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RESUMO: A exposic¢ao precoce a alérgenos associada a tendéncia dos neonatos a desenvolverem respostas do tipo
Th2 pode contribuir com o desenvolvimento da alergia durante a infancia. O efeito da imuniza¢cdo de camundongos
fémeas A/Sn pré concepgdo com o acaro Dermatophagoides pteronyssinus (Dp), foi analisado na resposta de
hipersensibilidade tipo | da prole hibrida. A cinética da imunizagé&o dos filhotes com Dp foi avaliada da idade neonatal
até a adulta. As proles de maes imunes ndo demonstraram evidéncia de sensibilizag&o pré ou pés natal ao alérgeno
pela analise dos aldtipos de anticorpos. A imunizacao com Dp das proles derivadas de mées imunizadas no periodo
neonatal e ap6s o desmame revelou uma significativa inibicdo da producdo de anticorpos IgE e IgG1 anti-Dp,
permanecendo diminuida mesmo ap0s os desafios alergénicos secundarios. A inibicdo da resposta foi especifica para
o Dp considerando que aimunizagdo com antigeno heterdlogo induziu similar produgéo de anticorpos IgE ao grupo de
proles controles. A imunizagcdo materna com Dp sugere proteger o desenvolvimento precoce de alergia nos filhotes.

DESCRITORES: Camundongos; Imunizagdo/métodos; Modelos animais de doenca; Hipersensibilidade imediata/etilogia.

INTRODUCAO

O periodo neonatal é altamente suscetivel a
infeccdes virais e bacterianas e apresenta
predisposicdo para uma expansdo seletiva das
células CD4+ do sub-tipo Th-2, principalmente a
alérgenos. Além da influéncia genética para a atopia
a sensibilizacdo neonatal gerada por influéncia pré
e/ou pds-natal, pode ser uma das causas primarias
do aumento da prevaléncia das doencas alérgicas.
Nas doencas alérgicas, € possivel que a interferéncia
da exposicdo a alérgenos através dos anticorpos
maternos seja um mecanismo protetor essencial

para a prevencdo da sensibilizagdo precoce. Os
anticorpos maternos amplamente reconhecidos na
protecdo a varias infeccdes, pode essencialmente
interferir na imunizagdo ativa das criangas pelas
vacinas".

A transmissdo de anticorpos maternos
decorrente da imuniza¢do de camundongos fémeas
com ovalbumina e a exposi¢do ao antigeno em fase
precoce da vida podem suprimir a resposta IgE e
IgG da prole®. Além disso, tem sido demonstrado
gue o efeito supressor da resposta IgE ao veneno de
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abelha fosfolipase A2 na prole de camundongos pode
ocorrer independente do antigeno e ser mediado por
anticorpos 1gG monoclonais maternos?.
Recentemente, observamos que a imunizagdo murina
ao acar o Dermatophagoides pteronyssinus antes da
gestacdo pode prevenir as respostas de
hipersensibilidade do tipo | devido a transferéncia de
elevados niveis de anticorpos anti-Dp nos periodos
pré e pds-natal, e por promover aumento dos niveis
de TGF-bl no leite materno® O protocolo de
imunizacdo materna pode interferir na selecdo do
repertorio de células T e B e na tendéncia da resposta
Th2 de camundongos neonatos. Neste contexto, tem
sido observado que os anticorpos maternos
contribuem na formacéo do repertério T e B e na
resposta humoral da prole adulta>*3. Desta forma, é
fundamental verificar o efeito da exposi¢cdo precoce
da prole ao alérgeno, e o desenvolvimento da
hipersensibilidade do tipo I, ou seja, na resposta
secundaria.

Neste trabalho foi analisado o efeito da
imunizagdo murina materna ao 4&caro
Dermatophagoides pteronyssinus (Dp) na resposta
de hipersensibilidade tipo | em proles imunizadas com
Dp em diferentes idades. A identificacéo, o tempo de
permanéncia e a avidez dos anticorpos maternos
foram avaliados nos soros das proles. A imunizagdo
primaria da prole em periodo neonatal e a resposta
secundaria de anticorpos IgE e IgG1, assim como a
especificidade do efeito da imunizacéo da prole com
antigeno ndo relacionado foram avaliados.

