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Sumario: Infec¢des maternas por Schistosoma mansoni podem alterar a resposta imune
dos descendentes, quando adultos, em infeccGes pds-natais. Objetivou-se comparar em
células esplénicas de camundongos nascidos e/ou amamentados em méaes infectadas,
submetidos a imunizacdo com ovalbumina, a frequéncia de células T regulatdrias
(CD4+/FoxP3+) frente a estimulacdo policlonal e OVA-especifico. Para isso,
camundongos recém-nascidos foram divididos em quatro grupos: animais nascidos e
amamentados em maes infectadas (MIAI), nascidos de mées infectadas (MI) e
amamentados por maes nao infectadas, animais provenientes de mées ndo infectadas e
amamentados por maes infectadas (Al) e animais nascidos e amamentados em maes nao
infectadas (Controle) Animais dos diferentes grupos de estudo foram imunizados com
OVA+Adjuvante, no 45° dia de vida. No 8° dia, apds a imunizacdo, os animais tiveram
seus bacos retirados e a suspensdo de células estimuladas (24 horas) com OVA ou
mitdgeno (ConA). As células foram submetidas a marcagdo com anticorpos monoclonais
conjugados a substancia fluorescente e analisadas por citometria de fluxo. No grupo de
descendentes imunizados nascidos ou receberam leite de mées infectadas existe uma maior
frequéncia de linfécitos T regulatérios em resposta ao estimulo mitogénico e OVA,
respectivamente.
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INTRODUCAO
Tem sido demonstrado que devido a imunomodulagdo durante a esquistossomose, as
infecces maternas pelo Schistosoma mansoni podem modular a resposta imune dos
descendentes, quando adultos, em infecgdes pos-natais (OTHMAN et al., 2010; SANTOS
el al., 2014). Diferentes estudos tém relacionado a transferéncia de antigenos parasitarios
ou anticorpos anti-parasita in utero ou através do leite materno (ATTALLAH et al., 2003;
CALDAS et al., 2008) com as alteracGes na resposta imune dos descendentes. A exposi¢do
materna aos alérgenos, citocinas ou os processos infecciosos, podem alterar o grau de
competéncia imune dos seus descendentes (LIMA et al., 2005; FUSARO et al., 2007). O
estudo da influéncia da gestacdo e da amamentacdo, separadamente, em mées infectadas
pelo S. mansoni, mostrou que camundongos adultos previamente amamentados em maées
esquistossomoticas apresentaram uma potencializacdo na producdo de anticorpos anti-
OVA, acompanhada de altos niveis de IL-2, enquanto que a gestacéo levou a um potencial
imunossupressivo no descendente, com producdo de IL-10 e supressdo na producéo de
anticorpos (SANTOS et al, 2010). As células T regulatéris CD4+/Foxp3+ (Tregs) sdo
componentes da tolerdncia imunoldgica e sdo moduladores na resposta a patdgenos,
alérgenos, antigenos proprios e células cancerigenas e com isso, vem sendo estudada a
possibilidade das células Treg como opcéo terapéutica para doencgas alégicas, infecciosas,
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autoimunes e neoplasicas (TAAMS et al., 2006; TORGERSON et al., 2007). Assim, 0
objetivo do presente trabalho foi estudar a participacdo dos linfocitos T regulatérios, nos
descendentes previamente amamentados ou gerados em méaes esqusitossomoticas.

MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um estudo intervencionista, onde um grupo de camundongos fémeas sofreu a
intervencdo (infeccdo com 20 cercérias S. mansoni) e o outro grupo (controle) serviu para
comparacdo dos resultados. Apos 60 dias, as fémeas tiveram seus estros sincronizados e
foram acasalados. Logo apds o nascimento, os descendentes foram divididos em quatro
grupos(n=10): 1) Animais apenas amamentados em mades infectadas (Al); 2) Animais
nascidos e amamentados em maes infectadas (MIAI); 3) Animais apenas nascidos de mées
infectadas (MI) 4) Animais nascidos e amamentados em maes nao-infectadas
(CONTROLE). Os animais dos diferentes grupos foram imunizados com OA em
Adjuvante, no 45° dia de vida. No 8° dia, ap6s a imunizagdo, os animais tiveram seus bacos
retirados e a suspensdo de células estimuladas com OA ou mitégeno (ConA), por 24 horas.
As células foram submetidas a marcacdo com anticorpos monoclonais, conjugados a
substancia fluorescente, especificos para linfocitos T-CD4+ e FoxP3+ intracelular e
analisadas por citometria de fluxo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise da marcacdo de celulas Treg, através de citometria de fluxo, mostrou que a
frequéncia de células CD4+/FoxP3+ nos descendentes adultos ndo imunizados néo
apresentou diferenca significativa entre os grupos frente aos estimulos OVA e ConA ou
cultivo com meio RPMI (Figura 1A). Analisando a figura 1B, observa-se uma maior
frequéncia dos linfocitos CD4+/FoxP3+ no grupo de animais Al em compara¢do aos
grupos MIAI, Ml e CONTROLE quando cultivados com meio (MIAI=0,3%; Al=1,0%;
MI=0,5%; CONTROLE=0,35%), ou na presenca de OVA (MIAI=0,2%; Al=0,65%;
MI=0,2%; CONTROLE=0,25). Com relacdo ao estimulo mitogénico, houve maior
frequéncia de linfocitos regulatérios no grupo MI em relacdo aos demais grupos
(MIAI=0,75%; Al=0,70%; MI1=1,5%; CONTROLE=0,8%).
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Figura 1: Frequéncia de células CD4+FoxP3+ de camundongos adultos nascidos de médes infectadas (M),
apenas amamentados em mdes infectadas (Al), nascidos e amamentados em mades infectadas (MIAI) e
nascidos e amamentados em mées ndo infectadas (CONTROLE), ndo imunizados (A) ou imunizados com
OVA+CFA (B). 5x10° células foram cultivadas com Meio RPMI, OA (500 ug/mL), ConA (5 pg/mL) por 24
horas. Apoés o cultivo de 24 horas, as células foram marcadas com anticorpos monoclonais anti-CD4 e anti-
FoxP3 e avaliadas através de citometria de fluxo.
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Além da resposta Th2, caracteristica na fase cronica da esquisotossomose, 0s antigenos dos
ovos sdo indutores de linfécitos T regulatérios por terem a capacidade de induzir a
producdo de IL-10 pelas APCs, a qual é importante para geracdo e manutencdo das Tregs
(WAKKACH et al., 2003). Foi demonstrado que células T regulatorias CD4+CD25+,
chamadas de Tregs naturais (FoxP3+), eram necessarias para manutencdo da resposta Th2
e, portanto essenciais no processo de imunomodulacdo presente na esquistossomose
(MCKEE et al., 2004). Células T CD25+FoxP3+ podem ser encontradas no tecido hepatico
de animais infectados, principalmente ao redor dos granulomas e a quantidade destas
células nesta regido aumenta a medida que a doenca evolui (EL-AHWANY et al., 2012).
No presente estudo, diferencas estatisticas foram observadas nos animais imunizados com
OVA, onde o contato com leite materno de mées infectadas favoreceu a geracdo destas
células na presenca do meio de cultura ou com OVA. Do contrario, para 0 grupo de
descendentes apenas gerados em maes infectadas as células Tregs foram mais evidentes
apos estimulo mitogénico. E de modo interessante, animais nascidos e gerados de maes
infectadas tiveram carater supressor amenizado. E sabido que a geracdo de Treg é
dependente de IL-2, secretada por linfocitos T convencionais (ANTONY et al., 2006).
Santos et al., 2010 observaram que animais previamente amamentados em maes
esquistossomoticas apresentaram altos niveis de IL-2, enquanto que a gestacdo levou a um
potencial imunossupressivo no descendente, com producdo de IL-10. O microambiente
gestacional € caracterizado principalmente pela producdo de IL-10 por células dendriticas
(DCs) e macrofagos in utero. A presenca de antigenos parasitarios, como o SEA, na
interface Utero-placenta pode estar estimulando a capacidade das APCs uterinas em
produzir de I1L-10. Assim, a condicdo de infec¢do esquistossomotica materna, durante a
gestacdo pode influenciar a producdo de IL-10 pelas APCs nas células esplénicas dos
descendentes adultos. Straw et al. (2003) demonstraram, em um estudo experimental, que a
infeccdo por S. mansoni induz nas células dendriticas (DCs) uma elevada expressao de
CD80 e CD40, porém ndo € observado o mesmo perfil para CD86. De modo interessante,
Santos et al. (2014) relataram uma falha na expressdo de moléculas co-estimulatérias
CD86 nas DCs dos animais apenas gerados em maes infectadas. Estes dados em conjuntos
nos levam a crer que antigenos parasitarios in Gtero, através de uma acao
imunomoduladora nas APCs dos descendentes, imprimem uma programacao nestas células
que durante a apresentacdo do antigeno heterélogo podem direcionar de producdo de IL-10
por linfocitos T em resposta a este antigeno. Em relacdo ao aleitamento, é visto que um dos
componentes do leite materno é o Lacto-N-Fucopentose 111 (LNFP-1I1), que também ¢é
encontrado nos ovos do S. mansoni. Este acUcar é capaz de promover a proliferacdo de
celulas B e a sintese de mediadores, como IL-10 e prostaglandina (PGg2), por estas células
(THOMAS; HARN, 2005). Mangan et al (2004) relataram gue o0s antigenos dos vermes do
S. mansoni estdo relacionados com a geracao de linfocitos B regulatérios, CD5+/CD1d+.
De modo interessante, Amu et al. (2010) relataram que células B regulatorias
(CD5+/CD1d+/IL-10+), em camundongos adultos infectados pelo S. mansoni, foram
relacionadas com o recrutamento de células Tregs para o pulméo e consequente supressao
de resposta alérgica anti-ovalbumina (OVA). Santos et al., (2014) observaram que animais
amamentados tiveram maior frequéncia de células B que expressam CD80 e CDA40,
juntamente com alta producdo de IL-2, populacdo esta requerida para manutencdo dos
niveis de Tregs (ZHENG et al., 2010). As propriedades dos antigenos parasitarios,
presentes no leite materno, em estimular células T regulatorias (EL-AHWANY et al.,
2012) em conjunto com o microambiente supressor da mucosa intestinal (WEINER et al.,
2011) podem permitir um upgrade na geracdo de Tregs apOs re-exposicao antigénica na
vida adulta. Vale a pena ressaltar a frequéncia alta de células Treg, frente ao estimulo
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mitogénico, no grupo MI. SANTOS et al, 2010, demonstrou producdo de IL-10 neste
grupo em resposta @ OA. Em conjunto estes dados corroboram o perfil imunossupressor
nos animais nascido de maes esquistossomaticas.

