration dans le lait. Cela
n’a cependant pas été réalisé. Enfin, les cas décrits d’allergie
aux protéines du lait de vache chez les enfants exclusivement
allaité pourraient remettre en question I’induction de tolérance
par le lait maternel. Néanmoins, ces cas sont, d’une part,
extrémement rares (moins de 0,5 % comparativement aux 3 a
5 % chez les enfants nourris au lait de vache) [8,9,13] et, d’autre
part, dans ces cas, il n’est pas démontré que la sensibilisation
allergique a eu lieu par la voie du lait maternel. En effet,
certains travaux démontrent que la sensibilisation allergique a
des antigenes alimentaires pourrait avoir lieu par contact cutané
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avec des particules aérosolisées d’antigénes alimentaires
[82,83].

Les études chez I’animal quant & elles ont clairement
démontré que le passage d’antigene via le lait maternel
prévenait I’induction de réponses immunitaires effectrices
spécifiques de I’antigéne transféré [24,25,58,84—87] ainsi que
le développement de maladies allergiques [24,25,88,89]. Nos
travaux ont démontré que les souris exposées par voie orale ou
respiratoire a I’OVA pendant I’allaitement étaient protégées du
développement d’asthme [24,25] et de diarrhée allergique (nos
données non publiées) et ce, dans diverses souches génétiques
de souris. La présence d’OVA seule dans le lait était insuffisante
pour conférer la protection et la présente conjointe de TGF-béta
et/ou d’IgG anti-OVA était requise. Comme discuté plus haut,
I’effet le plus marquant dans la potentialisation de la tolérance a
été observé avec les IgG anti-OVA induisant une protection
quasi totale et de longue durée, médiée par des lymphocytes T
régulateurs exprimant la molécule FOXP3. Actuellement, nous
nous efforcons de déterminer si le transfert via le lait
d’allergenes autres que 1’OVA, tels que les allergenes
d’acariens ou de lait de vache sont également capables
d’induire de la tolérance chez la souris. Dans des cohortes
meres—enfants, nous vérifions si nos observations faites chez la
souris sont transposables a 1’homme.

3. Conclusions

Le lait maternel apporte au jeune enfant a la fois son
alimentation, une immunité passive, des facteurs de croissance
et de multiples composés qui influencent activement le
développement de son systéme immunitaire. Les observations
faites chez I’animal démontrent que le transfert d’antigeénes
alimentaires et respiratoires via le lait maternel peut contribuer
au développement de tolérance immunitaire et la prévention
des allergies sous réserve de la présence conjointe dans le lait de
facteurs tolérogénes. Chaque lait pourra dés lors avoir un
potentiel tolérogene différent qui dépendra de I’exposition
maternelle aux allergenes, la perméabilité de la glande
mammaire, le statut immunitaire de la mere, la balance de
molécules tolérogenes et pro-inflammatoire dans le lait, la
présence de facteurs de maturation du tractus digestif et
I’impact du lait sur le microbiote de 1’enfant. Une meilleure
compréhension des facteurs qui conditionnent le potentiel
tolérogene du lait maternel devrait permettre de développer de
nouvelles stratégies de prévention primaire des maladies
allergiques.
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Questionario e termo de consentimento aplicado
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QUESTIONARIO E TERMO DE CONSENTIMENTO APLICADO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O documento abaixo contém
todas as informagGes necessdrias sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua colaboragdo neste estudo serd
de muita importéncia para nds, mas se desistir a qualquer momento, isso ndo causard nenhum prejuizo a
vocé.

) CPFeeeeeeeeeerseereseesvennan nascido(a) em / / , concordo de
livre e espontdnea vontade em participar como voluntdrio(a) do estudo “Estudo da resposta
anticérpica materna aos alérgenos D. pteronyssunus e B. tropicalis e sua transferéncia passiva ao bebé via
placenta e aleitamento materno”. Declaro que obtive todas as informagbes necessdrias, bem como todos
os eventuais esclarecimentos quanto as duvidas por mim apresentadas.

Estou ciente que:

1) O estudo se faz necessdrio para que se possam descobrir as possiveis causas da alergia
desencadeadas por dcaros presentes na poeira.
1) Serd feita uma coleta de 50ml de sangue de cordéo umbilical logo apds o parto e, apds 2 dias,

uma coleta de 30 ml de sangue materno e outra de 5ml de colostro. Essas coletas serdo feitas
apenas para este estudo e em nada influenciardo o meu tratamento; ndo vdo me curar; ndo vdo
me causar nenhum problema, exceto o pequeno incobmodo de dor no momento da coleta
(introdugdo da agulha para retirada do sangue).

1) A participagdo neste projeto ndo tem objetivo de me submeter a um tratamento, bem como néo
me acarretard qualquer despesa pecunidrio com relagéo aos procedimentos médico-clinico-
terapéuticos efetuados com o estudo;

1v) Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboragdo neste estudo no momento em que
desejar, sem necessidade de qualquer explicagdo;

V) A desisténcia ndo causard nenhum prejuizo a minha saude ou bem estar fisico. Ndo vird interferir
no atendimento ou no tratamento médico;

Vi) Os resultados obtidos durante este ensaio serdo mantidos em sigilo, mas concordo que sejam
divulgados em publicagées cientificas, desde que meus dados pessoais ndo sejam mencionados;

Vi) Caso eu desejar, poderei pessoalmente tomar conhecimento dos resultados, ao final desta
pesquisa

Desejo conhecer os resultados desta pesquisa. ( ) Sim ou ( ) Nédo
Vviii) Concordo que o material poderd ser utilizado em outros projetos desde que autorizado pela
Comissdo de Etica deste Instituto e pelo responsdvel por esta pesquisa. ( ) Sim ou ( ) Ndo

Séio Paulo, de de 200

( ) Paciente / ( ) Responsdvel

Testemunha 1: Nome / RG / Telefone Testemunha 2: Nome /RG / Telefone

Responsavel pelo Projeto: Dr. Antonio Condino Neto; Pediatra; CRM 51.204
Telefone para contato: (11) 30917387



Questionario aplicado

I- Identificacdo da mae

Leito identificagdo ()
Nome:-

Data de nascimento: / /
Idade: anos

Telefone: ( )

Il- Gestagbes anteriores:
Numero de gestagdes:
Numero de ordem da crianga:

lll- Quadro alérgico da mae:
J4 fez diagndstico médico ou apresentou algum

tipo de alergia?
[ Sim On3o

Qual?