MATERIAIS E METODOS
Animais

Camundongos isogénicos A/Sn fémeas e
C57BL/6 machos, foram utilizados com 8-10 semanas
de idade. A prole (F1) obtida do acasalamento de
camundongos A/Sn e C57BL/6 foi utilizada em
diferentes idades. Ratos isogénicos Wistar Furth de
ambos 0s sexos, com 3-4 meses de idade foram
utilizados para as reagdes de anafilaxia cutanea
passiva (ACP).

Protocolo de imunizagao

Camundongos fémeas A/Sn foram imunizados
pelavi a subcut &nea com10 mny de Dermatophagoides
pteronyssinus (Dp, IFIDESA-ARISTEGUI, 112.900
UBE/ml) em 6 mg de hidroxido de aluminio [AI(OH)].
Nove dias ap0s a imunizagdo, as fémeas foram
acasaladas com camundongos C57BL/6 machos nédo
imunizados. Como grupo controle fémeas nao
imunizadas foram acasaladas. As proles foram
imunizadas pela via intraperitoneal (i.p.) com 10 mny
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de Dp/0.61 mg Al(OH), aos 3 dias de idade (d-i) ou
com 10 mny /1,53mg Al(OH), aos 25, 45 ou 90 d-i.
Apbds dez dias as proles receberam um reforgo i.p.
com 10 mnmg de Dp em solugéo salina. Os animais
foram sangrados apds sete dias e as amostras de
soro foram congeladas a-70 C até o momento de uso.
Alguns grupos de neonatos com 3 d-i apés a
imunizacao, foram reforcados com 10 mdg de Dp em
salina aos 13 d-i e 35 d-i, e sangrados sete dias mais
tarde. Outros grupos de camundongos com 25 d-i foram
imunizados, reforcados i.p. com 10 mmy de Dp em
salina aos 35 d-i, 55 d-i e novamente aos 92 d-i, e
sangrados sete dias mais tarde.

A imunizacao heteréloga da prole derivada de
maes imunizadas com Dp ou controles foi realizada
injetando-se pela via i.p. 50 mng de ovalbumina (OVA,
SIGMA, St. Louis, MO, USA) /0,1mg AI(OH), aos
25 d-i. Os animais receberam um reforgo pela via i.p.
com 50 mng de OVA em solucéo salina e sangrados
sete dias mais tarde. Outro grupo de proles seguindo
este mesmo protocolo de imunizacdo recebeu um
reforco i.p. adicional com 50 mng de OVA em salina
aos 55 d-i.

Reacéo de anafilaxia cutanea passiva (ACP)

A titulacdo de anticorpos IgE foi realizada
através da reacdo de anafilaxia cutanea de acordo
com a técnica descrita por Ovary*® e modificada por
Mota e Wong®®. As diluicbes das amostras de soros
dos camundongos foram inoculadas
intradermicamente em volume de 0,1 ml no dorso de
ratos previamente tricotomizados. Apos 18 horas, 0s
ratos receberam pela via intravenosa 0,5 mg de
extrato de Dp ou 0,5 mg de OVA em 1 ml de uma
solugéo de Azul de Evans a 0,5%. Uma hora depois,
os ratos foram sacrificados e o titulo do soro foi
considerado como a reciproca da maior diluicdo do
soro que apresente reagdo acima de 5 mm de
diametro.

Obtencao de soro para anélise dos
anticorpos transmitidos pelaviatransplacentéaria

Camundongos fémeas A/Sn imunizadas,
foram acasaladas com machos C57BL/6 normais e
foram submetidas a ceséria aos 21 dias de gestacao
(termo). As fémeas foram anestesiadas e por
procedimento cirdrgico sua prole foi imediatamente
retirada e anestesiada para obtencdo do soro dos
neonatos Foi realizado um “pool” com 5 a 9 soros de
neonatos obtidos de cada fémea prenha. O soro foi
diluido 1:2 em solugao salina estéril e armazenado a
-70°C até o momento de uso.

