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RESUMO

MUNIZ, B. P. Efeito da imunizacao materna com Ovalbumina na ativacio de células
dendriticas e geracio de linfocitos T reguladores da prole de camundongos. 2011. 85
f. Dissertacdo (Mestrado em Imunologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade

de Sao Paulo, Sao Paulo, 2011.

A predisposicdo genética associada a caracteristica dos neonatos em gerar uma resposta do
tipo Th2 ao alérgeno pode favorecer o desenvolvimento de alergia no periodo neonatal.
Nosso grupo vem estudando estratégias de controle da resposta alérgica da prole no
periodo neonatal seja mediado pela imunizagdo materna ou por adjuvantes indutores de
resposta Th1. O presente projeto tem como proposta investigar os mecanismos regulatorios
decorrentes da imunizacdo com ovalbumina pré-concepcao na resposta IgE da prole ao
mesmo antigeno. Considerando a influéncia das DCs na geragdo de linfocitos T
reguladores, ambas as populacdes foram estudadas nesta condicdo experimental. A
imunizacdo de camundongos BALB/c fémeas com OVA antes da concep¢ao foi capaz de
alterar o microambiente imunologico de ambos, da mae e da prole. No 21° dia de gestacao
das maes imunizadas foi detectado no liquido amnidtico aumento dos niveis de TNF-a.,
IFN-y, IL-12p70 e IL-10 em relacdo ao grupo de maes controle ndo imunizadas. No
periodo de amamentacdo as maes imunizadas com OVA mostraram uma percentagem
equilibrada de células T CD4+CD25+FoxP3+ no bago ¢ elevado nivel de TGF-B1 e de
anticorpos IgG e IgA anti-OVA em relacdo as maes controles. A cinética de anticorpos
IgG maternos na prole mostra ja aos 2 dias de idade (di) presenga majoritaria de anticorpos
IgGl, com pico aos 20 di e diminuicdo gradual aos 50-80 di. Ambas as vias
transplacentaria e leite contribuiram na transferéncia passiva ao feto e neonato,
respectivamente, anticorpos IgG1 anafilaticos. A imunizagdo com OVA aos 3 di da prole ¢
capaz de sensibilizar a prole, induzindo a producdo de anticorpos IgE e IgG1 anti-OVA,
sem alterar a porcentagem de células T CD4+CD25+FoxP3+ esplénicas da prole aos 25
di. A estratégia de imunizacao das maes com OV A antes da concepg¢do ¢ capaz de inibir a
producao dos anticorpos IgE da prole imunizada. Além disto, quando a prole da mae
imunizada com OVA foi amamentada por mades ndo imunes houve transferéncia de
elevados niveis de anticorpos IgG a prole, similarmente quando as proles de maes

controles foram amamentadas por maes imunes.



A estratégia de imunizacdo das maes com OVA antes da concepgdo ¢ capaz de inibir a
produgdo dos anticorpos IgE da prole imunizada. Quando a prole da mae imunizada com
OVA foi amamentada por maes nao imunes houve transferéncia de elevados niveis de
anticorpos IgG a prole, similarmente quando as proles de maes controles foram
amamentadas por maes imunes. Este achado mostra que a transferéncia transplacentaria de
anticorpos ao feto e pela amamentagdo ao neonato contribuem ativamente na transmissao
dos anticorpos IgG a prole. A imunizagdo das proles aos 25 dias, induz intensa inibi¢cao da
resposta IgE. A imunizagdo materna também ¢ capaz de aumentar o percentual e a
intensidade de expressdo da molécula CD80 nas DCs das proles. Entretanto, in vitro as
DCs de proles de maes imunizadas co-cultivadas com células esplénicas de camundongos
DO11.10, nao induziram células T CD4+CD25+FoxP3+. Em conjunto, os dados mostram
que a imuniza¢ao materna pré-concepgao transfere elevados niveis de anticorpos pelas vias
placentaria e pelo leite, que podem interferir na ativagdo das DCs, mas ndo interfere na
geracdo das células T reguladoras. A vacinacdo materna pode ser uma estratégia essencial

ao controle de desenvolvimento de alergia em fase precoce de vida.

Palavras-chave: Materno-fetal. Células Dendriticas. Linfocitos T reguladores. Anticorpos

IgG. Ovalbumina.



ABSTRACT

MUNIZ, B. P. Effects of maternal immunization with Ovalbumin in activation of
dendritic cells and generation of T regulatory lymphocytes in mice offspring. 2011. 85
p. Master Thesis (Immunology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao

Paulo, Sao Paulo, 2011.

Genetic predisposition associated with neonatal feature to generate Th2 response to
allergen would favor allergy development at neonatal period. Our group has been studying
strategies to control offspring allergen response at neonatal phase through maternal
vaccination or by Thl inducing adjuvants. The present project has the purpose to
investigate the regulatory mechanisms in the preconception immunization with ovalbumin
on offspring IgE response to the same antigen. Considering the influence of DCs in the
generation of T regulatory cells, both populations have been studied in this experimental
condition. The immunization of females BALB/c mice with OVA before conception was
able to alter the immunologic microenvironmental of both, mother and offspring. At full
term pregnancy (21° days of gestation) of immunized mothers was detected in amniotic
fluid increase levels of TNF-a, IFN-g, IL-12p70 and IL-10 compared to the group of non-
immunized mothers. Immunized mothers with OVA at breastfeeding period showed a
balanced percentage of splenic T CD4+CD25+FoxP3+cells and increased levels of TGF-
bl and anti-OVA IgG and IgA antibodies in milk samples compared to control mothers.

The kinetic of maternal IgG Ab in offspring show that at 2 days old (d-o) mainly presence
of IgG1 Ab, with peaked on 20 d-o and gradually decreased at 50-80 d-o. Both pathway,
transplacental and breastfeeding, contributes to transfer Ab passively to fetus and neonate,
respectively, anaphylactic IgG1 Ab. Neonatal immunization with OVA at 3 d-o are able to
sensitize the offspring, inducing anti-OVA IgE and IgG1 Ab production, no altering the
percentage of splenic T CD4+CD25+FoxP3+ cells of 25 d-o-offspring. Strategy of
maternal immunization with OVA before conception is able to inhibit IgE Ab production
of immunized offspring. Moreover, when offspring from immunized mothers was nursed
by non-immunized mothers transferred high IgG Ab levels to offspring, similarly when
offspring from control mothers were breastfed by immune mothers. The finding show that
transplacental Ab transference to fetus and by breastfeeding to neonate contributes actively

on IgG Ab transmission to offspring. The immunization of offspring with OVA at 25 do,



induced intense inhibition of IgE response. Maternal immunization was capable to increase
the percentage and CD80 expression on DC from offspring. However, in vitro DCs from
offspring of immunized mothers co-cultured with spleen cells from DO11.10 mice, did not
induced T CD4+CD25+FoxP3+ cells. Together, the data shows that maternal
immunization preconception transfer high levels of Ab by both placental and milk,
interfering on DCs activation, but not altering the T reg cells generation. The maternal
vaccination can be an essential strategy to control the allergen development in early phase

of life.

Key words: Materno-fetal. Dendritic cells. T regulatory cells. IgG antibodies. Ovalbumin.
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1 INTRODUCAO

1.1 Desenvolvimento da resposta alérgica

A prevaléncia de doencas atdpicas como dermatite atopica, asma e alergias
alimentares tem aumentado nos ultimos anos (PAWANKAR et al., 2008) e o seu
desenvolvimento pode estar relacionado com o tempo de aleitamento, intensidade de
exposi¢do aos alérgenos e estilo de vida (WARNER, 2004; BRUSSEE et al., 2005). Além
dos fatores genéticos que predispde ao desenvolvimento das doencas alérgicas, os fatores
ambientais tém significante influéncia na ocorréncia e progressao da doenga. Estes fatores
incluem a poluicao atmosférica e a contaminacdo do ambiente doméstico. A sensibilizagao
aos alérgenos alimentares e aeroalérgenos durante o primeiro ano de vida pode ser um fator
preditivo para o desenvolvimento de doenca atdpica em criangas de 6 anos de idade com
historia familiar de atopia (BROCKOW et al., 2009).

A alergia ¢ uma reagdo de hipersensibilidade imediata do tipo I caracterizada como
um desequilibrio da resposta imune humoral e capaz de promover danos ao organismo
sendo mediada por anticorpos da classe IgE (COOMBS, GELL, 1975) e de desenvolver
predominante resposta imune celular do padrao Th2 a estes antigenos em individuos
geneticamente predispostos.

A resposta imune inicia-se com o processamento e apresentagdo do antigeno pelas
células dendriticas (DCs) para os linfocitos T cuja cooperacao com os linfocitos B leva a
sua maturagdo com troca do is6tipo com os diversos isotipos de anticorpos IgG, IgA e IgE.
Células como os mastocitos, basofilos e eosindfilos teciduais expressam na superficie
receptores de alta afinidade para a por¢ao Fc da IgE (FceRI), na qual as moléculas IgE se
fixam. Em um contato subseqiiente com o alérgeno, ao menos duas moléculas de anticorpos
IgE especificos a um mesmo alérgeno que ocupam estes receptores em uma mesma célula
ligam-se simultaneamente, iniciando uma sinaliza¢do intracelular em cascata que leva a
desgranulacdo celular. Os granulos citoplasmaticos liberados possuem grande quantidade
de fatores pro-inflamatorios pré-formados, como a histamina. Além disso, o mastdcito

passa a produzir mediadores lipidicos derivados do acido araquidonico, quimiocinas e
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citocinas responsaveis pela inflamacdo e pelos sintomas das alergias (BINGHAN;
AUSTEN, 2000).

A sintese de anticorpos IgE ¢ dependente da acdo de linfécitos T CD4, e
especialmente das citocinas. Os linfocitos T CD4 sdo capazes de manifestar diferentes
padroes de secregdo de citocinas, entre eles, Thl, Th2 e Th17 (MOSMANN; COFFMAN,
1989, HARRINGTON et al., 2005). Esta diferenciacdo aparentemente depende de
diferentes fatores incluindo o microambiente da resposta inflamatodria inicial, ou seja, da
presenca de citocinas, que ¢ induzida pelo tipo de antigeno e pelas populagdes de células
ativadas inicialmente. Entre as citocinas envolvidas neste processo, a IL-12 ¢ secretada
principalmente por APCs e favorece a diferenciacdo do padrao Thl (COFFMAN et al.,
1991), que secretam IL-2 e IFN-y e favorecem a imunidade mediada por células como
macrofagos e linfocitos T CDS, além de favorecerem a troca de isotipos de anticorpos para
a subclasse IgG2a em camundongos. O IFN-y colabora com o padrdo Thl através do
aumento da expressdao do gene T-bet via fator transdutor e ativador de transcri¢ao 1
(STATI1) (MURPHY; REINER, 2002). Ja a IL-4, secretada principalmente por linfocitos T
NKI1.1 e mastocitos contribui para a diferenciagdo do padrdo Th2 (COFFMAN et al.,
1991). Este padrao é caracterizado pela expressdo do fator de transcrigdo GATA3 e da
secrecao de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 e esta relacionado a altas e persistentes respostas de
anticorpos e favorecem a produgdo de anticorpos IgE em humanos e de anticorpos IgE e
IgG1 em camundongos. Nas doengas alérgicas, observa-se predominancia do padrao Th2,
em decorréncia da elevada produgao de citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 e dos anticorpos IgE a
determinados antigenos. Durante a gestacgdo (WEGMANN et al., 1993), periodo onde
ocorrem efetivas interacdes entre os sistemas imune, reprodutivo e hormonal maternos,
existe a tendéncia ao desenvolvimento de respostas do tipo Th2 na gestante, contudo as
citocinas do tipo Th1 sdo importantes no processo de implantagdo do embrido e na expulsao
do feto do utero.

O terceiro tipo de células Th foi denominado como Th17, subgrupo celular que
expressa o fator de transcricdo RORyt e secreta IL-17A, citocina pro-inflamatéria. Essas
células sdo importantes na prote¢do contra fungos e vdarias bactérias extracelulares mas
também favorecem o desenvolvimento de doengas autoimunes e autoinflamatoérias

(IVANOV et al., 2006).
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Virias evidéncias indicam a existéncia de plasticidade e reciprocidade das células T
CD4+ naive com as subpopulagdes Thl, Th2 e Thl7 com sobreposi¢ao dos perfis
funcionais e na mudanca de uma linhagem para outra. Além disto, o TGF-3 também induz
a diferencia¢do de células T naive em células T reguladoras CD4+CD25+FoxP3+ (Tregs)
como também participa em associagdo com a IL-6 na diferenciagdo das células Thl7,
evidenciando a intima relagdo entre as células Th17 e as células T regs FoxP3+ (BETTELI
et al., 2008).

