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O interesse pelo estudo dos mecanismos bioldgicos que estdo na base de uma gravidez
surge do conhecimento da presenca de uma tolerancia imunolégica entre o feto e a mae
durante a gestacdo e que se designa por ‘paradoxo imunoldgico’. O feto é considerado
um semienxerto por possuir antigénios de origem materna e paterna e teoricamente
dever-se-ia verificar uma resposta de rejeicdo, como ocorre normalmente em tecidos
transplantados entre individuos geneticamente diferentes (Sarafana & Coelho
2007)(Christiansen 2013). Esta nao rejeicdao, poderd estar relacionada com trés fatores
importantes para o normal desenvolvimento da gravidez: separacdao anatémica entre feto
e mae, imaturidade antigénica do feto e, modulacdo da resposta imunoldgica por parte
da mae, o que leva a aceitacdo do feto (Erlebacher 2013)(Sarafana & Coelho 2007)(Arosa
et al. 2012). Existe assim, uma lacuna nos mecanismos que operam na tolerancia
fetomaterna durante a gravidez (Hemberger 2013)(Lashley et al. 2011)(Mendelson
2009)(Kobayashi 2012).

Durante a gravidez parece também haver uma diminuicao da resposta imunitaria celular,
0 que se traduz habitualmente pelo aumento da suscetibilidade da mae a infecdes. Esta
modificacdo do sistema imunitario materno, também pode estar relacionada com a
apresentacao local de antigénios paternos por moléculas apresentadoras de antigénios e
imunizacdo sistémica devido a fuga de células fetais para a corrente sanguinea materna
(microquimerismo) (Hemberger 2013)(Lashley et al. 2011)(Mendelson 2009)(Kobayashi
2012).

Relativamente ao trabalho de parto, que é caraterizado pelo amadurecimento cervical;
rotura de membranas; contracdes uterinas e subsequente expulsdo do feto, é atualmente
aceite a intervencdo da resposta inflamatéria (Romero et al. 2006) (A Pafizek et al.
2013)(Norman et al. 2007). Esta explicagdo assenta em dados cientificos como o aumento
da concentracdo de citocinas proinflamatérias e de células do sistema imunitdrio em
diversos componentes do sistema reprodutivo: liquido amnidtico, miométrio, cérvix e

membranas fetais (Byrns 2013)(Mendelson 2009). Por sua vez a quiescéncia uterina
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durante a maior parte da gravidez parece ser mantida por a¢des anti-inflamatdrias, como
a progesterona através dos seus recetores e inducdo de citocinas igualmente anti-
inflamatdrias (Hemberger 2013)(Norman et al. 2007). Todavia, todo o mecanismo esta
ainda por esclarecer.

A progesterona tem um papel fundamental para a manutencdo da gravidez mantendo
assim a quiescéncia uterina.

Descobertas recentes mostram que, a progesterona nao sé exerce efeitos
genomicamente através da sua ligacdo a recetores nucleares da progesterona (nPR), mas
também exerce os seus efeitos por vias ndo gendmicas, ligando-se a recetores
membranares (mPRs), que parecem encontrar-se na superficie celular (Zachariades et al.
2012)(Mesiano et al. 2011)(Kelder et al. 2010)(Fernandes et al. 2005).

Este estudo pretende clarificar alguns fatores que estao envolvidos na manutenc¢ao da
gravidez e também no desencadear do trabalho de parto, e avaliar a expressdao de um
tipo de receptor membranar em células do sistema imune, e que estara sob a influéncia
da acdo molecular da progesterona, em mulheres gravidas.