Subclasses de anticorpos IgG e al6tipos

A presenca de anticorpos nos soros dos
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camundongos foi analisada por ensaio imunoenzimético
(ELISA). Os orificios de microplacas de 96 orificios
(Costar, Cambridge, MA, UK) foram sensibilizados com
10 mg/ml de extrato de Dp ou 5 mg/ml de OVA em
tampao carbonato-bicarbonato (TCB) 0,1 M (pH 9,5) e
incubados por 1 hora a 37°C e por 18 horas a 4°C.
Apo6s lavagens em PBS, as placas foram bloqueadas
com PBS contendo 1% de albumina bovina fragcdo V
(SIGMA, St. Louis, MO, EUA) por 1 hora a 37°C. Em
seguida, as placas foram lavadas e incubadas com
diluicdes seriadas do soro por 1 hora a 37°C e 18 horas
a 4°C. ApoOs esta etapa, foram lavadas novamente em
PBS-0,1% Tween e incubadas com anticorpos
biotinilados especificos a cada subclasse de anticorpo,
anti-g1 Igh?, anti-g1 Igh®, (PharMingen, San Diego, CA,
EUA), anti-g2a Igh®(IgG2c), anti-m Igh® e incubados por
1 hora a 37°C. Em seguida, apés as lavagens, foi
adicionado as placas estreptoavidina peroxidase
(SIGMA, st. Louis, MO, EUA) e incubado por 30
minutos a 37°C. Posteriormente, a atividade enzimética
foi detectada pela adicdo de 50 ml de TMB
(Tetrametilbenzidina, SIGMA, St. Louis, MO, EUA) por
no maximo 30 minutos a temperatura ambiente. A
reacéo foi blogueada com acido sulfarico (H,SO,) 1M
e a leitura foi realizada a 450 nm em leitor de microplaca
de Elisa (Molecular Devices, CA, EUA).

Avidez de anticorpos IgG anti-Dp

A avidez dos anticorpos anti-Dp nos soros dos
camundongos fémeas imunizadas a termo e no soro
transplacentério transmitido a prole foi analisada por
ELISA, utilizando a uréia 8M como descrito por Casseb
et al.* com algumas modifica¢des. A reacado de ELISA
foi procedida similarmente ao descrito no item 2.5, com
excecdo de que as amostras dos soros foram
incubadas em duplicatas e uma das replicatas foi
lavada com PBS 0,1% Tween e outra com PBS 0,1%
Tween uréia 8M. Posteriormente foram adicionado
anticorpos biotinilados anti-g de camundongo e
incubado com estreptoavidina peroxidase (SIGMA, St.
Louis, MO, EUA) seguido e da adicao de substrato
TMB (Tetrametilbenzidina, SIGMA, St. Louis, MO, EUA)
Apbs a obtencdo dos valores de densidade 6tica em
leitor de microplaca de Elisa (Molecular Devices , CA,
EUA), os percentuais de avidez de cada amostra foram
calculados [(DO uréia/DO PBS) x 100].

Andlise estatistica
Foi utilizado o método nédo paramétrico Mann-
Whitney para comparacdo dos grupos estudados,

sendo consi der ado si gnificati vo quando p £ 0.05.

RESULTADOS

A imunizagdo com acaro pré-concepcao
ndo induziu sensibilizacdo da prole de
camundongos

Camundongos fémeas A/Sn foram imunizados
pela via subcutanea com extrato de Dermatophagoides
pteronyssinus (Dp) e apods 10 dias foram acasaladas
com machos C57BL/6 normais. Ao fim da gestacao
(21 dias), foram observados elevados niveis de
anticorpos IgG1 anti-Dp, comparados a outras
subclasses de IgG no soro das méaes imunizadas
(Figura 1a).