As células TCD4+CD25+FoxP3+ sdo essenciais para limitar o excesso das
respostas efetoras e de memoria de células T CD4+ antigeno-especificas (HAYASHI et al.,
2004; SAKAGUCHI, 2004). As deficiéncias genéticas no gene FoxP3 causam uma
condi¢do auto-imune aguda, chamada de sindrome da poliendocrinopatia, enteropatia,
ligada ao X (IPEX) em humanos e manifestagdes auto-imunes fatais em camundongos
(SAKAGUCHTI et al., 2001, BANHAM et al., 2006; BACCHETTA et al., 2007). As células
TCD4+CD25+FoxP3+ atuam por contato célula-célula e quando ativadas podem gerar um
fenotipo regulador em células T naive num processo dependente de TGF-B. Além disso,
células Tregs geradas sdo capazes de gerar outras células reguladoras, sugerindo um
mecanismo de feedback positivo (ANDERSSON et al., 2008). As células T regs sao
importantes na tolerancia do feto e a expansao das T regs pela via Ag-especifica ou nao
especifica favorece sua acdo supressora na fase critica de peri-implantacdo do feto na
gestacdo (ALUVIHARE et al., 2004). Em humanos, as T regs sdo capazes de suprimir a
imunidade Th1 e Th2 aos aloantigenos fetais paternos (MJOSBERG et al., 2007).

Além disso, um grande nimero de estudos vem abordando o papel das células T reg
TCD4+CD25"&"+FoxP3+ na supressao de doencas alérgicas experimentais, pela inibigao
da hiperreatividade pulmonar (KEARLEY et al., 2005, JOETHAM et al., 2007) e/ou
diminuicao de IL-4, IL-5 e IL-13 nas vias aéreas em modelos experimentais de alergia

(BURCHELL et al., 2009).

1.2 Predisposicdo a resposta Th2 na fase neonatal

No periodo neonatal, varios fatores ou parametros da resposta celular e humoral

estdo qualitativamente ou quantitativamente alterados, que direcionam a resposta ao
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antigeno ao padrao Th2. Além disto, no periodo poés-natal hd uma predisposicdo ao
desenvolvimento de resposta alérgica. Estas caracteristicas salientam a necessidade de
busca de estratégias para o controle de sensibilizacdo aos alérgenos em periodo precoce de
vida.

Nos neonatos algumas peculiaridades sdo encontradas, como a tardia producdo de
anticorpos a antigenos T dependentes de curta duragdo e de menor afinidade do que os
adultos (ADKINS et al., 2004). A baixa producao de anticorpos nesta fase de vida pode ser
atribuida as diferencas fenotipicas e funcionais das células B ou pela falta de um
microambiente anatdmico apropriado para a interacdo entre as células T e B. A distribuicao
dos isotipos de anticorpos dos neonatos também difere dos adultos, observando-se uma
deficiente producao de anticorpos IgG3 em camundongos (que corresponde a IgG2 em
humanos) e esta relacionado com a resposta aos antigenos T independentes, como os
polissacarides da parede bacteriana, podendo resultar em infec¢des persistentes e
recorrentes em infantis (KOURTIS; NAHMIAS, 1997).

As células B imaturas (IgM+IgD'*"") constituem a principal populagdo de células B
no bago do neonato. Apoés ligacdo do antigeno via BCR das células B ha uma sinalizacao
negativa em conseqiiéncia da baixa expressao de moléculas essenciais para a interacdo com
as células T, como as moléculas co-estimulatorias e as moléculas de classe 1 do MHC
(MARSHALL-CLARKE et al., 2000). As células B maduras estdo praticamente ausentes
até a primeira semana de vida do camundongo, onde podem ser encontradas em discretos
aglomerados perto das arteriolas centrais do baco neonatal.

Os foliculos linfoides, as DCs foliculares (FDC) e os centros germinativos estao
ausentes no nascimento e sdo vitais para se obter uma adequada producdo de anticorpos aos
antigenos T dependentes. O desenvolvimento destas estruturas nas primeiras semanas de
vida ¢ regulado pelas interagdes das células B com o estroma do 6rgdo linféide e requer a
participacdo de quimiocinas (ANSEL et al., 2000). Nos foliculos de células B, as FDC
expdem o antigeno para as células B, que por sua vez tornam-se ativadas e entram no
processo de diferenciagdo. Esta ativagdo celular promove a formacao do centro germinativo
e apos a colaboragdo com os linfocitos T, a troca de classe de imunoglobulinas e a
diferenciacdo em plasmocitos ou em células B de memoria. Os centros germinativos estao

ausentes até trés semanas de idade em camundongos, e o seu aparecimento coincide com a
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capacidade dos animais em estabelecer resposta semelhante aos adultos (PIHLGREN et al.,
2003).

As escassas células B maduras encontradas em neonatos humanos ou murinos
expressam baixos niveis da molécula CD40, que em associacdo a baixa expressdo do seu
ligante (CD40L) em células T culmina na producao de baixos niveis de anticorpos IgG, IgA
e IgE (DURANDY et al., 1995; MIN et al., 2001). A deficiente expressdo da molécula
TACI (transmembrane activator and calcium modulator and cytophilin ligand interactor)
da superfamilia do receptor de TNF, receptor de BAFF (B-cell-activating factor) em células
B e co-estimulador de respostas de anticorpo T-independente (TI-2), deve contribuir para a
baixa resposta de anticorpos, sobretudo aos antigenos polissacarideos (KANSWAL et al.,
2008).

A imunizagdo de criancas até os seis meses de idade contra o tétano e a difteria ¢
capaz de induzir a formacao de linfocitos de memoria, porém a atividade efetora in vitro
destas células so € observada ap6s a adi¢do de DCs autdlogas maduras na cultura (UPHAM
et al., 2006). Estes dados sugerem que a deficiéncia de respostas celulares de memoria
observadas in vivo se deve ao reduzido nimero de DCs bem como a sua imaturidade.

As células B de memoria migram dos 6rgdos secundarios para a medula Ossea,
ambiente importante para longevidade e continua fun¢do das células B. No neonato este
processo de colonizacao de plasmdcitos na medula dssea estd comprometido provavelmente
devido a baixa ou ausente expressdao de moléculas de homing (PIHLGREN et al., 2001) e a
baixa expressdao de moléculas sinalizadoras na medula 6ssea (PIHLGREN et al., 2006).

As DCs sdo as APCs mais importantes na ativagio de linfocitos T CD4" e T CD8"
naive (DADAGLIO et al., 2002). As DCs imaturas, apdés a estimulacio com
lipopolissacarideos, citocinas ou outros estimulos, aumentam a expressao de moléculas de
classe II do MHC e de moléculas co-estimulatorias, tornam-se células maduras capazes de
apresentar antigenos e ativar os linfocitos T com extraordinaria eficiéncia (ADKINS et al.,
2004). As APCs de neonatos sdo imaturas quanto a fungdo e estdo em niumero reduzido em
relacdo aos adultos, mas atingem valores similares quando as areas esplénicas tornam-se
organizadas (ADKINS et al, 2004). Quando estdo em baixos numeros, as DCs ndo sao
capazes de ativar completamente a resposta imune adaptativa para uma efetiva resposta de

células T e B antigeno especificas (RIDGE et al., 1996; SIEGRIST, 2007; WU et al., 2007),
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ou podem direcionar ao desenvolvimento de uma resposta imune do tipo Th2 contra varios
estimulos antigénicos (LAMBERT et al., 2005). Além disto, as DCs podem influenciar na
regulacdo da resposta imune, como as DCs CD103+ presentes nos linfonodos mesentéricos
de camundongos sdo capazes de induzir a expressdao de FoxP3 em células T naive, de
maneira dependente de TGF-f3 e de acido retindico (COOMBES et al., 2007).

Uma das caracteristicas das células do neonato murino, seja dos linfocitos B e das
células T CD4+ e CDS8+ ¢ a répida entrada em ciclo celular apds estimulos policlonais e
antigeno-especificos (ADKINS et at., 2003). Este fenomeno poderia agilizar as células
naive na resposta aos patdgenos, entretanto, sua eficacia ¢ restrita pelo limitado ntimero de
células T dos neonatos. Apesar da diferenca quantitativa das células T do neonato em
relacdo aos adultos, este compartimento ndo ¢ completamente deficiente nos camundongos.
(ADKINS et al., 2004). A incapacidade de secre¢ao de IFN-y provavelmente pode estar
envolvida na diferenciagdo para o padrao do tipo Th2. Baixos niveis de IFN-y sdo
detectados em co-culturas de células esplénicas de camundongos neonatos, na presenca ou
nao de células de adultos (ADKINS et al., 2001), seja em linhagens de camundongos, que
na fase adulta, sdo suscetiveis a desenvolver uma resposta do padrao Th2 (BALB/c) quanto
para Th1 (C57BL/6). Contudo, a producao de IFN-y de neonatos murinos pode depender do
sitio imunologico estimulado, tais como as células de linfonodos que apresentam
capacidade preservada de secrecdo de citocinas Thl (ADKINS et al., 2000). Este claro
predominio de resposta Th2 em neonatos murinos nao ¢ evidente em humanos (LAMBERT
et al., 2005).

Um dos mecanismos para explicar a ineficiéncia das células Thl e conseqiiente
propensdao de desvio para a resposta Th2 dos neonatos murinos apds re-exposi¢ao
antigénica, pode ser devido a apoptose das células Thl. Li et al. (2004) utilizando um
sistema de transferéncia adotiva de células T de camundongos transgénicos com TCR
especifico para OVA em neonatos de um dia de idade mostraram o desenvolvimento de
respostas Thl e Th2 na resposta primdria. No entanto, na re-exposi¢ao antigénica ocasiona
um predominio de resposta Th2 e apoptose das células produtoras de citocinas Thl. Além
disto, o desvio para a resposta Th2 na imunidade neonatal tem sido relacionada com a

maturacao tardia de uma subpopulacao de células DC capaz de produzir rapidamente 1L-12,
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0 que acabaria permitindo o aumento da expressao de IL-13Ral e de IL-4Ral (LEE et al.,
2009).

Uma populagdo de células vem sendo descrita nos neonatos murinos € humanos que
nao expressam marcadores de linhagem (Lin) mas c-Kit, Sca-1, IL-7R e IL-33R, chamadas
de fat-associated lymphoid cluster (FALC) (MORO et al., 2010). Essas células proliferam
em resposta a IL-2 e produzem grandes quantidades de citocinas Th2 como IL-5, IL-6 e IL-
13 contribuindo na predisposi¢cao do neonato para o desvio da resposta Th2.

Os neonatos sdo capazes de gerar resposta Th1l no sexto dia apds o nascimento, em
paralelo, as DC CD8oa+CD4- acumulam-se no bago e produzem IL-12, regulando
negativamente a expressao de IL-13Ral nas células Thl diminuindo a apoptose de células
Thl, bem como restaurando a produgdo de IFN-y na resposta secundaria (LEE et al.,
2009).

A tendéncia ao desenvolvimento de resposta Th2 dos neonatos murinos pode ser
inibida pela inje¢cdo de IFN-y recombinante durante a gestacdo (LIMA et al., 2005). O
tratamento € capaz de inibir a produgdo de IL-4 da prole apos o desmame, além de diminuir
a inflamacdo pulmonar e a produgdo de anticorpos IgE e IgGl anafildticos das proles
imunizadas com OVA em idade adulta.

Além disto, o controle da resposta alérgica ¢ mediado pelas células T reguladoras.
Visto que a deplecdo de células T reg com anticorpos anti-CD25 aumenta a
hiperreatividade pulmonar, o nimero de eosinoéfilos, citocinas Th2 e anticorpos IgE em
camundongos C3H imunizados com &caros de poeira doméstica (LEWKOWICH et al.,
2005). Entretanto, ndo esta claro se a integridade da funcao reguladora no periodo neonatal
pode ser mais um fator que contribui para o desvio da resposta Th2.

Apesar das peculiaridades encontradas na fase neonatal, que refletem nas diferengas
imunologicas qualitativas e quantitativas em relacdo ao adulto, ha importante flexibilidade
das células dos neonatos que, em associagdo com adjuvantes indutores de resposta Thl,
podem potencializar a resposta imune e controlar o desvio da resposta Th2.