Neste sentido, tem-se como objetivos principais: (1) caracterizar fenotipicamente as
populagdes linfocitarias major e subpopula¢des na gravidez normal no segundo, terceiro
trimestre e parto, através da avaliacdo da variacdo destas populacdes ao longo da
gravidez e dia do parto e (2) avaliar a expressdo do recetor mPR-a nestas populacdes

linfocitarias e estudar a sua variacdo ao longo da gravidez e dia do parto.
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Com a realizagdo deste estudo pode-se concluir que, (1) todas as células do sistema
imunoldgico sofrem alteracdes na gravidez na tentativa de criar um ambiente imuno-
tolerante, permitindo a quiescéncia uterina e assim aceita¢do do feto; (2) inovador pelo
facto de demonstrar que existe expressdao do recetor mPR-a nas populagdes major
linfocitarias de sangue periférico, e ndo sé nos linfécitos T; (3) existe uma
imunomodelagdo da expressao do recetor mPR-a ao longo da gravidez, estando assim
dependente das células do sistema imunitario e das hormonas libertadas durante a
gravidez, mais propiamente, a progesterona e; (4) poderd vir a ser uma mais-valia a
compreensdo dos processos envolvidos durante a gravidez e em processos patoldgicos

decorrentes de uma gravidez.

Palavras-chave: Linfécitos
Imunomodulagdo
Gravidez
Progesterona
mPR-a



ABSTRACT

ABSTRACT

Interest in the immunology of pregnancy was originally inspired by the realization that
expression of paternal histocompatibility antigens by the fetus and placenta should
provoke the same kind of tissue rejection response seen following organ
transplantationnamede by “immunological paradox of pregnancy” (Erlebacher 2013).

It is still not elucidated how the fetus considered a semiallogenic graft in most instances
avoids rejection by the maternal immune system. There are several mechanisms to
explain this: one of his explanations is based on a diminished maternal responsiveness to
pregnancy, leading to acceptance of the foreign fetus (Erlebacher 2013)(Sarafana &
Coelho 2007)(Arosa et al. 2012). Indeed, the cellular immune response seems to be
decreased during pregnancy, reflected by the increased susceptibility to viral infections
and specific intracellular pathogens(Hemberger 2013)(Lashley et al. 2011)(Mendelson
2009)(Kobayashi 2012).

Parturition is widely accepted to be an inflammatory event, as it is largely driven by
inflammatory cytokine and prostaglandin signaling. Inflammatory pathways stimulate the
various events that lead to parturition, such as cervical ripening, rupture of membranes,
and uterine contractions (Romero et al. 2006)(A Pafrizek et al. 2013)(Norman et al. 2007)
and inflammation and activation of proinflammatory cytokines has been implicated in the
mechanisms responsible for term parturition. However, all this mechanisms are yet
unknown (Byrns 2013)(Mendelson 2009).

Progesterone plays a central role in the establishment and maintenance of human
pregnancy, and many rapid effects of this hormone have been observed. These results
demonstrate that progesterone can exert effects in a nongenomic manner and not only in
a genomic manner, binding to membrane receptors. This genomic manner was
recognised by the progesterone binding to nuclear progesterone receptors, which is
relatively slow than genomic pathway, where progesterone binds to membrane receptors

(Zachariades et al. 2012)(Mesiano et al. 2011)(Kelder et al. 2010)(Fernandes et al. 2005).
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The main idea of this study is to understand the mechanism behind maintenance of
pregnancy, and what induce the process of parturition. Moreover, we had study the
relationship between immune system cells and the expression of the new membrane
progesterone receptor on these cells, on pregnant women.

So the main goals of this study were: (1) immunophennotiping the major immune system
cells during pregnancy (second and third trimester and delivery day); (2)
immunophennotiping the expression of membrane progesterone receptor alpha (mPR-a)

on the major immune system cells also during pregnancy.

In conclusion, we were capable to see: (1) changes on the immune system cells profile
during the pregnancy, to maintain an immune tolerance; (2) the expression of membrane
progesterone receptor alpha (mPR-a) on the immune system cells and his relationship
with and; (3) an immune modulation between membrane progesterone receptor alpha
(mPR-a) and immune system cells and progesterone.

To this end, a comprehensive and detailed understanding of the mechanisms involved in
pregnancy, not only to develop more effective therapies for treatment of pregnancy
complications and prevention of this pathologies, but also to elucidate the complex

process behind the pregnancy.

Keywords: Lymphocytes
Immune modulation
Pregnancy
Progesterone
mPR-a
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1. O SISTEMA IMUNITARIO

O termo imunidade derivado da palavra do latim, immunitas significa, prote¢ao contra
doencas. O sistema imunolégico é fundamental na defesa e sobrevivéncia do organismo
humano, o seu envolvimento passa por exemplo, pela protecdao contra a ameaga de
doenca causada por organismos infeciosos (agentes patogénicos), células neoplasicas
sendo igualmente responsdavel pela rejeicao de transplantes.