[ Respiratéria CJAlimentar C1Ocular
[IDermatite atdpica LIMedicamentosa;
[JOutros

Se for respiratodria, especificar:

CAsma

- Tosse principalmente na metade da noite e de
manha?

- Sente aperto no peito (“peito preso”)?

- Tem falta de ar (respiragdo incompleta)?

- Apresenta chiado no peito?

CRinite alérgica

- Tem vdrios espirros em sucessao, especialmente
pela manha?

- Seu nariz escorre e fica obstruido?

- Ocorrem irritagdo e coceira no nariz, nos olhos e
no céu da boca?

- Seu olfato fica prejudicado?

-Tem dores de cabega juntamente com outros
sintomas destes ja mencionados?

Houve ocorréncia de processo alérgico durante a

gestacao?
Odsim  [ON3o

Qual trimestre?
O1°02°03°

Se a resposta for positiva, identificar:
[Respiratéria ClAlimentar (1Ocular
[IDermatite atdpica LIMedicamentosa;
[JOutros

Se for respiratdria, especificar:
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[JAsma [JRinite alérgica

IV: Dados do recém nascido

Parto: [cesarea Clnormal CIférceps

Tempo gest.: [1termo Clpré-termo Clpds-termo
Peso: Comprimento Apgar 1-5__
Ficou na UTI? [ISim [IN3o

Sexo: LIFeminino [1Masculino

V- Quadro alérgico da familia:

O pai da crianca Ja fez diagndstico médico ou
apresentou algum tipo de alergia?

[ISim CINdo [IN&o sabe

Se a resposta for positiva, identificar:
[IRespiratéria ClAlimentar CIOcular
[IDermatite atopica [IMedicamentosa;
[IOutros

Se for respiratdria, especificar:
[JAsma [Rinite alérgica

Algum irm3o da crianca Ja fez diagndstico médico
ou apresentou algum tipo de alergia?
Osim Cndo Cndo sabe

Qual gestacdo e sexo?
[J[J12 gestagdo (1122 gestacdo [1[132 gestacdo
[J[]42 gestagdo

Se a resposta for positiva, identificar:
[JRespiratéria ClAlimentar ClOcular
[IDermatite atépica [JMedicamentosa;
[1Outros

Se for respiratdria, especificar:
CJAsma [Rinite alérgica

VI- Caracteristicas do quarto:

Tipo de piso

[ICarpete [1Piso frio [] Tapetes

Cortinas

[Indo tem [llava uma vez a cada 2 meses
[1demora mais de 2 meses para lavar

Tipo de travesseiro

Jespuma [Clcom capa adequada [Indo sabe
Tipo de colchdo:

[1Espuma ou mola [C1Com capa adequada

Idade do Colchdo:

[Imenos de 1 ano [11 a 4 anos [ mais de 5 anos
Ambiente

[arejado com sol [ arejado sem sol [1 umido
Regido em que mora [érea rural [Jdrea urbana




VII- Condigao Socio Econdmica

Grau de instrucdo:

[(ignorada [ analfabeta

[ ensino fundamental: ano

[J ensino médio : ano

[ ensino superior: [] incompleto [ completo

Curso

Convénio médico: [1 sim [ ndo [ particular

Meio de transporte:
[ 6nibus [ carro préprio [ outro

Rendimento familiar:
Renda mensal reais
N2 moradores Menores 12 anos:

VIII- Classificagdo por bens:
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Posse de bens 0

4 ou mais

TV a cores

Radio

Banheiro

Automoével

Empregada

Aspirador

M4dquina de lavar

Videocassete

Geladeira

Freezer

Moradia:

Cpropria

[Jalugada reais
[financiada reais
[] agregada

Ccedida

Tipo de casa:

[alvenaria Cdmadeira CIbarraco (papeldo,tabua...) Cloutros

Numero de cémodos:
[total
(quarto [sala [cozinha [Csanitério

Infra-estrutura basica:

[JEsgoto [Jagua encanada [lenergia elétrica [Icoleta de lixo (Jasfalto



Anexo A

Niveis de anticorpos IgE totais e especificos e dados da mae e do recém-nascido.



Anexo A — Niveis de anticorpos IgE totais e especificos e dados da mae e do recém-nascido. (continua)

IgE especifica - soro materno IgE total ~ . .
(CapSystem° Pharmacia) Soro Dados da mae Dados do recém-nascido
materno
IgE anti-  IgE anti- . . . . .
Identificacdo da mde gEDerp gDerp IglicaI:;::)lot IgE(T(TJt}LE;IOt (Ul/mL) Alergia (I::::) G.P.A t::’: rt‘:)e in::::::;;o P(eg s)o Com;()::nn;ento sexo
(classe) (KU/L)

3 6,16 3 13,6 263,2 Rinite 37 2.2.0 cesdria convénio 4060 51 M

6 100 3 6,98 565,5 Rinite 21 1.1.0 normal SuUS 3000 49 M

3 3,46 2 1,98 28,9 Rinite 32 1.0.0 cesaria convénio 4075 53 M

L 34,5 3 431 317,9 Rinite 17 1.0.0 cesiria  convénio 3220 49 F
. 39 3 4,85 39,7 Rinite 21 110 cesiria  convénio 2790 47,5 M
4 40,7 3 5,73 730,1 Asma 20 1.1.0 normal SuUS 2930 46,7 M

4 49,6 4 343 424,8 Rinite 28 2.2.0 cesdria convénio 3515 49 M

4 21,6 2 1,73 2239 Rinite 30 2.2.0 cesaria particular 3590 49 F

4 42,9 3 5,84 214,6 Rinite e asma 18 2.2.0 cesdria convénio 3550 50 M

4 31,7 3 7,33 17,3 Rinite 32 1.1.0 cesaria convénio 2800 46,2 F

_ 3 9,01 3 3,78 343,7 Rinite 19 3.1.2 normal convénio 3965 51 F
_ 3 10,2 2 1,27 283,9 Rinite 30 3.3.0 cesaria convénio 3070 47,5 M
3 5,86 2 0,71 179,6 Rinite 35 2.2.0 cesdria convénio 2755 46 F

3 3,51 - 0 27,7 Rinite 21 1.1.0 normal convénio 2995 49 F

4 26,9 2 3,23 569 Rinite 26 2.2.0 cesdria SuUsS 3215 47,5 F

3 8,7 - 0 88 Rinite 25 1.1.0 cesaria convénio 3250 47 M

e 5 52,4 - - 804,4 Rinite 28 22.0 normal convénio 3080 a8 F
o 5 92,4 - - 3910 Rinite 23 1.1.0 ceséria convénio 3665 51 M
4 25 - - 237,7 Rinite 40 2.2.0 cesaria particular 3240 47,3 F