O estudo da imunizacdo materna pré-concepcional e o reflexo na resposta alérgica
da prole, bem como o efeito nas populagdes de DCs e em linfocitos T das proles pode
contribuir para o aperfeicoamento de futuras medidas profilaticas no controle da resposta

alérgica.
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1.3 Imunizacdo materna no controle da resposta alérgica

A interrelagdo entre as citocinas, hormonios e células, sdo elementos vitais na
gestacdo e na amamentacdo que influenciam o sistema imunoldgico da prole. Além disto,
as fases gestacional e pos-natal podem influenciar na predisposicao as doencas alérgicas
(PEDEN, 2000; VON MUTIUS, 2002). A intera¢do materno-fetal durante o periodo
gestacional pode expor o feto a macromoléculas presentes no fluido amnidtico que serdao
absorvidas pela pele, trato respiratorio ou trato gastrointestinal, que pode levar a
sensibiliza¢do ou tolerancia do sistema imune do feto ao alérgeno (WARNER, 2004).

Em camundongos, os anticorpos IgG sdo transferidos pela placenta no periodo pré e
poOs-natal pela amamentagcdo (KOCH et al., 1967). A transmissdo placentaria de IgG e a
amamentacdo prolongada tém funcdo protetora nas infecgdes em neonatos até o
desenvolvimento do sistema imune (RICHTER et al., 2004; RIGATO et al., 2009). O
receptor neonatal (FcRn) responsavel por esse fenomeno liga-se a por¢ao Fc da molécula
de IgG inibindo sua degradagdo pelo baixo pH (RAGHAVAN et al., 1995). O FcRn
humano participa do transporte ndo somente da IgG, mas também, de complexos
antigeno/anticorpo para o interior da lamina propria do intestino. Este transporte estimula a
migragdo de DCs para o tecido linféide permitindo a interacdo com células T CD4+
antigeno especifica (YOSHIDA et al., 2004). Portanto, o transporte ativo de IgG materna
oferece um veiculo ideal para carrear o alérgeno ao feto.

Além disto, o alérgeno de gato, Fel d 1, ¢ detectado em complexo com a IgG
materna em mais de 40% das amostras de corddao umbilical (CASAS; BJORKSTEN, 2001;
CASAS et al., 2004). Vérias rotas para esta transferéncia sdo sugeridas, com especial
destaque para os fibrindides placentarios, que estdo presentes na placenta durante todos os
estagios de desenvolvimento fetal.

Como estratégia de controle de prevencdo da resposta alérgica, protocolos
experimentais com alérgenos tém sido avaliados. Neste contexto, o protocolo de
imunizagdo materna com um alérgeno alimentar como a OVA induz a produgdo de

anticorpos IgG e ¢ capaz de suprimir a resposta IgE dos filhotes (JARRETT; HALL ,
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1983). Além disso, a transferéncia de anticorpos maternos IgG especificos € capaz de
prevenir a sensibilizacao alérgica da prole de ratos (JARRETT; HALL, 1979).

Previamente, foi demonstrado em nosso Laboratério que a imunizagdao de
camundongos fémea A/Sn com 4caros Dermathophagoides pteronyssinus (Der p) antes da
concepgao inibe a resposta de hipersensibilidade tipo I e a produgdo de anticorpos IgG1 das
proles imunizadas (FUSARO et al., 2002; VICTOR et al., 2003). Esta inibicdo estad
relacionada a transferéncia de elevados niveis de anticorpos IgG maternos para as proles,
além de elevados niveis de TGF-B1 no leite materno (FUSARO et al., 2002). A imunizacao
materna com Der p eleva a producao de IFN-y da prole ndo imunizada, contudo, quando os
neonatos sdo imunizados hd uma redugdo dos niveis de IFN-y, e ndo exacerbacdo da
producdo de citocinas Th2 (VICTOR et al., 2003). A exposi¢do dos neonatos com altas
doses de OVA durante a fase de amamentacdo ¢ capaz de exacerbar a producdo de
anticorpos IgE enquanto que a exposicdo com baixas doses durante a gestagdo inibe a
producdo de IgE na prole de camundongos (FUSARO et al., 2009).Estrategicamente, a
imunizagdo materna pré-concep¢ao diminui a quantidade de OV A presentes no leite mesmo
quando estas maes sofrem intensa exposicao a OVA durante a amamentacao (FUSARO et
al., 2009). De fato, altos niveis de complexos imunes formados por anticorpos
materno/antigeno foram detectados no leite da mae imunizada com OV A, que pode ser um
mecanismo protetor para evitar antigenos livres na circulagdo da prole (FUSARO et al.,
2007).

Além disto, a imunizagdo materna pré-concepcao com OVA ¢ capaz de inibir a
resposta IgE e a producdo de citocinas Th2 e simultaneamente de aumentar a expressao do
receptor inibidor FcyRIIB em células das proles (VICTOR et al., 2010). E possivel que a
interacdo via imunocomplexo com FcyRIIB possa gerar um sinal inibitorio que previne a
proliferagao dos linfocitos B e consequentemente a secrecao de anticorpos.

Outros grupos vém demonstrando que a imuniza¢do de camundongos fémeas
durante a gestacdo com OVA ¢é capaz inibir a produgdo de anticorpos IgE, controlar os
niveis de IgG1 e aumentar os niveis de IgG2a anti-OVA (MELKILD et al., 2002). Além
disto, foi mostrado que o aleitamento pode transferir o alérgeno (OVA) para o neonato e

resultar em tolerdncia oral em camundongos, protegendo o desenvolvimento de doenca
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alérgica pulmonar na prole por um processo possivelmente mediado por células T
reguladoras dependentes de TGF-3 (VERHASSELT et al., 2008).

Este fato salienta que a imunizag@o prévia das maes ¢ um procedimento profilatico
para evitar a sensibilizagdo precoce das proles (FUSARO et al., 2007).

Algumas hipoteses sobre os mecanismos pelos quais os anticorpos derivados da
imunizagdo materna podem influenciar o sistema imune do feto t€ém sido propostas
(RIGATO et al., 2009) tais como: formag¢do de imunocomplexos dos anticorpos com
antigenos livres na placenta que podem prevenir a sensibilizagdo; interagdo do
imunocomplexo com receptores inibidores FcyRIIB presentes nos linfocitos B ou DCs
regulando negativamente a fun¢do dos linfocitos B; anticorpos anti-idiotipicos que
interagem com BCR ou TCR de linfocitos imaturos nos 6rgdos linféides primarios que
podem selecionar negativamente os clones; anticorpos anti-idiotipicos que interagem com o
BCR de células B maduras e regulam a diferenciagdo em plasmocitos ou que interagem
com TCR de células T maduras e interferem na proliferacdo dos linfocitos ao antigeno.
Além disto, a interacdo das citocinas provenientes da mae com as células do feto pode
induzir uma baixa expressao de moléculas co-estimulatdrias nas DCs, e nos linfocitos T e

B, como também, influenciar na geracao de células T reguladoras (RIGATO et al., 2009).
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2 OBJETIVOS

A dissertagdo teve como proposta investigar os mecanismos envolvidos na
regulacdo da resposta alérgica da prole de camundongos mediado pela imunizagdo materna
com ovalbumina. O enfoque foi avaliar as vias de transferéncia de anticorpos € o impacto
da imunizacdo materna na ativacdo das DCs e no potencial em induzir células T

reguladoras antigeno-especificas.

Para tal, os seguintes objetivos especificos foram desenvolvidos:

e Anadlise em maes imunizadas com OVA, presenca de citocinas no liquido amniotico
e anticorpos IgG anafilaticos e ndo anafilaticos, no leite presenca de IgA e TGF-1

e freqiiéncia de células T reguladoras no bago;

e Contribui¢do das vias placentaria e da amamentacgdo na transferéncia de anticorpos
maternos e na regulacdo da resposta IgE da prole, avaliado pela troca de maes e

proles durante a amamentacao;

e Efeito da imunizagdo materna com OVA no perfil de DCs CD11c+ da prole nao

imunizada e na freqiiéncia de células T CD4+CD25+FoxP3+;

e Avaliar a capacidade in vitro de DCs em gerar células T CD4+CD25+FoxP3+ em
co-cultura com células de camundongos DO11.10 e na capacidade de supressdao na

resposta proliferativa antigeno-especifica das células T CD4+ de camundongos;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais
Camundongos isogénicos BALB/c de ambos os sexos foram utilizados com seis a

oito semanas de idade. As proles foram utilizadas aos 20 e 25 dias de idade (di).
Camundongos BALB/c transgénicos com TCR especifico para ovalbumina (DO11.10)
adquiridos do Biotério Central — ICB/USP foram utilizados com oito semanas de idade em
ensaios de co-cultura antigeno-especifico. Ratos Wistar Furth (WF) isogénicos foram
utilizados para reagdes de anafilaxia cutanea passiva (ACP).

Todos os experimentos em animais estio de acordo com os Principios Eticos
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e aprovados pela
Comissdo de Etica no uso de Animais do Instituto de Ciéncias Biomédicas (n°126 nas fls.
76 do livro 02) e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (n° 127/10).

3.2 Antigeno
Foi utilizado a ovalbumina (OVA, Grau V-Sigma, St. Louis, MO, EUA) para

imunizagdo de camundongos.

3.3 Protocolo de imuniza¢ao materna com OVA
Camundongos BALB/c fémeas foram imunizados por via subcutanea (sc) com 150

pg de OVA em 60 mg de Al (OH); (Hidroxido de aluminio — FURP, Sao Paulo) e 85ul de
salina. Um reforgo intraperitoneal (ip) com 100 pg de OVA em 190 uL de salina foi
realizado no 10° dia pés-imunizacao (dpi) e no 20° dpi, um dia apos, as fémeas foram
acasaladas com machos BALB/c ndo imunizados. As proles foram utilizadas em variados

periodos.
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3.4 Protocolo de imuniza¢io de neonatos e de jovens com OVA
Os filhotes de ambos os sexos foram imunizados aos 3 di com 10ug de OVA em 6

mg de Al (OH); e 9 pl de salina pela via ip e refor¢ados no 10° dpi pela via ip com 10 pg de
OVA em 199,0 pl de salina e sangradas pelo plexo-retrorbital em idades variadas (2, 20, 50
e 80 di) os soros foram estocados a -20 °C. A imunizagdo de camundongos jovens foi
realizada nas proles aos 25 di com 150 pg de OVA em 60 mg de Al (OH); em 85uLl de
salina ip, no 10° dpi foi realizado um reforco ip e no 17° dpi os camundongos foram

sangrados e os soros estocados a -20 °C.

3.5 Protocolo de troca de proles em periodo neonatal
Para avaliar o efeito da transferéncia de fatores da mae para a prole via placenta ou

via leite materno, foi realizado um protocolo de troca de proles entre as maes submetidas ou
nao ao protocolo de imunizagdo. As proles com 0 ou 1 di foram retiradas das maes
imunizadas ou ndo antes da gestagcdo para serem amamentadas por maes imunizadas ou
ndo. Posteriormente, as proles foram imunizadas aos 25 di e avaliadas quanto a producao de
anticorpos IgE anti-OVA.

Os seguintes grupos foram realizados:

Prole de maes ndo imunizadas, amamentadas por maes nao imunizadas (Prole de
mae NIM / Am NIM).

Prole de maes imunizadas e amamentadas por maes imunizadas (Prole de mae IM /
Am IM).

Prole de maes imunizadas e amamentadas por maes ndo imunizadas (Prole de mae
IM / Am NIM).

Prole de maes ndo imunizadas e amamentadas por maes imunizadas (Prole de mae
NIM / Am IM).

Esquema de troca de proles:

l l
l l

- — = Periodo de amamentacao SG:Sangria IM: Imunizacdo RF:Reforco
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3.6 Protocolo para coleta de liquido amniotico e do leite
As amostras de liquido amniodtico foram coletadas por cesarea no periodo

correspondente ao 21° dia de gestacdo. Apos a coleta em pool foi centrifugada e
armazenada a —70 °C até o momento de uso.

Amostras de leite foram obtidas diretamente do estomago dos filhotes provenientes
das maes imunizadas ou ndao com OVA como descrito por Fusaro et al. (2007).
Resumidamente, os filhotes com 10 dias de idade logo apdés a amamentacdo foram
anestesiados, sacrificados e o leite foi obtido através de uma incisdo cirurgica no estobmago.
As amostras de leite foram diluidas 1:1 em solugdo fisiologica e centrifugadas por 10

minutos a 6000 rpm.