A avidez dos anticorpos anti-Dp transmitidos
verticalmente para a prole, bem como os das fémeas
a termo que foram imunizadas antes do acasalamento
foi avaliado. Na Figura 1b e 1c pode-se observar que
apos o tratamento com uréia 8M na reacéo de ELISA,
para eliminar anticorpos de baixa avidez ao antigeno,
foi detectado 30% dos anticorpos anti-Dp de alta
avidez nos soros das fémeas imunizadas. Um
percentual de 23,5% de anticorpos de alta avidez ao
Dp foi detectado no soro transmitido pela via
transplacentaria a prole. Portanto, a transmisséo
passiva de anticorpos especificos a prole, inclui
anticorpos de elevada avidez que estdo presentes
em niveis semelhantes no soro das mées imunes.
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Figura 1 - Perfil das subclasses de anticorpos IgG anti-
Dp maternos e avidez dos anticorpos especificos.
Camundongos A/Sn fémeas foram imunizados com Dp
ou ndo e acasalados com machos C57BL/6 normais.
Apo6s 21 dias de gestacdo (termo) o soro das fémeas
foi coletado e um “pool” de cada grupo (n=4) foi
preparado, as amostras foram analisadas por ELISA
guanto apresencade (a) anticorpos IgG1(1:800), IgG2a
(1:100), IgG2b (1:100) e 1gG3 anti-Dp (1:25). As barras
representam amédia + DP de cadagrupo. A avidez dos
anticorpos IgG anti-Dp foi avaliada por ELISA (b) nos
“pools” de soro transmitido pela via transplacentéria
(n=3,1:100) e (c) no soro das mées imunizadas atermo
no 34° dia apds aimunizagéo (n=6, 1:24300). Os pontos
representam a densidade ética de cada amostra com
ou sem o tratamento com uréia 8M.
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A presenca de anticorpos maternos pode ser
observada pela deteccdo de anticorpos IgG1 anti-
Dp de alétipo Igh? (alétipo materno) no soro da prole
nado imunizada (Figura 2a). Elevados niveis de IgG1
anti-Dp foram observados na prole com trés
semanas de idade, que declinou gradualmente até
as nove semanas, desaparecendo em 12 semanas
de idade. Anticorpos IgG1 anti-Dp de alétipo Igh®
(alétipo da prole) ndo foram detectados nas proles
provenientes de maes imunizadas (Figura 2a).
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Figura 2- Evidéncia da imunizagdo pré-concep¢ao ao
Dp na sensibilizac8do da prole. Camundongos A/Sn
fémeas foram imunizados com Dp ou ndo e
acasalados com machos C57BL/6 normais. O soro
da prole hibrida foi avaliado em diferentes idades
quanto a presencade (a) alétipos de anticorpos IgG1
anti-Dp (Igh? e Igh”- n=7-14 animais por grupo, 1:25),
e (b) IgM anti-Dp (Igh® - n=7-15 animais por grupo,
1:10) por ELISA. As barras representam amédia = DP
de cada grupo.

107 - dias de idade

Para avaliarmos a ocorréncia de
sensibilizagdo da prole ao Dp devido a imunizacao
materna, investigamos a presencga de anticorpos IgM
anti-Dp de al6tipo Igh®, no soro da prole né&o
imunizada derivada de mdaes imunizadas com Dp.
Este al6tipo de anticorpos define a producao de
anticorpos da prole distinguindo desta forma o alétipo
de anticorpos maternos. Nenhuma evidéncia de
anticorpos IgM® anti-Dp foi detectada nos soros das
proles em diferentes idades, indicando que néo
ocorre sensibilizagdo dos filhotes de maes
imunizadas com Dp seja no periodo pré ou pés natal
(Figura 2b). Além disto, a imunizagdo materna ndo
induziu a producdo de anticorpos IgE anti-Dp
analisados pela reacdo de anafilaxia cutanea passiva
no soro das proles n&do imunizadas.

Producdo de anticorpos IgE e subclasses
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de 1gG na prole imunizada com Dp em vérias
idades