3 11,5 1 0,39 51,4 d::';t;iie 30 1.1.0 cesdria convénio 3760 50,5 F

- 4 20,7 3 4 1487,3 Rinite 16 1.1.0 normal sus 3000 47,8 F
5 99,5 2 2,24 4229 Rinite 26 3.3.0 cesdria convénio 3150 47,7 M

L 12,2 1 0,58 296,1 Rinite 24 110 cesiia sus 2325 45 M
L 46,3 3 5,79 264 Rinite 32 110 cesiia  convénio 3510 50 F
3 3,64 3 6,56 78,8 Rinite 29 2.2.0 cesaria convénio 3240 49 M

3 3,78 2 0,88 243,7 Rinite 20 1.1.0 cesdria convénio 3580 50,5 M

5 71,2 - - 998,8 Rinite 30 3,30 cesdria convénio 2750 47 F

3 16,2 3 5,05 194,5 Rinite 22 1,1,0 normal convénio 2935 47,5 F

L 94 1 0,45 25,1 Rinite 39 1,10 cesiria  particular 4220 51,5 M




(continuacéo)

IgE especifica - soro materno IgE total - , .
(Capsys — Pharmacia) Soro Dados da mae Dados do recém-nascido
materno
e ~ IgE anti- lgE anti- IgE anti-Blot IgE anti-Blot . Idade tipo de Tipode Peso Comprimento
Identificagdo da mae Derp Derp T (KU/L) (Ul/mL)  Alergia i G.P.A R RS ED (&) (cm) sexo
(classe) (KU/L)

3 0 <0,35 0 <0,35 207,3 Nao 33 330 normal SuUS 3590 51 F
9 0 <0,35 0 <0,35 373 N3do 26 21.0 cesaria convénio 3430 48,5 M
14 0 <0,35 0 <0,35 18,2 Nao 25 22.0 cesaria convénio 3360 50 M
21 0 <0,35 0 <0,35 204 Nao 34 22.0 cesaria convénio 3800 51 F
22 0 <0,35 0 <0,35 713 Nao 20 11.0 normal SuUsS 3150 47,5 F
23 0 <0,35 0 <0,35 30,5 N3ao 32 22.0 cesaria convénio 3380 48,5 F
27 0 <0,35 0 <0,35 330,9 Nao 23 330 normal SuUS 2945 49,5 M
29 0 <0,35 0 <0,35 16,2 Nao 28 220 cesaria SuUS 4075 51 M
30 0 <0,35 0 <0,35 2,4 N3do 27 22.0 cesaria convénio 3255 48,5 F
32 0 <0,35 0 <0,35 116 Nao 31 22.0 cesaria convénio 3780 48,5 M
46 0 <0,35 0 <0,35 4,6 Nao 25 11.0 normal convénio 2730 45,5 F
51 0 <0,35 0 <0,35 40,3 Nao 29 22.0 cesaria convénio 3410 49 F
64 0 <0,35 0 <0,35 24,7 N3do 28 21.0 cesaria convénio 3260 49 F
68 0 <0,35 0 <0,35 7,7 N3do 22 22.0 cesaria convénio 3180 47 F
103 0 <0,35 <0,35 104 N3do 20 11.0 cesaria convénio 3950 52 M
105 0 <0,35 0 <0,35 14 Nao 37 11.0 cesaria convénio 3410 50 F
111 0 <0,35 0 <0,35 63,2 Nao 25 33.0 normal SuUS 2400 46 F
112 0 <0,35 0 <0,35 104,3 Nao 34 440 normal SuUsS 3880 48 F
117 0 <0,35 0 <0,35 14,6 Nao 36 220 cesaria convénio 3560 49,5 F
120 0 <0,35 0 <0,35 5 N3do 31 32.1 cesaria convénio 3215 50 M
124 0 <0,35 0 <0,35 15,8 N3do 30 22.0 forceps convénio ni ni F
9 0 <0,35 80,7 Nado 29 11.0 normal convénio 2900 49,5 F
21 0 <0,35 0 <0,35 74,6 Nao 34 33.0 cesaria convénio 3480 50,5 M
24 0 <0,35 0 <0,35 16,7 Nao 18 11.0 cesaria convénio 3880 50,5 M
32 0 <0,35 0 <0,35 63,1 Nao 19 22.0 cesaria convénio 2600 46 F
44 0 <0,35 13 N3do 34 6.3.3 cesaria convénio 4320 52,5 F
47 0 <0,35 415 N3do 21 11.0 cesaria convénio 3560 51 M
49 0 <0,35 0 <0,35 12,2 Nao 17 11.0 cesaria SuUS 3425 52,8 M
54 0 <0,35 0 <0,35 9,8 Nao 29 11.0 cesaria convénio 4170 51,5 F




(continuacéo)

IgE especifica - soro matemo IgE total - . .
(CapSystemo Pharmacia) Soro Dados da mae Dados do recém-nascido
matemo
I o IgE anti- IgE anti- IgE anti-Blot IgE anti-Blot . Idade tipo de Tipo de Peso Comprimento
Identificagdo da mae Derp Derp e (KU/L) (U/mL)  Alergia B G.P. O i (&) (cm) sexo
(classe) (KU/L)