3.7 Analise de anticorpos IgE e IgG1 anti-OV A por reacao de Anafilaxia Cutinea
Passiva (ACP)

A andlise dos anticorpos IgE anti-OV A nos soros das proles foi realizado por ACP
em ratos WF de acordo com o método descrito por Mota e Wong (1969). As dilui¢des das
amostras de soros individuais foram inoculadas intradermicamente no dorso de ratos
tricotomizados (50 puL). Apds 18 horas, os ratos foram desafiados pela via intravenosa com
0,5 mg de OVA em 1 mL de azul de Evans. Apds uma hora os ratos foram sacrificados por
eutanasia em camara de CO, e o titulo do soro foi considerado como a reciproca da maior
diluicdo que apresentasse reacdo acima de 5 mm de didmetro.

A determinagdo do titulo de anticorpos IgG1 por ACP foi feita segundo a técnica
descrita por Ovary (OVARY, 1958). Os soros dos camundongos imunizados foram
previamente inativados por 1h a 56 °C para eliminar a atividade dos anticorpos da classe
IgE. O dorso de camundongos BALB/c foi tricotomizado 24 h antes da realizagdo da ACP e
foram injetadas por via intradérmica dilui¢des seriadas de pool de soro (50 pL) dos animais
imunizados ou ndo. Apds duas horas de sensibiliza¢do, os camundongos foram desafiados
por via retroorbital com a inje¢ao de 500 uL de solug@o contendo azul de Evans a 0,25% e
0,25 mg de OVA. O teste foi realizado em triplicata, e o titulo do soro considerado como a

reciproca da maior diluicdo com reagdo acima de 5 mm de didmetro.
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3.8 Obtencao de células esplénicas e purificacao de DCs
Os animais foram anestesiados € o bago foi removido de forma asséptica e

depositado em placas de petri contendo meio de cultura RPMI 1640 (Sigma). O bago foi
fragmentado com peneiras de nylon para cultura celular (Cell Strainer — BD Biosciences,
MA, EUA) e a suspensdo celular obtida foi centrifugada por 20 minutos a 2000 rpm e
separada através do gradiente de Ficoll Hypaque (densidade - 1095). A seguir, a suspensao
celular foi lavada por centrifugacdo por 10 minutos a 200gem meio RPMI por 2 vezes.
Posteriormente, as células foram ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura RPMI com
10% de soro fetal bovino (SFB — HyClone III, Logan, EUA). As células foram
quantificadas em contador automatico (Cell Dyn 1400, Abbott) e a viabilidade observada
com azul de tripan 0,5% em camara de Neubauer.

As DCs do bago foram purificadas utilizando o Kit de microesferas para purificagao
de células CD11c+ (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). As células esplénicas
foram centrifugadas e incubadas com anticorpo monoclonal anti-CD16/32 para bloqueio do
receptor Fc (PharMingen). Uma solugdo de microesferas CD11c (N418) por 10° células foi
incubada por 15 minutos a 4 °C, em seguida apos lavagens as células foram submetidas a
selegdo positiva no separador magnético MACS. Em seguida, a coluna foi lavada e as
células retidas na coluna foram removidas pela adicdo de 1 mL de tampao. O grau de
pureza da populagdo que foi utilizada nos experimentos foi maior que 90% por citometria

de fluxo.

3.9 Co-cultura de DCs CD11c¢+ com células T CD4+ de camundongos DO11.10
Os ensaios foram realizados com DCs esplénicas purificadas de proles de maes

imunizadas ou ndo e co-cultivadas com células T CD4+ purificadas de camundongos
DO.11.10. As DCs purificadas (1 x10°/orificio) foram incubadas em microplaca de 96
orificios (Costar) com OVA (400pg/ml) em meio RPMI enriquecido com 10% de SFB
(HyClone) em 200 uL/orificio por 24 horas a 37° C a 5% de CO,. Posteriormente, as DCs
pulsadas com OVA foram lavadas e foram adicionados linfocitos T CD4+ purificados de
camundongos DO11.10 na proporgio de 1:4 x10°/ orificio. Apds 72 horas de cultura as

células T CD4+CD25+ FoxP3+ foram analisadas por citometria de fluxo.
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3.10 Avaliaciao da funcio supressora dos linfocitos T CD4+CD25+FoxP3+ gerados em
co-cultura com DCs purificadas

As DCs purificadas (1 x10°/orificio) foram incubadas em microplaca de 96 orificios
(Costar) com OVA (400pg/ml) em meio RPMI enriquecido com 10% de SFB (HyClone),
em 200 pL/orificio por 24 horas a 37° C a 5% de CO,. Posteriormente, as DCs pulsadas
com OVA foram lavadas e foram adicionados linfocitos T CD4+ purificados de
camundongos DO11.10 na proporcio de 1:4 x10°/ orificio. Apds 72 horas de cultura, foram
adicionados esplendcitos de camundongos BALB/c wild type (WT) 5x10%orificio,
marcados com carboxifluoresceinadiacetato succinimidil éster (CFDA,SE, Sigma) e
pulsados com anti-CD3 (2ug/mL, PharMingem). Apos 72 horas de incubagdo, a resposta

proliferativa foi avaliada por citometria de fluxomultiparamétrica.

3.11 Citometria de fluxo
Marcacido extracelular: A marcacdo foi realizada para avaliar a expressdao de

marcadores de ativag¢ao/co-estimulacgao (I—Ad, CD80, CD86, CD40) em DCs (CDl1l1c+) de
proles de camundongos de maes imunizadas ou controles, bem como de controle de pureza
de populacdes celulares obtidas por selecao positiva como as DCs e as células TCD4+.

Células na concentragao de 0,5);106 foram transferidas para tubos de ensaio,
centrifugadas e lavadas em solugdo de PBS contendo 1% de SAB (PBS-SAB) a 4 °C por
duas vezes. No botdo de células foi adicionado anticorpo monoclonal para CD4, CDl11c, I-
Ad, CD80, CD86, CD40, e CD25 marcados com complexo peridinina-clorofila-proteina
(PerCP), ficoeritrina (PE), ou fluoresceina (FITC) ou com respectivos anticorpos isotipicos
procedentes da BD-Pharmingem (CA, USA) diluidos em tampao PBS-SAB e incubados
por 30 minutos a 4 °C. Apds nova lavagem, as células foram ressuspendidas em solugdo
isotonica e analisadas no aparelho de citometria de fluxo da Coulter-Epics XL (Beckman
Coulter, CA, EUA) com aquisi¢ao de 30.000 eventos dentro da regido de DCs.

Marcacio intracelular: Para quantificar as células TCD4+CD25+FoxP3+ das
proles e maes imunizadas as c€lulas tiveram marcagdo extracelular para anti-CD4 e anti-
CD25 e posteriormente foram fixadas com paraformaldeido 4% por 10 minutos a 4° C e
lavadas com tampao PBS/1%BSA. Posteriormente, as células foram incubadas com anti-
FoxP3 PE (e-Bioscience, CA, EUA) em tampdo PBS/0,5%/Saponina por 30 minutos a 4°

C. Apds nova lavagem, as células foram ressuspendidas em solugdo isotonica e analisadas
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no aparelho de citometria de fluxo da Coulter-Epics XL (Beckman Coulter, CA, EUA),
com aquisi¢ao de 30.000 eventos dentro da regido de linfocitos T CD4+.

Marcacido da resposta proliferativa: Células da co-cultura marcadas com CFSE
na concentragdo de 5x10* foram transferidas para tubos de ensaio centrifugadas e lavadas
em solucao de PBS contendo 1% de SAB (PBS-SAB) a 4 °C por duas vezes. No botdo de
células foi adicionado anticorpo monoclonal para CD3(PE), CD4 (PerCP) e CD25 (APC),
diluidos em tampao PBS-SAB e incubados por 30 minutos a 4 °C. Apos nova lavagem, as
células foram ressuspendidas em solugdo isotonica e analisadas no aparelho de citometria
de fluxo da BD LRSFortessa (BD-Pharmingem, CA, EUA), com aquisicdo de 30.000
eventos dentro da regido de células T CD4+. Para andlise das aquisi¢des foi utilizado o

programa FlowJo 7.6.5 (Treestar, Ashland, OR).

3.12 Determinacido da concentracio de citocinas pro-inflamatérias por citometria de
fluxo

A dosagem de citocinas no liquido amniotico foi realizada utilizando-se o Kit
Mouse Inflammation Kit Cytometric Bead Array (CBA), (BD Pharmingen, CA, USA), no
qual foram dosadas as citocinas: IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y, TNF-a e IL-12p70. As
amostras de liquido amnidtico e a curva de concentragdo padrdao foram incubadas com
microesferas de captura recobertas com anticorpos especificos para as respectivas citocinas
e com o anticorpo de deteccdo marcado com ficoeritrina (PE). Apds as incubagdes, foi
acrescentado 1mL da solucdo de lavagem e centrifugado por 10 minutos a 1100 rpm.
Retirou-se o liquido amnidtico e com 300uL da solucdo de lavagem ressuspendeu-se as
amostras para as aquisi¢des no citometro de fluxo. As aquisi¢des das amostras foram
realizadas no citdmetro BD FACS Calibur (BD&Bioscience) e os resultados foram gerados
em formato grafico e tabular utilizando BD CBA Analysis Software (BD&Bioscience). O
método prevé uma deteccao de 0- 5000pg/mL de citocinas. A sensibilidade do kit € de 5
pg/ml para IL-6, de 17,5 pg/ml para IL-10, de 52,7 pg/ml para MCP-1, de 2,5 pg/ml para
IFN-g, de 7,3 pg/ml para TNF e de 10,7 pg/ml para I1-12p70.

3.13 ELISA para determinacio de anticorpos IgA, IgM e subclasses de IgG anti-OVA
Para detec¢do de anticorpos IgA, IgM e subclasses de anticorpos IgG anti-OVA os

orificios de microplacas foram incubados com5ug/mL de OV A diluido em TCB 0,1 M (pH
9,5) por 18 horas a 4 °C. Apds bloqueio com solucdo de PBS contendo 1% SAB (Sigma),
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as placas foram lavadas e incubadas com dilui¢des seriadas das amostras ou da Ig padrao
(Southern). Em seguida, incubadas com anticorpos biotinilados especificos para IgA, IgM
ou as subclasses IgG (Southern). Posteriormente, apo6s lavagens, foi adicionado
estreptoavidina peroxidase (Sigma) e seguida de uma incubagdo de 1 hora a 37 °C. A
atividade enzimatica foi detectada pela adigdo de TMB (Calbiochem) e a reagdo bloqueada
com 4acido sulfarico IM. A leitura serd realizada a 450nm em leitor de ELISA (Molecular
Devices, CA, USA). Para determinar o log dos anticorpos anti-OVA os valores obtidos
foram expressos de acordo com o Log da diluicao limite de reatividade dos anticorpos,

utilizando como referéncia soros de camundongo imunizados.

3.14 Avaliacio da citocina TGF-$1

A determinacdo da citocina TGF-B1 foi realizada por ensaio imunoenziméatico
(ELISA) seguindo as recomendagdes do fabricante (Promega Corporation, Madison, WI -
EUA). Os orificios das microplacas de 96 pogos (Costar) foram sensibilizados com
anticorpo monoclonal anti-TGF-1 (1:100) em TCB 0,1 M (pH 9,5) a 4 °C por 20 horas. As
microplacas foram bloqueadas com solugdo de bloqueio (Promega, Kit TGF-f). Apds este
procedimento, dilui¢cdes das amostras e a respectiva citocina recombinante foram incubadas
por 1 hora e 30 minutos a t.a. sob agitacdo constante, lavadas e incubadas com anticorpos
anti-TGF-B. Apos lavagens, as placas foram incubadas com anticorpo anti-TGF-f1
conjugado a peroxidase e a reacdo desenvolvida com a adicdo de TMB (Promega, Kit TGF-
) e bloqueada com acido fosforico 1,0 M. A leitura foi realizada a 450 nm em leitor de
microplaca de ELISA (Biorad, USA). As concentragdes foram obtidas pela interpolagdo
dos valores de densidade optica (DO) das amostras na curva padrao. Os limites de deteccao

de TGF-B1 foram de 32 pg/ml.