Desencadeia-se desta forma um processo denominado de resposta imunolégica, que é
mediado por células e também por moléculas. Nas células (Figura 1) podemos destacar os
glébulos brancos ou leucdcitos polimorfonucleares (PMN) ou granulécitos (neutréfilos,
eosinodfilos, mastécitos e basdfilos) e leucdcitos mononucleares (linfocitos T, B, NK e
mondacitos).

Centramo-nos nos leucdcitos, que derivam de um percursor comum, a célula estaminal
hematopoética, e se caracteriza por expressar a proteina CD34. Esta célula estaminal
possui diversas propriedades: capacidade de se diferenciar em diversos tipos celulares;
autorrenovacao e capacidade de se dividir indefinidamente. A célula estaminal
hematopoética, também é responsavel pela hematopoiese, pois da origem a dois tipos de
células estaminais com maior especializacdo: o progenitor linfoide que origina os
linfécitos T, B e NK e o progenitor mieloide que origina outros tipos de leucécitos, como
os eritroblastos e os megacaridcitos.

Os linfécitos tém um papel fundamental nas respostas imunoldgicas. Estas células
amadurecem nos 6rgaos linfoides primarios (locais de producdo de linfécitos a partir do
progenitor linfoide — linfopoiese); sendo na medula éssea para os linfécitos B e no timo
para os linfécitos T e migrando posteriormente para os érgaos linfoides secundarios
(ganglios linfaticos, baco, tecido linfoide associado a mucosa, etc.). Nestes locais sdo
retidos os anticorpos (sollUveis ou transportados pelas células dendriticas provenientes

dos diversos locais do corpo), proporcionando assim o encontro eficiente e especifico dos

Ana Ambrésio 1
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linfécitos naive com as células apresentadoras de antigénios. Este encontro leva a
diferenciagdo/ativacdo dos linfécitos em células efetoras, que sdo capazes de efetuar e
participar na resposta imunoldgica especifica (humoral ou celular) ou em células de
memoaria que, circulam pelos tecidos linfoides secundarios e outros tecidos a procura de
um novo contato com o antigénio, pelo qual sdo especificos. Apds a ativacdo pelo
antigénio, migram dos érgaos linfoides secundarios para os focos inflamatdrios, através

da corrente sanguinea (Abbas et al. 2007) (Wood 2006)(Arosa et al. 2012).

-~

Uma vez que o sistema imunitdrio é essencial a sobrevivéncia do ser humano

Q-

importante que a sua resposta seja eficaz e fisiolégica. No entanto, ha alteragdes
resposta considerada normal do sistema imunitario e surgem patologias como as
hipersensibilidades, imunodeficiéncias,  patologia  autoimune e  sindromes

imunoproliferativos (Wood 2006).

Célula estaminal
multipotencial hematopoética
(Hemocitoblasto)

I

v 3
Progenitor mieloide Progenitor linfoide

|
1'1¢ : I
00 © ® @&

= i . Linfécitos pequenos
Eritrocito Mastocito Células Natural Killer
Linfécitos grandes granulados

Mieloblasto
l l l l Linfocitos T Linfocitos B
’ |
Megacaridcito O ‘) @ @ @
l Basoikd Neutrofilo Eosindfilo Mondcito Q
W
e l Plasmécitos

Plaquetas

Macréfago

Figura 1 - Arvore genealdgica das células sanguineas — Hematopoiese (Adaptado de Wood 2006).

Ana Ambrésio 2
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RESPOSTA INFLAMATORIA

A resposta inflamatdria fundamentada na vascularizagao e em mediadores celulares e
moléculares, define-se, como um processo biolégico e fisioldgico que conduz a orientagao
dos meios de resposta (particularmente os celulares) para o local onde se processou a
agressdo. E uma resposta inata, inespecifica e estereotipada, independente do tipo de
agressao e da existéncia ou ndao de contatos prévios com o mesmo. Clinicamente uma
infecdo apresenta sinais e sintomas (alteracdes sistémicas) que refletem o efeito dos
mediadores inflamatdrios no local onde se estd a processar a agressao: calor, dor, rubor,
edema, designados de sinais cardeais de Celsus da inflamacdo e que refletem o resultado
de uma vasodilatacdo e aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos. Ha dois tipos
de inflamacdo marcados pelasua durabilidade, inflamacdo aguda e crénica (ma
inflamagdo). Estes sinais cardeais, sdo mais visiveis na inflamacdo aguda
comparativamente a inflamagao crénica (Robbins & Cotran 2005)(Pinto 2013).