55 0 <0,35 0 <0,35 15 Nao 30 1.1.0 cesaria convé nio 3475 50,5 F
58 0 <0,35 7.8 Nao 17 211 cesdria SuUs 3560 50,5 F
60 0 <0,35 0 <0,35 11,4 Nao 23 4.4.0 cesaria particular 3900 50,5 M
63 0 <0,35 0 <0,35 36,6 Nio 28 1.1.0 cesaria convé nio 4560 51 F
84 0 <0,35 0 <0,35 46,4 Ndo 20 1.1.1 normal SuUsS 2770 46,5 F
90 0 <0,35 0 <0,35 24 Nio 31 3.3.0 cesaria convé nio 3700 50,3 F
91 0 <0,35 0 <0,35 85,1 Nao 17 2.2.0 normal convé nio 3485 49 F
103 0 <0,35 0 <0,35 5 Nao 21 1.1.0 cesaria Convénio ni ni M
116 0 <0,35 0 <0,35 15 Nao 23 1.1.0 cesdria Sus 3380 48,5 F
124 0 <0,35 0 <0,35 129,5 Ndo 15 1.1.0 normal SuUsS 2620 44,5 F
125 0 <0,35 0 <0,35 27,8 Nao 33 4.4.0 cesaria convé nio 3490 47 M
132 0 <0,35 0 <0,35 48 Nao 28 1.1.0 cesaria convé nio 2890 47 M
133 0 <0,35 0 <0,35 5 Nao 29 1.1.0 cesdria Sus 3250 49 F
138 0 <0,35 0 <0,35 12,4 Nao 23  3.3.0 normal convé nio 3700 51,5 M
139 0 <0,35 0 <0,35 15 Nao 23 2.2.0 cesaria particular 3370 49 M
142 0 <0,35 0 <0,35 8 Ndo 37 3.3.0 cesdria SuUsS 2510 46 F
144 0 <0,35 0 <0,35 13,8 Nao 20 2.2.0 normal convé nio 3400 ni M
146 0 <0,35 - - 48,5 Ndo 37 6.6.0 normal SuUsS 3190 47,5 M
5 1 0,04 0 <0,35 2231 rinite 19 2.2.0 cesdria SuUs 4140 50,5 F
36 2 1,17 0 <0,35 176,2 rinite 22 2.2.0 cesdria Sus 3155 47,5 F
54 1 0,64 2 0,73 86,9 rinite 26 3.2.1 normal conveé nio 2620 47 M
56 1 0,43 0 <0,35 1710,7 asma 26 3.1.0 forceps SuUs 2620 45,5 M
920 2 1,25 0 <0,35 187,8 rinite 28 1.1.0 cesaria convé nio 3670 49 M
101 2 0,71 2 0,85 141,7 rinite 23 1.1.0 cesaria conveé nio 3250 47 F
109 2 0,84 0 <0,35 191,5 rinite 39 2.2.0 cesaria convé nio 3570 48 M
110 2 0,92 0 <0,35 106,4 rinite 39 2.2.0 cesdria convé nio 3130 49,5 M
118 2 1,47 2 158 1554 rinite 20 2.2.0 normal SuUS 2975 49,5 M
130 1 0,56 1 042 69,1 rinite 17 1.1.0 cesaria conveé nio 3775 50 M
131 2 1 0 <0,35 28 rinite 30 2.2.0 cesaria convé nio 2700 46,5 F




(concluséo)

IgE especifica - soro materno IgE total
9 P . Soro Dados da mae Dados do recém-nascido
(CapSysteff Pharmacia)
materno
IgE IgE . .
. . IgE anti- IgE anti- . . .
Identificagdo da mae ant ant Blot Blot (Ul/mL) Alergia ke G.P.A [pocE . o dFi Peso Comprimento sexo
Derp Derp (classe)  (KUIL) (anos) parto  internacéo (9) (cm)
(classe) (KU/L)
41 0 <0,35 2 1,33 11,9 nao 36 2.2.0 cesaria convénio 3025 47,5 M
107 1 0,43 1 0,55 66,5 nao 30 3.3.0 cesaria particular 3230 47,5 F
79 0 <0,35 2 0,99 119,7 medicamentos 29 2.2.0 cesaria SUS 2955 47 M
91 2 2,15 2 3,43 802 insetos 18 2.2.0 normal SUS 2870 47,5 M




Anexo B

Niveis de IgG totais e IgG, IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4 especificos em amostras pareadas de
soro materno (méae) e corddo umbilical (RN).



Anexo B — Niveis de IgG totais e IgG, IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4 especificos em amostras pareadas de soro materno (mae) e
cordao umbilical (RN).

(continua)

i i 1gG sérica especifica i 1gG1 especifica i 18G2 especifica i 1gG3 especifica i 18G4 especifica

g6 sérica total (UA/mL) (UA/mL) (UA/mL) (UA/mL) (UA/mL)

ey e e e e

i Anti-Der p Anti-Blot . Anti-Der p Anti-Blot : Anti-Derp Anti-Blot :  Anti-Der p Anti-Blot : Anti-Derp Anti- Blo t

Identificagdo da m3e ! | | | : :

MAE RN MAE RN MAE RN EMAE RN  MAE RN EMAE RN MAE RN MAE RN  MAE RN iMAE RN  MAE RN
569 ! 440 770 4480 4400 102,4 1492 28,8 94,6 . 51 4,1 1403 1673 ' 83,36 9424 3127 2473 4,1 3,44 368 485
1106 1398 2600 2560 50234 50234 463 4731 135 178 51104 1162 1111 764,4§ 19152 24635 87,5 70,2 55357 4498 37,4 36,1
624 817 416 490 5136,6 334,9 1007 831,6 5287,44 238,08 0,62 0,55
891 855 1520 1470 410 436 2435,2 452,6 54,1 1169 296 286 61 70 2563,79 560,41 10,26 17,22%5173 2629 108 6
1117 745 160 84 2480 1640 ize,sz 3622 22 61,1 48 15 242 0 6374 22,49 4,69 6,28 51 26 567 623
850 953 930 840 23321 16577 §175,9 3283 1762 255 339 249 854 sss,zi 759,9 392,2 27,2 153 571 422 128 141
822 1015 960 960 3490 2789 5152,4 270,9 1564 336, 17,4 9,9 4647 1168 183,44 177,01 27,38 32,3 izso4 1717 98,7 66,1
992 873 | 1280 1030 11565 2274 | 9% 574 | 624,08 4935 13073 1598
725 1115 §1726,4 2223,6 2565 3857 5361,4 462,2 407 1323 506 74 827 112,8§ 521,6 492,16 14,18 15,33§ 943 879 894 128
838 735 1520 1390 6355 6708 5349,2 4439 552 1152 5118,3 46,3 498 4404 3133,4 2780,2 30 24,5 51440 391 18,7 568
690 919 1720 1600 1110 1242 5155,7 414,01 142,6 1185 81,9 452 236,6 297,9§ 3104 3469 633,9 861,7§ 1,77 328 78 968
978 1063 ' 2806,4 2836,4 | 46 883 1312,7 159,9 ! 344,53 467,66 ! 959 805
921 1100 2108,8 1804 §123,6 185,8 1104 993,6 5559,06 418,85 853 1126
797 1083 1440 1760 126 274 5195,6 246,4 5227,88 246,44 51525 1359
960 1305 971,6  959,2 5418,3 860,3 125 18,8 5167,34 157,45 120 1638
752 834 10336 847, 91,5 724 §41o,5 396,1 129,07 91,46 292 294
860 1050 1266 989 132 481 217 1934 §723,96 630,23 67,4 858
1280 1730 220 292 21,5 62,7 381 49,3 132,17 74,65 124 142
725 1150 3321 3704 14,4 52,3 1344 9892 282,6 82 182
698 1500 | 130 220 12374 1854 92 174 102,6 05 0