3.15 Analise estatistica
Os grupos foram analisados pelo teste ndo paramétrico Mann-Whitney ou quando

comparado trés grupos por ANOVA (paramétrico) com pds-teste de Dunn’s. Os resultados

foram considerados significantemente diferentes quando o erro alfa for < 0.05.
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4 RESULTADOS

4.1 Determinacao de citocinas no liquido amnidtico e no leite de maes imunizadas com

OVA

Previamente, observamos que a imunizagdo materna pré-concep¢ao com OVA foi
capaz de inibir a resposta IgE da prole imunizada em periodo neonatal (FUSARO et al.,
2007, 2009, VICTOR et al., 2010). Para avaliar os mecanismos envolvidos na regulagdo da
resposta alérgica verificamos inicialmente a andlise de citocinas no liquido amnidtico e no
leite de maes imunizadas com OVA pré-concepgdo. Para tal, camundongos BALB/c fémeas
foram imunizados com OVA, desafiados por duas vezes e acasalados no 21° dpi. As
amostras de liquido amnidtico foram coletadas no 21° dia de gestacdo por cesarea. As
amostras de leite foram obtidas diretamente do estdbmago do neonato com 10 di como
descrito por Fusaro et al. (2002).

A presenga de IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y, TNF-a e IL-12p70 foram analisadas em
amostras individuais de liquido amnidtico (n=6) ou com pool de amostras de leite (2
pools/cada contendo 6 amostras) por citometria de fluxo utilizando o kit Mouse
Inflammation, Cytometric Bead Array.

A Figura 1 mostra que os niveis de IL-10, IFN-y, TNF-a e IL-12p70 no liquido
amnidtico de camundongos imunizados estdo significantemente elevados quando
comparado ao grupo de maes controle. Ja os niveis de IL-6 e da quimiocina MCP-1 das
maes imunes foram similares em relagao ao grupo controle.

No leite as citocinas analisadas nao foram detectaveis pelo método utilizado.

Os resultados mostram que a imunizagdo pré-concepcional com OVA, eleva
significantemente algumas citocinas no liquido amnidtico na gesta¢do, seja com perfil
inflamatorio como IFN-y, TNF-a e IL-12p70 ou regulatério como a IL-10. Entretanto, nao

interferiu no nivel das citocinas no leite das maes imunizadas.
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Figura 1 - Quantificacdo de citocinas no liquido amnidtico de maes imunizadas com OVA.
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Camundongos BALB/c fémeas foram imunizados ou ndo com OVA, reforcados
no 10° e 20° dpi e acasalados aos 21 dpi. As amostras de liquido amnidtico
(n=6) foram coletadas no 21° dia ap6s o acasalamento por cesarea e analisadas
por citometria de fluxo utilizando o Kit Mouse Inflammation (CBA). As barras

representam média + desvio padrao. *P< 0,05 em relag@o ao grupo de maes nao

imunizadas (controle).
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4.2 Determinaciio de TGF-B1 e anticorpos anti-OV A no leite de mies imunizadas com

OVA

Prosseguimos a avaliacdo se a imunizagdo materna com OVA transfere pelo leite
TGF-B1 e anticorpos IgA e IgG anti-OVA a prole. As amostras individuais de leite foram
retiradas do estdmago da prole aos 10 di para analise de TFG-B1 e aos 10 di para avaliar os
niveis dos anticorpos IgA e IgG anti-OVA por ELISA.

A Figura 2a mostra transferéncia de niveis fisiologicos de TGF-B1 pelo leite nas
maes imunizadas e maes controle.

A presenga de anticorpos anti-OVA no leite foi coletada em um periodo posterior
(10 di) para facilitar a obtencdo das amostras pela prole, para andlise individual de
anticorpos IgA e IgG anti-OVA por ELISA.

A Figura 2b e 2¢ mostra que pela amamentacdo hé transferéncia de elevados niveis
de anticorpos IgA e IgG anti-OV A pela mae imunizada a prole.

Os resultados mostram que os niveis de TGF-1 detectados no leite mantém-se em
niveis normais com a imunizagdo materna € que esta via ¢ importante na transferéncia

passiva de anticorpos IgG a prole.
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Figura 2 - Niveis de TGF-B1 e anticorpos IgA e IgG anti-OVA no leite de maes

imunizadas com OVA.
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Camundongos BALB/c fémeas foram imunizados ou ndo com OVA,
reforgados no 10° e 20° dpi ¢ acasalados aos 21 dpi. As amostras de leite (n=8-
10) foram coletadas diretamente do estomago dos filhotes com 10 di para
determinacdo dos niveis de TGF-B1 (A) e aos 10 di para avaliagdo de
anticorpos IgA (B) e IgG anti-OVA (C) por ELISA.*P<0,05 quando
comparado a prole ndo imunizada. O traco horizontal representa a média dos

valores obtidos (A) e a média = DP (B e C).
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4.3 Transferéncia de anticorpos maternos IgG anti-OVA e a sua permanéncia na

circulacio da prole

Em seguida, avaliamos no soro da prole as subclasses de IgG anti-OVA e a cinética
de duracdo dos anticorpos maternos transferidos. Para isso, camundongos BALB/c fémeas
imunizados ou ndo com OVA foram acasalados no 21° dpi e as proles avaliadas aos 2, 20,
50 e 80 di para determinagdo de anticorpos IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3 anti-OVA no soro
por ELISA. A andlise foi realizada com um pool de soro (n=10 amostras) para viabilizar a
cinética.

Na Figura 3 observamos elevados niveis de anticorpos IgG1 anti-OVA aos 2 di, que
indica a transferéncia vertical por via placentaria, os niveis de anticorpos elevaram-se aos
20 di devido a amamentagdo e diminuiram gradualmente até os 80 di. Os anticorpos IgG2b
anti-OVA foram detectdveis até os 20 di enquanto que nao foram observadas alteracdes nos
niveis de IgG2a e IgG3 anti-OVA (Fig. 3).

Os resultados mostram que a transferéncia materna de anticorpos IgG anti-OVA a

prole ¢ majoritaria de IgG1, seguida de IgG2b, IgG2a e IgG3.
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Figura 3 - Permanéncia das subclasses de anticorpos maternos IgG anti-OVA no soro da

prole.
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Camundongos BALB/c fémeas foram imunizados ou ndo com OVA, reforcados
no 10° e 20° dpi e acasalados aos 21 dpi. Amostra de soro em pool (n=10) para

cada periodo, 2, 20, 50 e 80 di foram analisadas por ELISA.
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4.4 Transferéncia de anticorpos maternos IgG1 anafilaticos para a prole

Como observamos que a transferéncia materna de anticorpos IgG anti-OVA ¢
majoritaria de IgG1, avaliamos se hé transferéncia de anticorpos IgG1 anafilaticos. Em
camundongos, os anticorpos da subclasse IgGl podem exercer atividade anafilatica e
podem ser avaliados pela reacdo de ACP em camundongos (MOTA I, WONG D, 1969). As
proles de maes imunizadas com OVA foram sangradas aos 2, 20, 50 e 80 di e o pool de
amostra de soro de cada dia foi analisado quanto a presencga de anticorpos IgG1 anafilaticos
anti-OVA por rea¢ao de ACP em camundongos e também para I[gG1 anti-OVA por ELISA.

Na Figura 4 pode-se observar que os anticorpos IgG1 anafilaticos anti-OVA sdo
detectaveis no soro das proles ja aos 2 di, com pico aos 20 di e indetectaveis aos 80 di. A
avaliacao de anticorpos IgG1 anti-OVA por ELISA mostrou um perfil similar, mas com
diminuigdo acentuada até os 80 di.

Estes resultados mostram que a imunizagdo materna com OVA ¢ capaz de transferir
anticorpos IgG1 anti-OVA para a prole, sem seletividade dos anticorpos, sejam com fung¢ao

anafilatica ou ndo, por ambas as vias placentaria e pelo leite.



40

Figura 4 - Transferéncia de anticorpos IgG1 anti-OVA anafilaticos a prole.
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Camundongos BALB/c fémeas foram imunizados com OVA, refor¢ados no 10°
e 20° dpi e acasalados no 21° dpi. As proles obtidas foram sangradas aos 2, 20,
50 e 80 di, e as amostras foram analisadas em pool (n=10) para a detec¢ao de
anticorpos IgG1 anti-OVA por ELISA ou anafilaticos por reagdo de ACP em

camundongos. As proles ndo imunizadas foram avaliadas aos 20 di.
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4.5 Efeito da imunizacido materna com OVA nas células T CD4+CD25+FoxP3+
esplénicas

A imunizagao com OVA e a gestacdo sdo fatores que podem influenciar na geragao
de células reguladoras. Avaliamos a frequéncia de células T CD4+CD25+FoxP3-+no baco
de maes imunizadas apds o periodo de amamentacdo. Para isso, camundongos BALB/c
fémeas foram imunizados com OVA, desafiados por duas vezes e acasalados no 21° dpi.
Apos o periodo de amamentagdo, aproximadamente no 25° dia apds o nascimento das
proles, a mae foi sacrificada e as células T CD4+CD25+FoxP3+ esplénicas foram avaliadas
por citometria de fluxo.

A imunizagdo materna ndo interferiu no percentual de células T
CD4+CD25+FoxP3+ (Fig 5a), bem como de CD4+CD25+ (Fig 5b) quando comparado ao
grupo controle.Os dados foram analisados no periodo pds-amamentacdo e sugerem uma

queda do nimero das células T reguladoras em maes imunizadas.
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Figura 5 - Frequéncia de células T CD4+CD25+FoxP3+ em maes imunizadas com OVA.
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Camundongos BALB/c fémeas foram imunizados ou ndo e as células foram
analisadas ap6s o periodo de desmame da prole, que corresponde aos 25 di. As
células do bago foram avaliadas quanto a expressdao de CD25 e FoxP3 em

células T CD4+ (30.000 eventos) por citometria de fluxo.
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4.6 Resposta humoral na imunizacio neonatal com OVA

Com a analise da imunizagdo materna e transferéncia de anticorpos a prole,
prosseguimos para avaliar o efeito da imunizagdo materna na resposta IgE da prole, para
tal, avaliamos inicialmente a resposta humoral na imunizagdo neonatal da prole de maes
controles ndo imunizadas. Previamente, ja& observamos que a imunizagdo neonatal de
camundongos BALB/c com OVA aos 3 di é capaz de induzir a resposta IgE na prole
(FUSARO et al., 2007), no entanto o perfil das subclasses de anticorpos IgG anti-OVA nao
foi determinado.

Para tal, camundongos BALB/c fémeas ndo imunizadas foram acasalados e as
proles obtidas foram imunizadas aos 3 di, refor¢adas aos 13 di e sangradas aos 20 di para
determinacao dos anticorpos IgE anti-OVA da prole por reagdao de ACP e para determinar
os niveis das subclasses de IgG por ELISA.

A imunizagdo no periodo neonatal foi capaz de induzir a produgdo de anticorpos
IgE anafilaticos (Fig 6) e anticorpos IgG1 anti-OVA com baixos niveis de IgG2a, IgG2b e
IgG3 (Fig 7). A produgdo de anticorpos IgE anafilaticos evidencia que o protocolo de

imunizag¢do no periodo neonatal foi capaz de sensibilizar as proles em fase neonatal.
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Figura 6 - Produ¢do de anticorpos IgE anti-OVA em camundongos imunizados em periodo

neonatal com OVA.
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As proles, provenientes de acasalamentos de camundongos BALB/c, foram
imunizadas ou ndo com OVA aos 3 di, reforcadas aos 13 di, sangradas aos 20 di
e os soros avaliados individualmente quanto a presenca de anticorpos IgE anti-
OVA por reagao de ACP.*P<0,05 quando comparado a prole ndo imunizada. O

traco horizontal representa a mediana dos valores.
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7 - Produgdo de subclasses de anticorpos IgG anti-OVA em camundongos

imunizados em periodo neonatal com OVA.
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As proles provenientes de acasalamentos de camundongos BALB/c, foram

imunizadas ou ndao com OVA aos 3 di, refor¢adas aos 13 di, sangradas aos 20

di e os soros (n=10) avaliados individualmente para determinarmos os niveis

de anticorpos IgGl, IgG2a, IgG2b e IgG3 por ELISA.* P<0,05 quando

comparado a prole ndo imunizada. O trago horizontal representa a mediana

dos valores.
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4.7 Efeito da imunizacdo materna na producio de anticorpos IgE e IgG1 anafilaticos

da prole imunizada em periodo neonatal

Prosseguimos para avaliar o efeito da imuniza¢do materna com OVA na produgao
de anticorpos anafilaticos IgE e IgG1 anti-OVA da prole imunizada em periodo neonatal.
Para tal, camundongos BALB/c fémeas foram imunizados ou ndo com OVA, acasaladas e
as proles imunizadas com OVA aos 3 di, reforcadas aos 13 di e sangradas aos 20 di. Para
deteccao de anticorpos anafilaticos IgE anti-OV A, as amostras foram analisadas por reagdo
de ACP em ratos ou em pool para determinagao de anticorpos anafilaticos IgG1 anti-OVA
por reagdo de ACP em camundongos.