Para analisarmos a influéncia da exposicao
materna ao alérgeno na resposta de
hipersensibilidade do tipo | da prole, foi analisado na
cinética de imunizagdo com Dp em proles de maes
imunizadas ou ndo com Dp (Figura 3). A imunizagéo
precoce foi realizada em proles com 3 dias de idade
(d-i), e apos reforco aos 21 dias de idade, os filhotes
de ambos os grupos de maes, ndo foram capazes de
produzir anticorpos IgE anti-Dp. As proles imunizadas
aos 25 d-i produziram anticorpos IgE especificos em
niveis similares entre os grupos. A imunizagdo com
Dp aos 45 d-i, promoveu uma elevacéo dos niveis de
anticorpos IgE anti-Dp nas proles de mées néo
imunizadas e uma significativa inibi¢do dos anticorpos
na prole de mées imunizadas. A imunizagdo aos
90 d-i induziu uma baixa resposta IgE anti-Dp nas
proles derivadas de ambos 0s grupos de maes.
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Figura 3 -Producao de anticorpos IgE anti-Dp de proles
imunizadas em diferentes idades. Camundongos A/
Sn fémeas foram imunizados com Dp ou nao e
acasalados com machos C57BL/6 normais. As proles
hibridas foram imunizadas aos 3, 25, 45 ou 90 dias de
idade (n=10-30 animais por grupo) e os soros foram
avaliados quanto a presenca de anticorpos IgE anti-
Dp por reacéo de anafilaxia cutanea passiva. Nafigura
estdo representados os titulos obtidos de cada animal
e a média de cada grupo. *= p £ 0.05 quando
comparados ao grupo derivado de maes néo
imunizadas.

Na Figura 4a podemos observar que no grupo
das proles imunizadas em periodo precoce (3 d-i)
de mées imunizadas, foram evidenciados somente
os anticorpos de al6tipo IgG12anti-Dp. Nas proles
imunizadas aos 25 d-i, derivadas de maes imunes,
foi observado uma significativa inibicdo dos al6tipos
de 1gG1 (Igh? e Igh®) anti-Dp em relagdo ao grupo
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derivado de mées controles. O resultado de que os niveis
de anticorpos IgG1l de ambos os al6tipos estarem
diminuidos, indica alteragdo de ambas as populagtes
de anticorpos, o alétipo de anticorpo produzido pela
prole e o transmitido passivamente pela mae. A resposta

de anticorpos IgG1 anti-Dp na prole de maes imunizadas
permaneceu inibida no grupo de camundongos
imunizados aos 45 d-i porém, na prole imunizada aos
90 d-i ndo foi observada diferenca entre os grupos
experimentais e controles (Figura 4a).
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Figura 4 -Producéo de anticorpos IgG1 e lgG2c das proles imunizadas com Dp em diferentes idades. Camundongos
A/Sn fémeas foram imunizados com Dp ou néo e acasalados com machos C57BL/6 normais. As proles hibridas
foram imunizadas aos 3, 25, 45 ou 90 dias de idade (n=10-30 animais por grupo) e os soros foram avaliados quanto
apresencade (a) anticorpos IgG1 (Igh?e Igh®, 1:100) e (b) IgG2c (1:20) por ELISA. As barras representam a média
+ DP de cada grupo. *=p£0.05 quando comparados ao grupo de mées ndo imunizadas.

A cinética de produgao de anticorpos IgG2c anti-
Dp da prole demonstrou um perfil similar nos grupos
de proles de mées imunes e controles (Figura 4b).
Baixos niveis de anticorpos 1gG2c anti-Dp foram
detectados nos grupos imunizados aos 3 e 25 d-i,
atingindo um pico de produgao do is6tipo de anticorpo
nos grupos imunizados aos 45 d-i que diminuiu nos
grupos imunizados aos 90 d-i.

Permanéncia da inibicdo da producéo de
anticorpos da prole na resposta secundaria

A influéncia da imunizagdo materna também foi
avaliada na resposta secundaria ao Dp. As proles
imunizadas em idade neonatal (3d-i) ou jovem
(25d-i) foram submetidas a desafios posteriores com
Dp. Os neonatos imunizados com Dp aos 3 d-i