(continuacéo)

i i 1gG sérica especifica i 1gG1 especifica i 1gG2 especifica i 1gG3 especifica i 18G4 especifica

g6 sérica total (UA/mL) (UA/mL) (UA/mL) (UA/mL) (UA/mL)

ey e e e e

E E Anti-Der p Anti- Blo t E Anti-Der p Anti- Blo t E Anti-Der p Anti- Blo t E Anti-Der p Anti- Blo t E Anti-Der p Anti- Blo t

Identificacdo da mae | : : p p

MAE RN MAE RN MAE RN MAE RN MAE RN iMAE RN  MAE RN MAE RN MAE RN EMAE RN  MAE RN

' 1050 1140 | 247 250 2019 | 49,3 987 1995 222 ! 95 98 952 433 ! 1297 221 100 75

809 1390 1000 1188 1335 1464 205 2215 601,32 a6 41,1

776 1220 2620 3498 126,8 170,3 110 122,3 217,16 54 73

887 1130 1839 1686 2358 1091 32,4 764, 770,2 758,7 803,3 162 11,6 52,2

1540 1540 2999 2791 7938 109,6 2131 23,12 814 §1o19 912 1174 1732 540,28 142,4§ 472 555 459 54,9

903 1170 215 234 76,9 177,9 218,3 14,4 1 07

801 871 | 368 271 | 109 439 {648 658 | 100,7 {119 158

884 1300 800 1457 26,5 1204 1902 111,7 121,1 104 11,6 184 69 450,52 55,88§ 265 21,7 672 579

1040 983 1503 1121 2344 3173 835 268,6 1375,9 248 231

862 1228 1218 932 60,36 8308 2454 4868 82,9 1836 1219 1006 262,4 180,3 534,97 589,97 37,35 38,92§ 0 0 321 515
9 893 744 6744 490,6 1150 800 137 221 1314 167,6 162 7,6 4916 254 51666,6 1188,8 20,07 31,44§ 038 067 31,1 137
14 ' 635 1070 ' 683,22 1051,2 283,8 5438 '@ 2895 635 42 214 ' 7,6 57 83,4 885 ! 1180,3 1643,8 29,51 24,83 1,52 1,78 7,64 1247
21 542 849 7052 13188 305 5415 4052 463,91 172 146 76 108 0 0 2555,55 667,49 6,12 8,78 izz,se 19,7 332 305
22 709 973 4348 3004 62,4 47,4 13 7584 258 628 33 14,6 2395 4016 93,99 62,66 1528 27,65§ 2 048 1944 1452
23 832 886 8464 8208 650 600 9,2 131,7 121 116,4§ 134 1285 1153 9687 308,85 192,96 4,6 4,1 20,5 1596 235 12,3
27 908 994 240 180 463 306 168 204 932 132 42 89 1445 152,8§ 81,2 54,96 17,43 30,44 16,48 14,68 34,4 77,1
29 720 721 667,2 586 1063,5 6085 50,3 157,8 20,6 20,2 500 313,1 606,8 6726 295,16 327,16 4,07 3,06 6,06 3,36 922 736
30 773 973 6456 524,8 3974 3176 17,65 57,6 194 59,8 18 388 493 665 53654,2 7058,7 7,56 11,67§ 05 03 134 6
32 | 658 717 | 8664 960 379 2685 | 234,6 2953 30,8 884 (151 134 250 4102 | 23932 22616 38 52 | 12 1054 804 7,05
46 798 996 2627 3071,5 15180 19712 157 2534 94 144,6§ 395 2618 O 0 33567 48547 51,12 46,86§ 19,7 17,58 64 3,24




(continuacéo)

1gG sérica especffica 1gG1 especifica 1gG2 es pecifica 1gG3 e specifica 18G4 es pecifica
(UA/mL) (UA/mL) (UA/mL) (UA/mL) (UA/mL)
1gG sérica total
(mg/dL)
Anti-Derp Anti Blo t Anti-Der p Anti-Blo t Anti-Der p Anti Blot Anti-Der p Anti-Blo t Anti-Der p Anti-Blo t

Identificagdo da mae

51 ' 612 895 2708 2652 59,6 79,4 ! 49,6 131 22 42,4 14316 3129 62 567 3079 3094 7,7 0 223 2288 842 115
64 986 1018 472,4 3548 665  843,8 97 127 49 101 73 11 0 0 251,64 260,65 17,95 2532 158 0,92 153 8,43
68 620 984 5354 6262 565 1159 152 3448 86,4 165,6§ 7,7 16 0 17,7 18524 306,22 168 3452 0,12 1,08 7,71 5,41
103 646 520 700 360 440 1055 144,7 344 232 118 552 0 0 156 736 5,4 622 592 504 826 3,82
105 577 2369 2332 372,9 4199 61,6 102,6§ 122 60,9 ()} 0 602,17 521,76 7,84 1059 2,82 206 652 5,57
111 913 989 3585 3296 2505 1646 126 196 32,8 60,2 5750,1 686,8 587,7 8395 509,6 434,39 9,27 10,62 2546 2514 698 7,78
112 974 1074 1640 1280 4240 4240 §3o7,5 368,15 126,8 1384 6783 452,4 1609 71,9 2398 175,01 321 155 7,46 6,26 29,66 10,36
117 694 12948 15288 1546 300,6 22 47,2 785 64,5 142,24 796 10065 1226,8 9,17 846 1,2 015 297 3,81
120 i 554 725 190 190 360 600 | 34 72 384 957 i269 276 0 0 19565 191,35 9,92 1256 0,82 0,74 2,88 3,69
124 900 1173 210 230 7257 6736 43,4 105,z§ 328 27,3 2302 1864 148,08 109,88 80,3 90,12 0,32 046 867 3,3
9 860 1030 78 67 156 41,7 08 06 3383 10,03 06 05