Na Figura 8a observamos inibi¢do da produgdo de anticorpos IgE anti-OVA nas
proles de maes imunizadas em comparacao aos grupos de proles de mdes nao imunizadas.
A imunizagdo da prole com OVA nao induz anticorpos IgG1 anafilaticos. Em contraste, a
imunizagdo da prole quando associada com a imunizagdo materna parece controlar os
niveis de anticorpos IgG1 anti-OVA das proles imunizadas comparada com as proles
controles de maes imunizadas (Fig 8b).

Os resultados confirmam dados anteriores que a imunizacao materna com OVA ¢
capaz de prevenir a produgdo de anticorpos IgE e capaz de controlar os niveis de anticorpos

IgG1 anafilaticos da prole imunizada.
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Figura 8 - Imunizagdo materna com OVA inibe a producdo de anticorpos IgE e IgGl

anafilaticos da prole imunizada.
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Camundongos BALB/c fémeas foram imunizados ou ndo com OVA,
reforcados no 10° e 20° dpi e acasalados no 21° dpi. As proles foram
imunizadas ou ndo com OVA aos 3 di, reforcadas aos 13 di e sangradas aos 20
di. As amostras foram analisadas individualmente por reacdo de ACP em ratos
para a deteccdo de anticorpos IgE anti-OVA (A) e para determinar os niveis
de anticorpos IgG1 anafilaticos anti-OVA (B), as amostras foram utilizadas

em pool (n=10) e testadas por reagdo de ACP em camundongos.*P<0,05.
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4.8 Efeito da imuniza¢cio materna na producio de anticorpos IgM e IgA anti-OVA das

proles imunizadas

As classes IgM e IgA ndo sdo transferidas por via placentaria, mas avaliamos se a
imuniza¢do materna com OVA pode interferir na produciao de anticorpos IgM e IgA anti-
OVA da prole de camundongos imunizados em idade neonatal. Para tal, camundongos
BALB/c fémeas foram imunizados com OVA, acasalados, as proles foram imunizadas aos
3 di com OVA e aos 20 di os anticorpos IgM e IgA anti-OVA foram analisados por ELISA.

A Figura 9 mostra que a imunizagdo materna ndo interferiu na produgdo de
anticorpos IgM e IgA anti-OVA da prole imunizada, os niveis foram equivalentes as proles

imunizadas de mae controle.

Figura 9 - Producdo de anticorpos IgM e IgA anti-OVA em camundongos imunizados em

periodo neonatal de maes imunizadas.
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Camundongos BALB/c fémeas foram imunizados ou ndo com OVA, refor¢ados
no 10° e 20° dpi e acasalados aos 21 dpi. As proles foram imunizadas com OVA
aos 3 di, reforcadas aos 13 di, e os soros coletados aos 20 di (n=10-15)
avaliados quanto a presenca de anticorpos IgM e IgA anti-OVA por
ELISA.*P<0,05 quando comparado a prole ndo imunizada. O traco horizontal

representa a mediana dos valores obtidos.
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4.9 Analise das vias de transferéncia de anticorpos IgG maternos a prole

Para avaliarmos a influéncia da via placentaria ou pelo leite na transferéncia de
anticorpos IgG a prole foi realizado a troca dos neonatos de maes imunizadas para serem
amamentados por maes nao imunizadas e vice-versa. Para tal, camundongos BALB/c
fémeas foram imunizados e acasalados no 21° dpi. A gestacao foi monitorada e logo apods o
nascimento, os neonatos de maes imunizadas foram transferidos para as maes controle (ndo
imunizadas) e os provenientes de maes controle foram colocados para serem amamentados
pela mae imunizada.

As proles de maes imunizadas amamentadas por maes controle (Prole de mae IM /
Am NIM) e as proles de maes controle amamentadas por maes imunizadas (Prole de mae
NIM / Am IM), foram sangradas aos 20 di, para detec¢ao de anticorpos IgG anti-OVA por
ELISA.

A Figura 10 mostra que ha transferéncia de elevados niveis de anticorpos IgG pela
amamentacdo, considerando que no soro das proles controle que foram amamentadas por
maes imunes (mde NIM / Am IM) os niveis de anticorpos IgG foram significantemente
superiores ao detectado nas proles de maes imunes amamentadas por maes controle. Os
niveis mais elevados dos anticorpos no grupo de prole de mae NIM / Am IM podem ser em
decorréncia da idade da prole analisada, 20 di, que ainda estavam sendo amamentados.

A transferéncia de IgG por via placentaria ao feto pode ser identificada pelas proles
de maes imunes que foram amamentadas por maes controles (Fig 10).

Os resultados mostram que ambos os periodos pré-natal e pds-natal contribuem para

a transferéncia de anticorpos IgG a prole.
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Figura 10 - Transferéncia de IgG no periodo pré e pos-natal a prole.
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Camundongos BALB/c fémeas foram imunizados ou ndo com OVA, reforcados
no 10° e 20° dpi e acasalados aos 21 dpi. Apos o nascimento foi realizada a
troca de proles de maes imunizadas (IM) para serem amamentados (Am) por
maes controles (Prole de mae IM / Am NIM) ou vice-versa (Prole de mdae NIM
/ Am IM). As proles foram sangradas aos 20 di e as amostras de soro (n=7)
foram analisadas individualmente quanto a presenca de anticorpos IgG anti-
OVA por ELISA. Resultados estdo expressos em média = DP.*P< 0,05 em
relacdo ao grupo de prole de mae IM / Am NIM.
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4.10 Resposta IgE da prole submetida ao protocolo de troca de mies na amamentacio

Prosseguindo a avaliacdo da troca de maes, avaliamos a influéncia da imunizagao
materna com OV A na produg¢do de anticorpos IgE da prole imunizada em idade jovem (25
di). Para tal, as proles de maes imunes que foram amamentadas por mdes ndo imunizadas
ou vice-versa foram imunizadas aos 25 di com OVA, reforcadas aos 35 di e sangradas aos
42 di. As amostras de soro foram analisadas individualmente quanto a presenca de
anticorpos IgE por ACP.

A Figura 11 mostra a inibicdo da resposta IgE em ambos os grupos de proles
submetidos ao protocolo de troca de proles em relagdo a prole imunizada de maes
controles. A inibicdo da resposta IgE foi semelhante nos 3 grupos, seja dos que foram
submetidos a troca e amamentados por mae controle ou imunizada.

Os resultados evidenciam que a transferéncia de anticorpos e fatores que ocorrem
por via placentaria (pré-natal) ou pelo leite (pos-natal), sdo potencialmente capazes de
inibir a produgdo de anticorpos IgE da prole. Além disto, o nivel de supressdo da resposta

IgE foi semelhante em ambas as condi¢des pré ou pds-natal.



Figura 11 - Influéncia da via de transferéncia de anticorpo na resposta IgE da prole.
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Camundongos BALB/c fémeas foram imunizados com OVA e acasalados aos

21 dpi. Apds o nascimento foi realizada a troca de proles de maes imunizadas

para serem amamentados por maes controles (Prole de mae IM / Am NIM) ou

vice-versa (Prole de mae NIM / Am IM).As proles foram imunizadas aos 25 di

com OVA, reforgadas aos 35 di e sangradas aos 42 di. As amostras foram

analisadas

individualmente quanto a presenca de anticorpos IgE por

ACP.*P<0,05, **P<0,01 e ***P< 0,001 em relacdo ao grupo de prole de mae

NIM. O traco horizontal representa a média dos valores obtidos.
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4.11 Efeito da imunizacdo materna na populacio de células DCs da prole nao

imunizada

Os fatores transferidos pela made imunizada nos periodos pré e pods-natal sdo
essenciais para inibir a resposta IgE da prole, porém ndo sabemos se estes fatores podem
influenciar no perfil de ativagdo das DCs. Para tal, camundongos BALB/c fémeas foram
imunizados ou ndo e acasalados com machos normais. O bago das proles foi coletado aos
25 di e as células foram avaliadas quanto a expressao das moléculas I-Ad, CD80, CD86 ¢
CD40 nas células CD1 1c+ por citometria de fluxo.

A Figura 12 mostra o percentual das células CD11c+ que expressam I-A?, CDA40,
CD86 ¢ CD80 e a intensidade de florescéncia (MFI). O percentual de células CD11cH-A%
e CDI11c+CD40+ diminuiu enquanto houve aumento na porcentagem de células
CDI11c¢+CD80+ e CD11c+CD86+ na prole de maes imunizadas quando comparadas com as
proles de maes nao imunizadas. Além disso, a intensidade de expressao da molécula CD80
também aumentou significantemente nas proles de maes imunizadas.

Os achados mostram que a imunizagdo materna no periodo pré-natal aumenta a

expressao e a intensidade da molécula CD80 nas DCs CD11c+ das proles.
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Figura 12 - Influéncia da imunizagdo materna na expressao de moléculas co-estimulatorias

em DCs da prole.
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Camundongos BALB/c fémeas foram imunizadas com OVA ou ndo e

acasalados com machos normais. As DCs CD11c+ esplénicas das proles (n=

9-12) de 20 di foram analisadas quanto a expressio das moléculas I-A%, CD40,

CD80 e CD86 por citometria de fluxo (30.000 eventos).*P< 0,05 em relagdo

ao grupo controle. O trago horizontal representa a média dos valores obtidos.
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4.12 Efeito da imunizacio materna com OVA nas células T CD4+CD25+FoxP3+

esplénicas da prole imunizada no periodo neonatal

Nossos resultados mostraram que maes imunizadas no periodo pré-natal mantém
numero equilibrado de células T CD4+CD25+FoxP3+ esplénicas, assim averiguamos a
freqliéncia dessas células nas proles imunizadas em periodo neonatal.

Para tal, camundongos BALB/c fémeas foram imunizados ou ndo com OVA,
acasaladas e as proles imunizadas com OVA aos 3 di e reforcadas aos 13 di. O bago das
proles foi coletado aos 25 di e as células avaliadas quanto a expressao das moléculas CD25
e FoxP3 por citometria de fluxo.

A imunizagdo materna preserva o numero percentual de células T
CD4+CD25+FoxP3+ esplénicas da prole imunizada em relacdo ao grupo controle ndo
imunizado (Fig 13). Além disto, a imunizacdo neonatal com OVA da prole induz maior

numero de T CD4+CD25+FoxP3+ do que as proles controle ndo imunizadas.
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Figura 13 - Efeito da imunizagao materna com OVA nas células T CD4+CD25+FoxP3+ da

prole imunizada no periodo neonatal.
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Camundongos BALB/c fémeas foram imunizados ou ndo, acasalados e as
proles foram analisadas aos 25 di. As células T CD4+CD25+FoxP3+ (A) ¢ as
células T CD4+CD25+ (B) do bago foram avaliadas (30.000 eventos) por

citometria de fluxo.
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4.13 Efeito das DCs das proles na capacidade de gerar células T reguladoras in vitro

Nossos resultados mostraram que a imunizagdo materna foi capaz de aumentar ex
vivo a expressao da molécula CD80 das CDIllct+ DCs da prole ndo imunizada.
Prosseguimos para avaliar in vitro se as DCs das proles pulsadas com OVA sdo capazes de
induzir células T reguladoras antigeno-especificas.

Para isso, DCs de proles de camundongos BALB/c fémeas imunizados ou ndo
foram obtidas aos 25 di, o bago foi coletado e as células foram purificadas para obtengao de
DCs CDl11c+. As células foram pulsadas com OV A por um periodo de 24 horas, lavadas e
incubadas com células T CD4+ purificadas de camundongos DO11.10. As células
TCD4+CD25+FoxP3+ foram analisadas apds 72 horas de cultura por citometria de fluxo. A
Figura 14 mostra a estratégia de gate na populacdo de células T CD4+CD25+FoxP3+.

Os resultados mostram que in vitro as DCs pulsadas com OVA geram células T
CD4+CD25+FoxP3+, sem contudo discriminar a procedéncia das DCs, seja de proles de
maes imunes ou ndo (Fig 15). Da mesma forma, o percentual de células ativadas

TCD4+TCD25+ nao diferem entre os grupos de DCs (Fig. 15b).
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Figura 14 - Estratégia de gate para identificagdo da populagdo de células T

S5C-A

FSC-A

CD4+CD25+FoxP3+ apds 72 horas de cultura com DCs e linfécitos T
CD4+ purificados.