A inflamacdo aguda é uma inflamacdo de resposta rdpida (segundos ou minutos) de
pouca duragdo (minutos/horas ou alguns dias). E caraterizada principalmente por,
exsudacdo de fluidos devido a alteracdo do calibre vascular; alteracdes estruturais na
microcirculagdo que proporcionam a saida de proteinas plasmaticas e leucdcitos da
circulacdo sanguinea (edema) e por emigracdo de leucdcitos, predominantemente
neutrdfilos, para o foco da inflamagcdao com objetivo de eliminar o agente agressor. A
inflamacdo croénica é uma inflamacdo de longa duracdo (semanas a meses) e esta
histologicamente relacionada com a presenca de linfocitos e macrdfagos, fibrose,
proliferacdo dos vasos sanguineos e necrose dos tecidos. Este tipo de inflamagdo que
pode suceder uma inflamag¢do aguda, normalmente inicia-se de uma forma dissimulada e
muitas vezes de resposta assintomatica, que conduz a diversas doengas devido ao dano
de tecidos, como é o caso de artrite reumatoide, aterosclerose, tuberculose e fibrose
pulmonar (Cotran et al. 2010).

Histologicamente a inflamacdo é definida como infiltracdo de leucdcitos: macréfagos,
neutrdfilos e linfécitos através dos tecidos. Esta infiltracdo é conseguida, devido a uma
vasodilatacdo e a um aumento da permeabilidade vascular que propicia o afluxo de
sangue ao tecido e o transporte de proteinas plasmaticas e de mediadores celulares e
moleculares, dos vasos para os tecidos - espaco extravascular (exsudado), que resulta

num aumento de fluido neste local (edema). Para que isto ocorra é necessario haver
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alteragGes no calibre e no fluxo vascular através de (1) vasodilatacdo e contracdo das
células endoteliais proporcionada por mediadores moleculares (como por exemplo,
histamina, bradicinina, leucotrienos e substancia P), que resulta no aparecimento de
intervalos intercelulares, como se tratasse de um “afastamento’”, e consequentemente
num aumento do fluxo sanguineo que se traduz em calor e rubor; (2) retracdo juncional,
para que haja aumento da permeabilidade vascular. Este processo reversivel é mediado
particularmente por citocinas (IL-1, IFN-y e TNF-a) que induzem uma reorganiza¢do do
citoesqueleto das células endoteliais; (3) perda de fluido que resulta numa acumulacdo de
eritrécitos e aumento da viscosidade sanguinea e subsequentemente numa dilatagdo
vascular e diminuicdo de fluxo sanguineo e; (4) acumulacdo e adesdo de leucdcitos,
principalmente neutréfilos ao longo do endotélio vascular, que acabam por migrar
através da parede vascular para o tecido intersticial. Pode-se assim inferir que, a resposta
inflamatdria é orquestrada por varios processos sequenciados: com o aumento da
permeabilidade vascular, em que hd um aumento da saida de fluidos dos vasos
sanguineos para a periferia da superficie endotelial, com consequente aumento da
concentracdo de leucdcitos neste local, iniciando-se assim, o processo de marginacao.
Seguidamente, os leucécitos rolam sobre as células endoteliais devido a expressao nestas
células,de moléculas de adesdao, como a P-selectina que respondem a mediadores
guimicos como a histamina, a trombina e o fator de ativacdo plaquear (PAF), resultando
na adesdao dos leucdcitos as células endoteliais. Esta adesdao leva a ativacdao dos
leucécitos, que expressam mediadores inflamatérios, como as citocinas (IL-1 e TNF). Estes
mediadores inflamatdrios s3ao responsaveis também, pela expressao de moléculas de
adesdo como a E-selectina, a molécula de adesao intercelular (ICAM-1) e a molécula de
adesdo vascular (VCAM-1). Todos estes mecanismos levam a formacdo de camadas de
leucécitos aderentes ao endotélio — pavimentacdo, e consequentemente inicia-se a
transmigracdo endotelial (diapedese). Esta transmigracdo requer o aumento de calcio
livre intercelular nas células endoteliais, adjacentes a transmigracao leucocitaria. Este
aumento vai levar a ativacdo da cadeia leve da miosina cinase (MLCK) que induz
modificacdes conformacionais da miosina ll, e por sua vez leva a contracao dos filamentos
de actina-miosina e aumenta a tensdo das células endoteliais. Apds este processo de
extravasamento, os leucécitos emigram nos tecidos em direcdo ao local da agressao, por