21 746 896 487 414 338 50,6 3281 549,8 1956 782 990,6 7216 204,85 21,75 6 65 1632 113
24 982 1170 692 435 172,83 414,1 30,44 9z,es§ 28 23 1724 1608 251,84 319 19,18 23,46 0,8 04 34,03 323
32 923 1070 1451 1204 196,2 447,9 1616 193,7§ 155 132,7 4488, 3675, 2330,7 188 09 07 12 55
a4 754 1190 224 226 (i 46,8 91,1 94,1 253,59 214,94 47 54

a7 797 1070 150 150 13 57,1 41 973 77,56 36 45

a9 684 1020 234 331 72 1289 79,52 181,1§ 1,1 1,2 0 0 54 1,7 224 137
54 736 1270 645 733 50,2 118,7 18,56 305 200,4 61,2 11,1 128 7,99

55 489 920 752 973 493 66,1 1243 205,1§ 254 61,7 1312 599 160,26 16,7 423 37,3 3754 225
58 384 1450 1090 1193 425,24




(continuacéo)

1gG sérica especffica IgG1 especifica 1gG2 especifica 1gG3 especifica 18G 4 es pecifica
(UA/mL) (UA/mL) (UA/mL) (UA/mL) (UA/mL)
IgG sérica total
(mg/dL)
Anti-Derp Anti- Blo t Anti-Der p Anti-Blo t Anti-Derp Anti-Blo t Anti-Der p Anti-Blo t AntiDer p Anti-Blo t

Identificagio damae

X X X X 0,5 0,79 1,92 12,13

60 ' 1140 1390 111 84 | 368 382 1045 1816 08 13 303 31,2 55,64 148 11 08 22,97 127
63 1150 1050 1698 1776 190,9 127 19,32 160 165 1392,8 9379 1411 105,94 1303 06 79 749 215
84 912 1100 525 508 1544 2792 23,12 63,16§ 18 32 0 248 1346,93 2156 0 0 55 51
90 846 1060 1397 1094 68,8 ? 2135 454,5§ 503 233 1107,1 806,38 485,45 304 05 06 222 279
91 797 876 69 91 565 52,5 6826 139,4§ 08 08 2323 zsz,si 6,78 2042 125 187 22,1 229
103 831 855 1849 1535 2303 2968 2781 5663 89,9 62,3 2879 3724 1837,96 2294 72 45 21,34 244
116 1040 665 2078 1893 §7058,2 902,9 858 49 191 0 0 258 256 15,03

124 991 911 262 167 13,8 557 59,8 94,845189,8 33 4525 4799 261,8 1028 09 05 21,47 213
125 896 1110 390 347 551 80,1 3642 781,4§ 11 168 9812 576,4§ 192,65 4298 21 2,5 27,49 395
132 i 822 1330 779 1205 2457 : 97,7 1366, 221,8 310,0: 37,6 138 0 0 49 09 11,46 122
133 710 939 575 419 141 24 67,8 1705 212 5234,5 1634 43 1117 367,3 196 137 39,35 30,1
138 837 1010 756 548 2019 1062 2357 0 7,66 §175,e 1416 4432 4505 790,4 436 33,15 393 30,1 77,66 66
139 778 986 199 203 1189 857 1461 483 91,4 35 47 190 322,8§ 412,9 187 04 07 13,32 16,39
142 808 917 1561 1071 6400 154 423 203 648 579 620 4268 5912 66,1 0 677 31 168 126
144 §1oso 984 217 137 1050 153 17,6 2548 358 15 93 0 0 981 2601 135 O 27,6 1,5 23,08 13,43
146 813 974 519 654 1389 199, 33 587 146,1 155 485

5 1070 530 428 630 703 5205,35 317,04 1395 231 54 22 19 0 §176,95 147,9 2363 21,78 1024 92,7 12,13 14,44
36 970 806 650 434 1380 1280 170,8 264,48 83,6 153,35 184 96 0 0 5393,92 372,12 2035 18,65 4,44 144 11,17 4,18
54 | 1119 1295 2040 1410 1520 1480 @ 137,6 156,56 92,2 169,3 :233,9 1566 O 0 361,04 3598 1444 3944 058 088 282 4,39
56 : . i

931 1436 1180 1510 6933 6265 453,48 473,12 352 77,9 : 15,3 8,7 682,6 870,7




(concluséo)

1gG sérica especffica 1gG1 especifica 1gG2 es pecifica 1gG3 e specifica 1gG4 especifica
(UA/mL) (UA/mL) (UA/mL) (UA/mL) (UA/mL)
1gG sérica total
(mg/dL)
Anti-Derp Anti Blo t Anti-Der p Anti-Blo t Anti-Der p Anti Blot Anti-Der p Anti-Blo t Anti-Der p Anti-Blo t

Identificagio damae

1329 1183 326,8 245,22 1098 687 557,72 86,16 30,9 624

90 690 1115 680 760 2023 2270 : 40,56 104,88 108,3 280,9 . 486,6 696,9 1556 224 x X X X 275 218 542 14,19
101 5 39 48,8 904 3392 202,59 322 101 22,18 21,7 567,6 3793
109 804 442 1659,2 1077,6 4574 4334 102,36 134,48 1356 1556 219 102,5 17764 17852  x X X x 1768 7 13,53 1492
110 656 809 3226 294 3044 3145 ' 4328 102,96 46,8 1184 ' 252 27,8 3632 514 13577 9266 22,31 3928 052 0,47 21,65 1443
118 1202 1243 6698 592,6 708 835 ! 7664 864 908 1946'119 7,9 32,8 448 13564 134,57 9,27 13,89 1514 16,74 41,59 37,35
130 715 757 1253,6 1033,6 1030,5 12685 ' 231,2 4088 23,6 64,8 '259,7 2773 212,7 2482 X X 291 259 16,15 11 865 10,6
131 988 992 9768 8884 2566 2733 ' 216 313 84,6 81,2 ' 574 374 0 0 462,72 359,6 1836 248 08 0,7 1,44 1,9
41 672 730 2586 1896 533 601 : 1034 1248 392 87 ' 78 34 23,3 419 19407 156,08 11,22 17,46 ind ind 1,13 4,48
107 728 887 524 8544 3254 3312 | 838 114 ind 16 | 86 127 2066 68 4067 496,99 3,65 4,08 2048 1928 1121 128
79 652 956 520 760 20102 31954 :246,41 446,8 2395 221,2: 103 11,2 24,4 43 198,02 237,46 27,22 24,22 22,4 23,36 10,4 14,48
91 692 1132 8368 14244 3424 5090 | 160,63 33568 2212 662,8 | 175 3147 63226 75144 547,07 49592 259,96 108,9 28,54 2846 58,07 71,33




Anexo C

Niveis de IgA total, IgA e IgG especifica, TGF-beta e alérgenos Der p 1 e Blo t 5 no colostro.