[

o

[=]

=
|

@

200K

160K

S55C-A

100K

Linfo
74,0% 50K

0 50K 100K __ 150K 200K 250K 10 102 103 104 105
FSC-A

Q2
0.572%

CD4+ 0 103
96,3%

CcD2

O grafico A representa a selecdo da populacdo de linfocitos por tamanho x
granulosidade de um camundongo ndo imunizado de mae imunizada. O grafico
B e C mostram selecdo de células CD3+ e CD4+, respectivamente. D, regido
Q2, ilustra a dupla marcagao com CD25 e FoxP3 representando a populagdo de

células T CD4+CD25+FoxP3+.
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Figura 15 - Efeito da imunizacdo materna com OVA nas DCs da prole na geracdo de

células T reguladoras.
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Camundongos BALB/c fémeas foram imunizados ou ndo, acasalados e as

proles (pool de 6 animais/por experimento) foram analisadas aos 25 di. As DCs

CDl1l1c+ esplénicas foram purificadas e incubadas com OVA, e incubadas com

linfocitos T CD4+ esplénicos de camundongos transgénicos DO11.10 na
propor¢ado de 1:4. Apos 72 horas de cultura, as células T CD4+CD25+FoxP3+
(A) e as células T CD4+CD25+ (B) da co-cultura foram avaliadas (30.000

eventos) por citometria de fluxo. Os gréaficos representam 1 experimento de um

total de 3.
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4.14 Analise da capacidade supressora dos linfocitos T CD4+ co-cultivados com as

DCs

Na co-cultura de DCs das proles pulsadas com OVA com as células TCD4+ de
camundongos DO.11.10 houve geracao de células T reguladoras. Avaliamos se as células
geradas na co-cultura com as DCs sdo capazes de mediar supressdo na resposta
proliferativa de células T CD4+ marcadas com CFSE estimuladas com anticorpos anti-
CD3.

Para isso, células DCs CD11c+ purificadas de proles de maes imunizadas ou nao
aos 25 di, foram pulsadas com OVA por um periodo de 24 horas. Posteriormente, foram
incubadas com células T CD4+ de camundongos DO11. 10 por 72 horas de incubagao.
Foram adicionados esplenocitos de camundongo BALB/c marcados com CFSE
(5x10*poco) na presenca de anticorpos anti-CD3. Apos 72 horas de cultura, a resposta
proliferativa foi avaliada por citometria de fluxo. A Figura 16 mostra a estratégia de gate na
populacao de células T CD4+CD25+CFSE+.

As células marcadas com CFSE das co-culturas foram avaliadas quanto ao indice de
divisdo e de proliferacdo, evidenciando que ndo houve diferenca significativa entre os
grupos analisados (Figl8a e b). Apesar de ndo termos observado inibicao da proliferagao,
nas condigdes de cultura com estimulo com OV A sugerem uma diminui¢ao da proliferagao
(Figl7).

Os resultados mostram que as DC das proles de maes imunizadas mostraram
alteracdo na expressdo de moléculas co-estimuladoras, mas que in vifro geram niveis
normais de células T reguladoras e que nas condi¢des de cultivo nao foi possivel avaliar o

potencial supressor dessas células.
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Figura 16 - Estratégia de gate para identificacdo da populagdo de células T CD4+CFSE+
apos 72 horas de cultura com DCs e linfocitos T CD4+CD25+FoxP3+

geradas.
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O grafico A representa a selegdo da populacdo de linfocitos por tamanho x
granulosidade de um camundongo nao imunizado de mae nao imunizada. O
grafico B e C mostram a marcacdo por CFSE e CD3, respectivamente. O
grafico D, regido Q2 mostra dupla marcagdo com CD4 e CD25 representando a

populacao de células T CD4+CD25+.



Figura 17 - Avaliagdo da capacidade supressora das

geradas por DCs da prole.
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células T CD4+CD25+FoxP3+

OVA + anti-CD3

CFSE

Camundongos BALB/c fémeas foram imunizados ou ndo, acasalados e as

proles (contendo 6 animais/por experimento) foram analisadas aos 25 di.

As DCs esplénicas purificadas foram com OVA e incubadas com linfocitos

T CD4+ de camundongos DO11.10 na proporg¢ao de 1:4. Apods 72 horas de

cultura, esplendcitos de camundongos BALB/c WT marcados com CFSE

foram adicionados na cultura (5x10%/pogo) e estimulados com anti-CD3. A

resposta proliferativa foi avaliada ap6s 72 horas por citometria de fluxo

(30.000 eventos). Histogramas representando 1 do total de 4 experimentos.



63

Figura 18 - Analise do indice de divisdo e proliferacao do ensaio de supressao.
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Camundongos BALB/c fémeas foram imunizados ou ndo, acasalados e as
proles (n= 1 pool contendo 6 animais/experimento) foram analisadas aos 25 di.
As DCs do bago foram purificadas e incubadas com OVA. Apos 24 horas, as
células foram lavadas e incubadas com linfocitos T CD4+ purificados do bago
de camundongos transgénicos DO11.10 na propor¢ao de 1:4. Apos 72 horas de
cultura, esplendcitos de camundongos BALB/c marcados com CFSE foram
adicionados na cultura (5x10%/pogo) e estimulados com anti-CD3. A resposta
proliferativa foi avaliada apds 72 horas por citometria de fluxo (30.000

eventos). Os graficos representam 4 experimentos.
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5 DISCUSSAO

A estratégia de imunizagdo materna com alérgenos vem sendo estudada em
camundongos como medida profilatica para evitar a sensibilizacdo precoce da prole e
conseqlientemente controlar o desenvolvimento da resposta alérgica. Entre os varios
mecanismos de regulacdo mediados pela imunizagdo materna, que podem regular a resposta
IgE da prole, ¢ decorrente da transferéncia de anticorpos maternos. Além disto, a
imuniza¢do materna com OVA pode exercer impacto no sistema imunologico da prole e
nos componentes da resposta imune inata e adaptativa, como as DCs e as células T
reguladoras.

Para compreendermos os mecanismos envolvidos na prevencao da resposta alérgica
da prole, inicialmente avaliamos alguns parametros imunologicos na gestacdo ou
amamenta¢cdo da mde imunizada com OVA. Na gesta¢do a termo das maes imunizadas,
detectamos no liquido amnidtico, um significante aumento dos niveis de citocinas pro-
inflamatorias, como IFN-y, TNF-a e IL-12p70 ou regulatoria como IL-10. Embora estas
citocinas ndo tenham sido detectadas no soro do feto € possivel que o contato com o feto
ocorra pelas mucosas ap6s ingestdo do liquido amnidtico ou diretamente pela absorcao
através da pele. No feto humano, aproximadamente 70 % das proteinas no liquido
amniodtico sdo diariamente renovadas por ingestdo fetal (BLOOMFIELD, HARDING,
1998) ou por penetracdo através da pele, devido a sua alta permeabilidade (WARNER,
2007).

O aumento das citocinas pro-inflamatorias no liquido amnidtico das maes
imunizadas com OVA pode representar a producao pelas células da decidua materna. Além
disto, ¢ possivel que as citocinas tenham acesso ao liquido amniodtico sob a forma de
imunocomplexos, como detectado com imunocomplexos de OVA e IgG de maes expostas
por via oral com OVA (FUSARO et al., 2007). As maes imunizadas e avaliadas em periodo
pos-desmame, ndo mostraram alteragdo no percentual de células T reg no bago. E possivel
que nesta fase essa populacao celular ja tenha atingido niveis basais, sendo que na gestacao,
¢ sabido que ocorre expansao dos linfocitos T reguladores nos 6rgdos linféides secundarios,
possivelmente para supressdo da resposta imune materna ao feto (ALUVIHARE et al.,

2004). Na condicao de gestacdo isogénica, € possivel que a expansdo de Treg, seja devido
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as variagdes hormonais. De fato, a progesterona ¢ um importante regulador sistémico e
local de células T regs CD4+CD25+ que estdo envolvidas na manutencdo da tolerancia
materno-fetal (MAO et al., 2010).

Em outro compartimento materno, como o leite, as citocinas pré-inflamatdrias nao
foram detectadas, mas elevada concentragdo de TGF-B1 foi detectada ap6s 10 dias de
amamentacdo, independente da imunizacdo materna. Em contraste, no quinto dia de
amamentacdo de maes imunizadas com Der p, ha aumento dos niveis de TGF-B1 no leite,
mas ndo de B2 em relagdo as maes ndo imunizadas (FUSARO et al., 2002). Em nossos
grupos de maes imunizadas com OVA nao foi detectado diferenca nos niveis de TGF-B1,
que pode ser devido ao periodo mais tardio de andlise, ou seja, no décimo dia de
amamentacao.

O TGF- B ¢ essencial na inducdo de tolerancia antigeno-especifica, seja em doengas
autoimunes (STROBEL, 2001, WEINER, 2001) ou alérgicas (LETTERIO, ROBERTS,
1998, KALLIOMAKI et al., 1999, SATO et al., 2001). O TGF-B do leite de mies expostas
a OVA por nebulizagao durante o periodo de amamentagdo ¢ capaz de induzir tolerancia a
prole inibindo a hiperreatividade pulmonar, o nimero de eosinéfilos no lavado bronco-
alveolar (LBA) e os niveis séricos de anticorpos IgE, IgG1 e IgA anti-OVA da prole
(VERHASSELT et al., 2008).

O TGF-B ¢ um importante fator na troca de classe para IgA (KAMER et al., 1995),
de fato detectamos elevados niveis de anticorpos IgG anti-OVA no leite das maes
imunizadas. Estes achados confirmam dados prévios que mostraram que a imunizagao
materna pré-concepc¢ao aumenta os niveis de IgG (FUSARO et al., 2007) e IgA anti-OVA
no leite (FUSARO et al., 2009). Em camundongos, os receptores FcR neonatal (FcRn)
localizados nas células do epitélio intestinal do neonato possibilitam o transporte de
anticorpos IgG do leite para a circulagdo da prole (CIANGA et al., 1999). Este receptor,
em humanos, liga-se ao dominio Fc da IgG em pH 4cido no endossoma protegendo a IgG
da degradacao, contribuindo assim no aumento da meia vida da IgG (SUZUKI et al., 2010).
Nao ¢ conhecido se o FcRn em camundongos ¢ capaz de regular a meia vida da IgG,
contudo a transferéncia de IgG pela amamentacdo ¢ uma das vias principais de transmissao

de IgG a prole.
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A transferéncia de anticorpos IgG anti-OVA a prole foi essencialmente da
subclasse IgG1, sendo os da subclasse IgG2b somente observado aos 2 di, evidenciando um
transporte preferencial de IgGl seguido de IgG2b pela via placentdria. Os niveis de
anticorpos elevaram-se aos 20 di e gradualmente diminuiram aos 80 di. O aumento dos
niveis de IgGl aos 20 di, ¢ resultante da amamentacdo da prole, visto que a prole ¢
amamentada at¢ 25 di e que os anticorpos IgGl possuem uma vida média de
aproximadamente 30 dias.

Similarmente, ha transferéncia de anticorpos IgG1 seguido de IgG2a e IgG2b a
prole por camundongos fémeas A/Sn imunizadas com Der p antes da concepg¢ao, tanto por
via placentaria como pelo leite (FUSARO et al., 2002). Em humanos a transferéncia de
anticorpos ao feto ocorre exclusivamente por via placentaria sendo predominantemente de
IgG1>IgG3>IgG4>1gG2 (PITCHER —WILMOTT et al., 1980, GARTY et al., 1994).

Para verificarmos se ha transferéncia de anticorpos IgG1 com funcdo anafilatica a
prole foi realizada uma cinética para verificar o aparecimento de anticorpos IgGl
anafilaticos no soro da prole. Houve transferéncia de anticorpos IgG1 anafilaticos seja por
via placentaria como pela amamentagao, onde os titulos mantiveram-se elevados aos 20 di,
decaindo aos 50-80 di. Os anticorpos IgG1 anafilaticos estdo presentes ja no inicio da vida
da prole, contudo, ndo ¢ conhecido se estes anticorpos podem contribuir para o
desencadeamento de reagdes anafilaticas. Considerando que em camundongos os
anticorpos IgG1 que exercem atividade anafilatica sdo positivamente reguladas pela 1L-4
(FAQUIM et al., 1999) podendo estar envolvidas na inflamacdo pulmonar e na
hiperreatividade das vias aéreas (MACEDO et al., 2004).