receberam dois reforgos i.p., um aos 10 d-i e
posteriormente outro aos 35 d-i e analisados aos
42 d-i. A imunizagdo primaria ndo induziu niveis
detectaveis de anticorpos nesta idade, contudo, com
os refor¢os a prole de mées imunizadas revelou uma
significativa queda da resposta IgE anti-Dp em relacéo
ao grupo de proles de maes controle (Figura 5a). Além
disso, a prole de mées imunes demonstrou diminui¢cao
dos niveis de anticorpos IgG1l de ambos os al6tipos
Igh? e Igh® (Figura 5b). Estes achados demonstram
gue a imunizacdo materna com Dp pode interferir
precocemente na resposta B da prole, o qual
posteriormente refletiu na resposta secundaria. A
inibicdo da producéo do alétipo Igh®, produzido pela
prole, foi mais pronunciada considerando que os
anticorpos maternos de al6tipo Igh? ainda
permanecem no soro das proles aos 42 d-i.
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Figura 5a,b - Efeito darespostasecundéariaao Dp daproleimunizadaem periodo neonatal ou jovem. (a,b) as proles
de mées imunizadas com Dp ou ndo foram imunizadas com Dp aos 3 d-i e refor¢cadas viai.p. com Dp aos 10 e 35

d-i e analisadas sete dias ap6s o ultimo reforgo

O efeito da imunizagdo secundéaria com Dp
também foi observado nas proles imunizadas aos
25 d-i. A imunizacdo secundaria foi realizada com
dois reforgos i.p. com Dp aos 35 e 55 d-i ou com
trés refor¢os realizados aos 35, 55 e 92 d-i. As proles
de maes imunes ou ndo imunes produziram niveis
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similares de anticorpos IgE anti-Dp apds os reforcos
(Figura 5c). Em contraste, a produgdo de anticorpos
IgG1 anti-Dp de ambos os alétipos Igh? e Igh? da prole
de maes imunizadas permaneceu inibida similarmente
ao observado na resposta primaria (Figura 5d).

d. IgG1 anti-Dp (Igh? e IghP)
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Figura 5c,d - As proles foram imunizadas com Dp aos 25 d-i e reforgados viai.p. em trés periodos (35, 55 e 92 d-
i) e analisadas sete dias ap6s o segundo e terceiro reforgos.

Efeito da imunizacao heterdloga da prole
derivada de mées imunizadas com Dp

Para verificarmos a especificidade do efeito
inibitério observado na imunizagcdo materna com Dp
na resposta de anticorpos da prole, os animais foram
imunizados com um antigeno nao relacionado, a
ovalbumina (OVA). A producé@o de anticorpos IgE
anti-OVA foi similar em ambos 0s grupos, mesmo

com o reforco antigénico aos 55 d-i (Figura 6a).
Contudo, a imunizacao da prole com OVA induziu
um aumento da produgéo de anticorpos 1gG1, IgM
e lgG2c anti-OVA da prole de mées imunizadas com
Dp (Figuras 6b, 6c e 6d, respectivamente). Este
efeito foi transitério uma vez que o grupo de proles
das maes imunizadas obtiveram resposta
secundaria similar ao grupo controle.
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a. IgE anti-OVA
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Figura 6 - Efeito daimunizacéo heterdloga da prole de mées imunizadas com Dp. As proles de médes imunizadas
com Dp ou ndo foram imunizadas aos 25 d-i com OVA e refor¢ados via i.p. aos 35 e 55 d-i (n=5-8 animais por
grupo). Os soros obtidos sete dias ap6s cada reforgo foram analisados quanto a presenca de (a) anticorpos IgE
anti-OVA por reacdo de anafilaxia cutanea passiva e (b) IgG1 (1:25), (c) IlgG2c (1:10) e (d) IgM (1:25) anti-OVA por
ELISA. As barras representam a média = DP de cada grupo. *= p £ 0.05 quando comparados ao grupo derivado de

maes nao imunizadas.

DISCUSSAO

A imaturidade imunoldgica do neonato e o grau
de exposicdo aos alérgenos em periodo precoce da
vida séo fatores de risco para o desenvolvimento de
reacOes alérgicas. Neste estudo foi observado que a
imunizagcdo materna com o0 acaro Dermatophagoides
pteronyssinus (Dp) antes do acasalamento, previne
a resposta de hipersensibilidade do tipo | da prole de
camundongos.

Além disso, a inibicdo da producédo de
anticorpos especificos da prole manteve-se nas
respostas secundarias e terciarias ao Dp. A
especificidade do efeito inibitério observado nas

proles imunizadas com Dp, foi observada com a
imunizagcdo primaria com OVA que ndo afetou a
resposta IgE e gerou um aumento transitério na
producgéo de anticorpos IgG.