Anexo C — Niveis de IgA total, IgA e IgG especifica, TGF-beta e alérgenos Der p 1 e Blo t 5 no colostro (continua)

1gG especifica no colostro IgA especifica no colostro IgA total no colostro TGF-beta no colostro Alérgenono colostro
(UA/mL) (UA/mL) (pg/mL)
Identificagdo da mae
Anti-Der p Anti-Blo t Anti-Der p Anti-Blot (mg/mL) (pg/mL) Derp 1 Blot5

145,2 425,3 388 95,5 125 174,5 78,02 0

1276,8 62,5 366,1 20
10807 38,66 1077,9 2105 65,8 1536,2 425,62 0
17,8 4,06 3149 475,1 114 288,64 53,6
2000
608,8 166,5 1054,3 221 20,3 2182,8 641,65 0
844,0???
98,4 278,6 633 395,2 27,1 1293,3 1239 139,42

1146,8 66,66 1153 3216 66,8 457,07 0
50,8 335 5,6 194,29 26
7290 1067,9 68,3 27774 576 7271,035
1877,5 696,5 129,3 2375,5 1126
6947 8240 127,6 1024,5 33,7 0
3297 4573 105,2 1298,9 601,29 0
247 305 28,2 1232,85 0
2478 484 35,5 1360,47 3327
4349,9 621 19,9 7214,31 0
25,9 163 6 262,27 167,16 2062,46

o




(continuacéo)

1gG especifica no colostro IgA especifica no colostro IgA total no colostro TGF-beta no colostro Alérgenono colostro
(UA/mL) (UA/mL) (pg/mL)
Identificacdo da mae
Anti-Der p Anti-Blo t Anti-Der p Anti-Blot (mg/mL) (pg/mL) Derp 1 Blot5
1433,6 400,14 2289 625 264,5 9193,84 0
4591,2 1098 184 525,53 37 1744,772
684 66 2,8 276,89 292,1 17201,219
249,8 17,2 299 595,1 30,8 661,65 191,27 2411,926
201,8 45,6 483 870,1 78 2606,48 56,65 5310,19
352,4 818 46,9
46,2 222 12 106,28 37,44 1577,73
80,9 17 181 47,5 9,3 63,95 49,9 0
1841 24 2739,39 125,38 2705,84
76,8 60,36 499 258,6 16,5 189,3 0 0
141,8 4160 1170,9 247,1 1146,9 22,6 0
14 265,2 5,58 157,5 40,9 11,2 133,31 0 0
21 2799 136,6 386,4 181,1 122,9 4792,1 364,5 3327
22 77,2 27,76 164,9 32,7 12 4559,33 0 0
23 241,2 4,6 274 49 7 163,3 186,47 2062,46
27 21,1 21,48 463,3 147 13,9 137,24 0 0
29 97,2 4,5 1297,4 1145,3 82,1 1072,96 44,3 1744,772
30 3,22 3800 4124 95,1 641,5 0 17201,219
32 206,4 22,22 1278,5 500,9 132 834,56 113,12 2411926

46 10612 15880 1397 3177,6 169,6 2615,23 18,6 5310,19




Identificagdo da mae

51

64

68

103
105
111
112
117
120
124

21
24
32

47
49
54
55
58

1gG especifica no colostro

IgA especifica no colostro

IgA total no colostro

TGF-beta no colostro

(continuacéo)

Alérgenono colostro

(UA/mL) (UA/mL) (pg/mL)
Anti-Der p Anti-Blo t Anti-Der p Anti-Blot (mg/mL) (pg/mL) Derp 1 Blot5
87,8 0 130 64,8 9 146,118 239,17
59,2 79,6 1263,3 1064,9 93,2 3989,93 213,49 1577,73
287,7 23,8 2653 466 69,2 785 0 0
110 11,34 1110 111,7 11,3 1773,41 42,17 2705,84
8088,7 411,1 146,8 12,5 2791,64 62
4318 42,8 677,5 2923 62,9 721,75 0 1208
152 16,1 475 197,6 65,9 189,88 0 0
23 538,5 2318 11,3 429,52 0 1164
3,7 1,08 208,9 61,7 10,5 100,65 0 0
38 16,6 620,1 262,2 42,9 331,11 0 0
18 173 21 504,77 37,66 1425,6
172,6 110,68 600 284,1 33,7 156,7 99,81 1316,182
1446,2 640,7 3161 1146 88 1977,09 119,23
156,6 59,2 179 27 3,7 600,61 77,78 0
35 258 9,5 0
14,9 46 10 177,46 46,2 0
32,2 26,8 370 270,1 11 1051,52 0 0
68,2 33,14 209 98,9 16 2598,52 0 0
4548,8 18807,8 2761 685 185 5348,48 53,54 144,88
2274 119 3,3 672,5 0 3125,92



Identificagdo da mae

60
63
84
90
91
103
116
124
125
132
133
138
139
142
144
146

36
54
56

1gG especifica no colostro

IgA especifica no colostro

IgA total no colostro

TGF-beta no colostro

(continuacéo)

Alérgenono colostro

(UA/mL) (UA/mL) (pg/mL)
Anti-Der p Anti-Blo t Anti-Der p Anti-Blot (mg/mL) (pg/mL) Derp 1 Blot5
26,9 13,56 254 144,5 5,6 380,846
2357,5 8766,1 2969 7148 49,7 1563,36 44,13 0
23,2 0 101 203,26 110,95 0
2785,8 12672 1992 377,7 69,8 14006,32 109,18 5667,16
4,8 1,7 429 699,5 67 739,58 0
476,2 30,9 21,5 54,97 4,5 191,36 56,78 801,255
867,4 5,26 224 95,2 144 1460,85 146,6 0
34,8 3,24 248 403,3 11 331,56 0 0
44,2 179,5 309 276,8 21,9 836,004 264,02 6806,71
X X 0
121,2 843 402,9 62 180,03 100,4
195,8 1310 527,5 11,8 41,53 0
X X 0
853,4 446 518,9 124 0 3327
8,1 38 28,4 3 0 0
1105 34 99,67 2062,46
94,8 16,4 2115 97,8 11,3 431,5 45,1 0
15,6 2,36 2719 197,6 11,2 274,8 15,2 0
383,6 31,66 2893,3 495,9 43,8 279,2 0 151,51
178 71 360,25 121,7 34,5 21,5 441,33