Por outro lado, ¢ possivel que os anticorpos maternos IgG1 ndo anafilaticos que
constituem a maioria dos anticorpos transferidos a prole, sejam protetores ao neonato
prevenindo a sensibilizagdo da prole por formarem imunocomplexos no momento da
exposi¢do ao alérgeno. Neste sentido, previamente foi observado em paralelo aos elevados
niveis de anticorpos maternos na circulagdo da prole, ha inibicdo da reacdo de
hipersensibilidade do tipo I da prole imunizada em periodo neonatal (VICTOR et al., 2003).
A medida que os niveis de anticorpos IgG1 maternos diminuem na circulagdo da prole ha

perda do efeito inibitdério da resposta IgE. Além disto, a injecdo de anticorpos IgG de maes
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imunizadas com OVA em neonatos previne o desenvolvimento da resposta alérgica da
prole (VICTOR et al., 2010).

Para avaliarmos a associa¢cdo dos protocolos de imunizacdo da mae e do neonato,
analisamos inicialmente a resposta humoral das proles imunizadas em periodo neonatal. A
imunizagdo dos neonatos com OV A, de maes nao imunizadas, realizada aos 3 di mostrou
inducao de anticorpos IgE e IgG1, mas ndo de IgG2a, IgG2b e IgG3 anti-OVA aos 20 di. A
producao de anticorpos anafilaticos IgE evidencia que o protocolo de imunizagdo neonatal
foi capaz de sensibilizar a prole. Apesar da indugdo de anticorpos IgE, ndo ¢ conhecido se a
imunizagdo neonatal e posterior instilagdo nasal do alérgeno ¢ capaz de induzir
hiperreatividade pulmonar. Nossos resultados preliminares (ndo mostrados), em
camundongos de 20 di mostraram dificuldade técnica para canular a traquéia para medigao
da mecanica pulmonar, além de ndo mostrar infiltragdo de eosino6filos no pulmao. Assim,
estd sendo necessario aguardar quatro semanas apds a imuniza¢do neonatal para iniciar os
desafios com o alérgeno via intranasal e promover hiperreatividade pulmonar. De fato, foi
descrito que ndo ¢ possivel induzir hiperreatividade pulmonar em prole BALB/c de 17 di
exposta a OVA por nebulizacdo, em contraste em camundongos a partir de 8 semanas de
idade (HAMADA et al., 2000).

Apesar da imaturidade do sistema imune neonatal (SIEGRIST, 2001) os
camundongos imunizados aos 3 di foram capazes de desenvolver anticorpos IgE e IgGl
anti-OVA, o que pode refletir a predisposi¢ao de resposta do tipo Th2 no periodo neonatal.
A tendéncia de resposta Th2 do neonato pode ser devido a populagdo de linfocitos T CD4+
apresentarem hipometilagcdo na regido regulatéria da expressao de citocinas Th2 facilitando
assim a alta e rapida expressao dos genes de /L-4 e IL-13 ap0s ativagdo (Rose et al., 2007),
como também devido ao aumento da expressdo da cadeia o do receptor de IL-13 nas
células Thl, receptor alternativo para IL-4, que ao formar um heteroreceptor com IL-4Ra
favorece as células Thl a entrarem em apoptose apos re-exposi¢cao com o antigeno e 1L-4
(LI et al., 2004).

Além disto, a escassa resposta de anticorpos IgG2a, um is6tipo dependente de IFN-y
, nos neonatos imunizados pode representar uma diminuicao de resposta Thl. De fato, em

camundongos neonatos as células T exibem baixa secre¢do de IFN-y pelas células Thl
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(ADKINS et al., 2004, SIEGRIST, 2007), essencialmente devido a baixa produ¢do de IL-
12 pelas APCs (LEE et al., 1996).

No periodo neonatal também foi observada escassa producao de IgG3 na
imunizagdo com OVA. Os anticorpos IgG3, estdo principalmente relacionados com a
resposta a antigenos T-independente tipo II como polissacarideos da parede bacteriana
(ADKINS et al., 2004; SIEGRIST, 2007). Uma possivel explicacio pode ser devido a
redugdo do nimero de receptores TACI, membro da familia do receptor de TNF, expressos
nos linfocitos B do neonato e que € essencial na resposta a antigenos T-independente (YAN
et al., 2001; VON BULOW et al., 2001). Nos camundongos neonatos imunizados com
OVA a diminuida producao de IgG3 pode representar uma imaturidade dos fatores para a

mudanca de classe a este isotipo considerando que a OVA ¢ um antigeno T-dependente.

Visto que a imunizagdo neonatal induz precocemente a producao de anticorpos IgE
anafilaticos, a imunizagdo materna com OVA, foi utilizada como estratégia para inibir a
resposta IgE da prole imunizada. Os mecanismos de regulagdo envolvidos no controle da
resposta IgE da prole evidenciam que fatores e anticorpos maternos transferidos durante a
gestacdo e amamentagdo sdo capazes de diminuir a OVA da imunizagdo neonatal
prevenindo a sensibilizagdo da prole (FUSARO et al., 2007, 2009, 2010, VICTOR et al.,
2010). Varios sdao os mecanismos que os anticorpos IgG anti-OVA maternos podem
prevenir ou controlar a sensibiliza¢do da prole, seja por formar imunocomplexos com a
OVA na imunizagdo da prole; por interagir com receptores inibidores FcyRIIB presentes
nos linfécitos B (VICTOR et al., 2010) e DCs; por interagdes idiotipicas entre o BCR ou
TCR de linfécitos regulando a diferenciagdo em plasmocitos ou controlando a proliferacao
da células T ao antigeno (HIERNAUX et al., 1981,VAKIL et al., 1986, RIGATO et al.,
2009).

Para analisarmos a contribuicdo da gestacdo ou amamentagdo na transferéncia de
anticorpos, respectivamente ao feto ou ao neonato, realizamos o protocolo de troca de
proles logo apds o nascimento entre as maes imunizadas para as ndo imunizadas e vice-
versa. Elevados niveis de IgG anti-OVA foram transferidos a prole, seja pela via
placentaria ou pela amamentacdo. Os niveis de anticorpos maternos foram mais elevados

nas proles amamentadas por maes imunizadas devido ao tempo de andlise. Entretanto,
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ambas as vias efetivamente contribuiram para a inibicdo da produgdo de anticorpos IgE
anti-OVA quando a prole foi imunizada aos 25 di.

Previamente, foi observado que a injecdo de anticorpos policlonais de coelho IgG
anti-OVA em neonatos imunizados com OVA aos 3 di foi capaz de inibir a resposta IgE
anti-OVA em comparacdo aos neonatos imunizados tratados com anticorpos IgG controle
(FUSARO et al.,, 2007). Além disso, injecdes por via intravenosa de IgG de maes
imunizadas com OVA para fémeas ndo imunizadas durante a gestacdo foi capaz de
diminuir a expressao de CD40 e CD23 em linfocitos B e aumentar a porcentagem de
linfocitos T CD4+ produtores de IL-10 da prole sem alterar a expressao do receptor
FcyRIIb nos linfocitos B e na resposta IgE (VICTOR et al., 2010). Os achados mostram que
somente os anticorpos ndo sao capazes, ou foram insuficientes, para regular negativamente
a resposta IgE em contraste com as maes ndo imunes tratadas com anticorpos IgG durante
o periodo de amamentagao.

Em conjunto, estes achados salientam a importancia de avaliarmos o efeito da
imuniza¢do materna no desenvolvimento da resposta imune e da regulagdo do neonato.
Iniciando a avaliagdo ex vivo fenotipica/ativacdo das DCs das proles ndo imunizadas
evidenciamos um aumento percentual e na intensidade de expressdo de CD80 nas DCs de
camundongos de mies imunes em relagio as proles controles. E possivel que o aumento da
expressao de CD80 nas DCs CD11c+ das proles possa influenciar para atenuar a resposta
Th2. De fato, a expressao de CD86 em DCs ¢ importante na indugdo da resposta Th2
(KUCHROO et al., 1995). Além disto, camundongos que foram expostos a OVA por
aerossol e que receberam inje¢des de anticorpos anti-CD86, mas ndo de anti-CD80, tiveram
inibicdo da resposta alérgica pulmonar e do infiltrado eosinofilico, bem como diminuigao
da producao de IgE e IgG1 (HACZKUET al., 1999).

Da mesma forma, em humanos, as DCs do sangue periférico de individuos atopicos
para acaros de poeira doméstica (APD) estimuladas com Der pl aumentam a expressao de
CD86, PDL-1 e a producao de IL-10 enquanto as DCs de individuos nao atopicos
aumentam a expressao de CD80 (HAMMAD et al., 2001). Contudo, DCs do bago de
camundongos sensibilizados com OVA mostraram aumento da expressao da molécula
CD80, com niveis de CD86 inalterados sugerindo que o aumento da expressao de CD80

possa estar relacionada com as células Th2 na alergia (CHENG et al., 2003).
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Em contraste, nossos achados ex vivo das proles de maes imunizadas com OVA e
que sdo protegidas ao desenvolvimento da resposta alérgica mostra aumento das DCs, o que
parece prevenir excesso da resposta Th2 ndo sugere ser decorrente de aumento do niumero
de células T CD4+CD25+FoxP3+ na prole imunizada. E possivel que a imunizagio
materna ndo seja capaz de aumentar quantitativamente o nimero de linfocitos reguladores
mas pode influenciar na fun¢do reguladora das células T CD4+.

Células T reguladoras sdo importantes no controle da resposta alérgica
(ROBINSON et al., 2004). Além disto, a transferéncia de linfécitos T CD4+ da prole
amamentada por maes expostas por aerossol 8 OVA em camundongos ¢ capaz de inibir ao
desenvolvimento de alergia, sugerindo que na amamentagdo ¢ fundamental o TGF-
B como fator de protecdo da alergia da prole e na indugdo de células T reguladoras
(VERHASSELT et al., 2008).

Proporc¢des equivalentes de células T CD4+CD25"¢"FoxP3+ sdo encontrados em
animais tolerantes e ndo tolerantes (STRICKLAND et al., 2006). Além disso, o tratamento
de camundongos asmaticos com DCs diferenciadas na presenga de IL-10 (DC10) por 4
semanas diminuiu a infiltracdo de eosinofilos no lavado broncoalveolar e controlou a
resposta alérgica, entretanto, ndo foi capaz de aumentar o numero de células T
CD4+CD25"€"FoxP3+ nos linfonodos do mediastino (HIUANG et al., 2011).

Virios podem ser os fatores que colaboraram para o controle da alergia, seja por
inducdo de células T reguladoras, ou TGF-f3, e at¢ mesmo pela interagdo de complexo de
anticorpos com antigeno via o receptor inibidor FcyRIIB nas DCs. Embora, ndo tenha sido
verificado aumento na percentagem de células T reguladoras nas proles imunizadas de
maes imunes e que in vitro as DC dessas proles ndo influenciam na geragao de células T
reg, avaliamos se as células TCD4+ co-cultivadas com as DCs poderiam suprimir a
resposta proliferativa de células T. Resultados mostram que as DCs CD11c+ das proles nao
imunizadas de maes imunizadas em co-cultura com células T CD4+ de camundongos
DO011.10 transgénico para OV A nao influenciaram na resposta proliferativa de esplendcitos
de BALB/c ao estimulo por anticorpos anti-CD3. E possivel que essa condigdo de co-
cultura ndo seja apropriada para avaliar a fungdo supressora, sendo a deplegao de

populacdes talvez mais indicada para avaliar esta funcao.
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Em conjunto, os dados mostram que a vacinacdo materna com OVA foi capaz de
regular negativamente a resposta alérgica da prole seja por um efeito direto dos anticorpos
maternos ou por influenciar indiretamente no fenotipo das DCs da prole, contribuindo

assim, na regulacdo da resposta Th2 alérgica em periodo precoce de vida.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostraram que a imunizacdo com OV A influencia no sistema
imunoldgico da gestante considerando os elevados niveis de citocinas pro-inflamatorias no
liquido amnidtico, e da presenca de citocina regulatdria no leite; demonstrando que as vias,
placentaria ¢ da amamentagao sdo essenciais para a transferéncia de anticorpos e prevengao

da resposta alérgica da prole,

A imunizacdo materna além de inibir o desenvolvimento da resposta IgE da prole
aumenta a expressao ex vivo da molécula co-estimuladora nas DCs da prole e mantém

equilibrado os numeros de células TCD4+CD25+FoxP3+,

As DCs das proles co-cultivadas com células T antigeno-especificas induzem

linfécitos T reguladores mas ndo medeiam supressdo das células efetoras,

A imuniza¢ao materna influencia diretamente no sistema imune do neonato
essencialmente através de anticorpos que impedem a sensibilizagao da prole modulando

negativamente a resposta alérgica da prole.
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