Os determinantes alotipicos, IgM° e IgG1° anti-
Dp, foram utilizados para distinguir a produgéo de
anticorpos da prole, pois 0s anticorpos transmitidos
pela méde permanecem no soro da prole até 9
semanas de idade. Os camundongos de maes
imunizadas nao foram capazes de produzir anticorpos
anti-Dp nos periodos analisados. Este resultado
sugere que o protocolo de imunizagcdo materna
realizado pela via subcutanea com Dp néo foi capaz
de sensibilizar os neonatos ao alérgeno, seja em
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periodo pré ou pos natal. A sensibilizacdo dos
neonatos pode estar relacionada ao tempo, via e
intensidade da exposi¢cdo materna ao alérgeno'>
sendo necessarias maiores investigacfes para
elucidarmos a ocorréncia de sensibilizagdo durante a
vida intra-uterina. Em humanos, a evidéncia in vitro de
resposta proliferativa de células do corddo umbilical a
alérgenos inalantes ou alimentares tem sido sugerida
como evidéncia de sensibilizacdo in utero ao
antigeno'”8, Porém, existem controvérsias de que a
proliferacéo ou secrecao de citocinasin vitro de células
de corddo umbilical pode ser resultado da diversidade
imune do feto ou devido a baixa sensibilidade do método
utilizado, e ndo com a exposi¢ao in utero ao alérgeno®.

A imuniza¢do materna com Dp foi capaz de
transferir anticorpos pré-natalmente, ou seja pela via
placentaria, de elevada avidez ao alérgeno. E possivel
gue a selecdo da populacdo dos anticorpos
transmitidos para os filhotes, seja decorrente do nivel
sérico de anticorpos observado nas méaes imunizadas.
Neste contexto, um nivel semelhante de avidez dos
anticorpos especificos foram observados no soro das
maes e os transferidos pela via transplacentaria para
os filhotes.

A cinética de imunizagdo com Dp das proles
revelou que o0s neonatos imunizados aos trés dias de
idade ndo foram capazes de produzir anticorpos IgE e
IgG1 anti-Dp, provavelmente pela sua conhecida relativa
imaturidade imunolégica?°?t. Os neonatos sao
deficientes na regulacdo positiva da expressao de
moléculas de classe Il do Complexo Principal de
Histocompatibilidade, na condugdo de sinais aos
receptores de células T e na expressdo do CD40L,
eventos necessarios para uma efetiva interagdo de
células T-B%2, A imunizacao da prole no periodo de
desmame (25 dias de idade), ocasido em que elevados
niveis de anticorpos maternos eram detectados nos
soros das proles, induziu uma significativa diminuicao
de ambos os alétipos de IgG1. Aos 45 dias de idade,
periodo em que a prole ja adquiriu competéncia
imunolégica para produzir anticorpos antigenos T
dependentes, foi detectada importante inibicdo da
producdo de anticorpos 1gG1 e também de IgE
anti-Dp. Jarrett et al.*®> descreveram gue ratos fémeas
imunizadas com ovalbumina (OVA) transmitem
anticorpos que exercem efeito inibitério na resposta
de IgE, e aumento da producéo de IgG na prole imune.
Posteriormente, os autores evidenciaram que a
supresséo de ambas as respostas IgE e IgG, depende
do protocolo de imunizagdo materna, ou seja, da dose
do antigeno, uso de adjuvante e via utilizada®.