(concluséo)

1gG especifica no colostro IgA especifica no colostro IgA total no colostro TGF-beta no colostro Alérgenono colostro
(UA/mL) (UA/mL) (pg/mL)
Identificagdo da mae

Anti-Der p Anti-Blo t Anti-Der p Anti-Blot (mg/mL) (pg/mL) Derp 1 Blot5
90
101 416,8 41,28 179,5 78,7 4,4 508,1 22,7 9033,84
109
110 16,6 12,78 766 242,1 20,7 256,07 8 0
118 55,6 4,8 207,2 153,6 12,6 1372,8 7,5
130
131 338,8 20,3 330,5 1519 13,5 343,57 4 0
41 ind. 5,54 226 53,4 19,2 141,62 0 0
107 49,5 0 227,5 78,4 7,6 220,44 11,3 0
79 250,8 14228 484,2 2074 29,5 221,1 50,9 0
91 51,6 121,6 2115 1084 11,7 79,7 68,55 0



Anexo D

Niveis de IgM especifica e alérgenos no cordao umbilical.



Anexo D — Niveis de IgM especifica e alérgenos no corddo umbilical

(continua)

Identificagdo da mae

1gM especifica no corddao umbilical

Alérgeno no cordao umbilical

(UA/mL) (pg/mL)

Anti— Der p Anti—-Blo t Derp1 Blot5
3,28 2,6 37,78 0
1,04 2,36 33,09 1036,15
2,38 0
2,39 1,77 13,5 0
0,14 0,97 33,99 0
3,22 2,32 258,86 (1]
4,93 3,88 0 0
3,36 0
7,84 6,05 0 0
5,32 3,68 0 0
2,67 1,39 60,4 389,18
1,89 0

3 34,29
4,12 0
3,25 0
2,83 0

5,8

2,2 0
4,9

3,32

4,14 2,85

2,97

2,8

X
2,92 2,13 32,74 0
1,36 28,85
2,32
5,12 3,3

3,82




(continuagéo)

1gM especifica no corddo umbilical Alérgeno no corddo umbilical
Identificagdo da mae (UA/mL) (pg/ml)

Anti - Der p Anti—Blot Derp1l Blot5
1,65 3,63 0 0
2,43 1,55 0 1]

2,3 1,95 0 0
111,74 83,42 0
2,74 2,14 62,26 1280,54
2,61 2,02 0 0
3,15 3,64 0 0
1,87 0,74 14,71 0
2,03 1,93 0 0
5,18 2,82 0 0
4,02 3,11 0 0
3,2 2,43 0 1]
3,92 2,81 178,35 1240,48
6,89 5,48 0 0
2,83 1,49 869,85 1]
0 0
8,32 5,26 89 0
2,36 0,78 0 1]
1,76 0,69 0 0
4,28 1,53 0 1]
1,87 0,71 4,9 0
2,04 67,2
6,22 3,92
3,65 1,41
3,19 2,29 0 1]
2,68
2,32
1,84 3,75

X X




(continuagéo)

1gM especifica no corddo umbilical Alérgeno no corddo umbilical
Identificagdo da mae (UA/mL) (pg/ml)
Anti — Der p Anti—Blot Derp1 Blot5
3,7 4,41
13,01 124,28
1,93 2,01
1,79 3,29 0 0
3,04 2,13
4,15 3,76
3,77 25,66
5,52 3,61
1,22 3,08
2,84 4,26
4,77 1,85 0 0
6,76 3,13 41,53 0
0,11 2,82 61,97 0
2,81 0,82 117,03 0
34,7 1,13 115,19 0
3,31 22,59 0 0
1,09 49,91
3,14 2,69 0 0
2,02 1,67 0 0
54 2,41 1,26 0 0
56 4,7 2,54
90 2,44 2,3 0
101 0,78 0,54 0 0
109 3,3 1,16 0
110 5,64 4,72 0 0
118 2,46 1,74 0 0
130 2,75 1,21 541,36

131 2,95 2,7 0 0



(concluséo)

1gM especifica no corddo umbilical

Alérgeno no corddo umbilical

Identificagio da mie (UA/mL) (pg/mL)
Anti—Der p Anti—-Blot Derp1l Blot5
i 2,44 1,32 0 748,55
107 0,73 0,63 0 0
79 5,71 4,02 0 0
91 5,58 4,83 0 0




Anexo E

Padréao de reatividade das imunoglobulinas IgG e IgA frente aos extratos totais de Der p e Blo t
em amostras pareadas de colostro, soro materno e soro de cordao umbilical.



Anexo E: Padréo de reatividade das imunoglobulinas IgG e IgA frente aos extratos totais de
Der p e Blo t em amostras pareadas de colostro, soro materno e soro de cordao umbilical.

(a) Extrato de Dermatophagoides pteronyssinus

Amostra 56 Amostra 04 Amostra 16 Amostra 94 Amostra 46 Am tra 111 Amostra 23 Amostra 112
260 i i . |
160 3 .
110 ;- | ‘
80 . ;
60
50 E
40
30 &
20
15 =
1gG 1gG IgA 1gG  1gG  IgA 1gG 1gG IgA 1gG  1gG IgA IgG  1gG IgA IgG 1gG IgA IgG 1gG  IgA 1gG 1gG IgA
mée RNcolostro mde RN colostro  mé&e RNcolostro mae RNcolostro mde RN colostro  m&e RN colostro mae RN colostro mae RNcolostro
Grupo de mées sensibilizadas Grupo de mées ndo sensibilizadas

(b) Extrato de Blomia tropicalis

Amostra 56 Amostra 04 Amostra 94 Amostra 46 Amostra 111 Amostra 112
260
160
110 ¥
80
60
50
40 |
o b
el
20 .
15 [
1gG  1gG IgA IgG  I1gG IgA 1gG IgG IgA 1gG  I1gG IgA 1gG I1gG IgA 1gG I1gG IgA
mde  RNcolostro mde RN colostro mae RN colostro mde RNcolostro mde RNcolostro mde RN colostro

Grupo de mdes sensibilizadas Grupo de mdes ndo sensibilizadas

Immunoblotting em gel 12% com extrato bruto de Der p (a) e Blo t (b) juntamente com amostras
pareadas de soro materno (mae), de corddo umbilical (RN) e sobrenadante de colostro

(colostro). Revelagdo com conjugado anti-IgG humana (soro) ou anti-lgA humana (colostro). O
peso molecular esta expresso em kDa a esquerda da figura.
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