CONCLUSOES
A prévia amamentacdo e gestacdo em maes esquistossomoticas predispde um potencial
imunossupressor em descendentes de maes esquistossomoticas, havendo uma maior
frequéncia de linfdcitos T regulatdrios anti-OVA nos descendentes sensibilizados com leite
materno e um maior potencial de células T regulatérias na populagéo total de linfocitos
devido & gestagdo.

AGRADECIMENTOS
Ao CNPq e Propesq/UFPE pelo apoio financeiro.

REFERENCIAS
AMU, S. et al. Regulatory B cells prevent and reverse allergic airway inflammation via
FoxP3-positive T regulatory cells in a murine model. J Allergy Clin Immunol., v. 125, n. 5,
p. 1114-1124, 2010.
EL-AHWANY E, Bauiomy IR, Nagy F, Zalat R, Mahmoud O, Zada S. T Regulatory Cell
Responses to Immunization with a Soluble Egg Antigen in Schistosoma mansoni-Infected
Mice. Korean J Parasitol. 2012; 50(1): 29-35.

MCKEE AS, Pearce EJ. CD25+CD4+ cells contribute to Th2 polarization during helminth
infection by suppressing Th1l response development. J Immunol 2004; 173: 1224-31.

SANTOS, P. A. et al. Maternal schistosomiasis alters costimulatory molecules expression.
In antigen-presenting cells from adult offspring mice. Experimental Parasitology, v. 141, p.
62-67, 2014.

WAKKACH, A.; FOURNIER, N.;: BRUN, V.; et al. Characterization of dendritic cells that
induce tolerance and T regulatory 1 cell differentiation in vivo. Immunity, v. 18, n.5,p.
605-617. 2003.

WEINER, H. L. et al. Oral tolerance. Immunological Reviews, v. 241. p, 241-259, 2011.

ZHENG J, Liu Y, LAU, Y, TU, Wenwei. CD40-activated B cells are more potent than
immature dendritic cells to induce and expand CD4 regulatory T cells. Cell Mol Immunol.
V.7, p. 44-50. 2010.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=El-Ahwany%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22451731
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bauiomy%20IR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22451731
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nagy%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22451731
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zalat%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22451731
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mahmoud%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22451731
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zada%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22451731