Os camundongos A/Sn imunizados com 90
dias de idade possuem uma capacidade reduzida de
produzir anticorpos IgE quando comparados aos
imunizados no periodo pés-amamentagéo. E possivel
que o desaparecimento do efeito inibitério na resposta
de anticorpos com a imuniza¢do com Dp nha vida adulta
seja simultaneo ao desaparecimento dos anticorpos
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maternos no soro. Contudo, quando as proles sao
imunizados precocemente e submetidas a resposta
secundaria ocorre uma inibicdo completa da producéo
de anticorpos IgE anti-Dp. Apesar da relativa deficiéncia
da producéo de anticorpos anti-Dp na resposta primaria
no periodo neonatal, isto parece interferir no
desenvolvimento das futuras respostas de
hipersensibilidade. A producéo de anticorpos IgG1 da
prole permaneceu intensivamente diminuida, mesmo
ap6s os reforgcos secundario e terciario com Dp. Um
dos mecanismos propostos para o efeito inibitdrio dos
anticorpos maternos na prole € a neutralizacdo do
antigeno, como também por modulac¢éo negativa direta
das células B dos neonatos através dos receptores
para a porgdo Fc da cadeia gama. Isto implicaria na
transferéncia de anticorpos maternos idiotipicos ou
anticorpos regulatérios que poderiam influenciar o
repertério B dos neonatos durante seu
desenvolvimento.

A imunizagdo materna com Dp, medeia uma
inibicdo especifica da resposta alérgica da prole, pois
a imunizagdo com OVA nao alterou a resposta IgE
anti-OVA dos filhotes. Além disso, foi verificado um
aumento dos anticorpos IgG1, IgG2c e IgM anti-OVA
na prole de maes imunizadas com Dp, na resposta
primaria a OVA. Tem sido descrito que a prole de maes
imunizadas com OVA antes do acasalamento e
submetidas a nebulizagbes com o antigeno durante
toda a gestacdo, imunizada com antigeno heterélogo
(b&-lactoglobulina) desenvolve um aumento da producgéo
de anticorpos IgG1 e diminuicdo da producdo de
IFN-g*5%, A hip6tese de que a maturacao tardia da
imunidade Thl da prole de mées alérgicas predispde
o desenvolvimento de alergias a novos antigenos, pode
exercer um importante impacto sobre as doencas
alérgicas. Nossos resultados demonstram que a
imunizagcdo com Dp induz uma inibi¢cdo da resposta a
anticorpos de forma especifica sem interferir na
resposta IgE a antigenos heter6logos. Entretanto,
diferentemente ao efeito inibitério observado com a
imunizacdo com Dp a resposta IgG a OVA parece ser
transitoria. E possivel que o aumento dos niveis
primarios da resposta de anticorpos IgG anti-OVA
esteja relacionado ao desequilibrio da producéo de
citocinas pela prole, mas que ndo se perpetua na
reposta secundaria.

A imunizacdo materna com Dp induziu uma
significativa inibicdo da producéo de anticorpos da prole,
mantendo este efeito nas respostas secundaria e
terciaria ao Dp. Os resultados indicam que a
imunizacao materna, induz um efeito protetor a prole,
de forma especifica, e que interferem no repertério das
células B e T. Desta forma, a imunizagao com Dp pré-
concepcdo, parece ser benéfica impedindo a
sensibilizacdo precoce da prole ao alérgeno, e sugere
ser uma estratégia profilatica ao desenvolvimento da
resposta alérgica.
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Victor JR, Duarte AJS, Sato MN. Inhibition of offspring Type | hypersensitivity response through maternal immunization
with the dust mite Dermatophagoides pteronyssinus. Rev Med (S&o Paulo) 2002 jan./dez.;81(1/4):22-30.

ABSTRACT: The early life exposure to allergens associated with the tendency of newborns to develop Th2-biased
responses, may contribute to the development of allergy during infancy. The effect of preconception immunization of A/
Sn females with the dust mite Dermatophagoides pteronyssinus (Dp), were analysed on the hybrid offspring’s type |
hypersensitivity response. The kinetics of Dp immunization was followed from newborn to adult age. Offspring from
immune mothers did not show evidence of pre or postnatal allergen priming at humoral level. Immunization with Dp in
very early life and in the postweaning period revealed a marked inhibition of offspring anti-Dp IgE and IgG1 Ab production,
which remained decreased upon secondary allergenic challenge. The maternal influence on the offspring’s Ab response
was specific to Dp, since theirimmunization with a heterologous antigen led to a normal IgE response. Taken together,
maternal immunization to Dp seems to be protective in regard to the early development of allergy.

KEYWORDS: Mice; Immunization/methods; Disease models, animal; Hipersensitivity, immediate/etiology.
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