resposta a estimulos quimiotaticos exdgenos (produtos bacterianos, por exemplo) e
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endogenos de natureza molecular (como fatores do complemento, quimiocinas,
citocinas). Esta movimentag¢dao orientada — quimiotaxia, s6 é possivel devido aos
diferentes padrdes de recetores expressos na superficie dos leucdcitos que respondem
aos diferentes sinais quimiotaticos, o que conduz a ativagdo leucocitaria, com o objetivo
destes exercerem as suas funcdes efetores (fagocitose e libertacdo de enzimas) no local
da resposta inflamatdria (Pinto 2013) (Robbins & Cotran 2005).

A inflamagdo termina quando o agente agressor é entdo eliminado ou inativado e os
mediadores secretados deixam de exercer as suas fung¢des através da transicdo de um
estado pro-inflamatério para um estado antinflamatdrio, para que ndao haja um dano
excessivo no hospedeiro.

Dos mediadores celulares fazem parte: mondcitos, macréfagos e neutréfilos, que tém
como principal funcdo efetora a fagocitose no local da inflamacdo; os mastécitos (MC),
que tém como principais fungdes sintetizar e libertar mediadores quimiotaticos, recrutar
células efetoras e modificar a permeabilidade vascular; os eosindfilos, que libertam
mediadores proé-inflamatérios, proteinas catidnicas e citocinas; as plaquetas, estas
libertam mediadores no local da lesdo vascular que favorecem a atividade das células na
integridade do endotélio, na coagulacdo sanguinea, fibrindlise e na resposta inflamatoria
(permeabilidade vascular e vasoconstricdo) e; as células endoteliais tém um papel
importante no revestimento da superficie vascular e na regulacdo do fluxo de nutrientes
da atividade bioldgica de diversas moléculas e das prdprias células sanguineas.

Dos mediadores moleculares fazem parte: os mediadores extracelulares (o complemento,
as cininas e os fatores de coagulacdo) que derivam do plasma, estes existem na circulagdo
como percursores e geralmente tém de ser ativados por clivagem proteolitica para
adquirirem propriedades bioldgicas e; os mediadores intracelulares (produzidos
localmente pelas células) que se encontram geralmente nos granulos celulares, (como
acontece com a histamina nos MC) sendo secretados por ativacao celular ou sintetizados
de novo em resposta a estimulos (como as prostaglandinas e as citocinas).

Ainda que o objetivo principal da resposta inflamatdria seja deter a agressdo, a
inflamacao é uma resposta paradoxal ja que ao ser inespecifica acaba por atingir o tecido

adjacente a lesdo (Pinto 2013) (Luo et al. 2010)(Romero et al. 2006).
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1.1. RESPOSTA IMUNOLOGICA INATA

Qualquer agressao interna ou externa ao organismo (microrganismos, toxinas, células
infetadas, etc.) é reconhecida numa primeira linha de defesa por moléculas recetoras
presentes em células eminentemente fagociticas e de resposta imediata, o que leva ao
desencadear de uma resposta imunoldgica, designada imunidade inata ou natural, que é
fundamental para manter o equilibrio do organismo (homeostasia). Quando as células
fagociticas sdo ativadas, o mecanismo efetor destas células, a fagocitose, surge na
tentativa de eliminar o agressor. Este processo envolve a libertagao de citocinas e outros
mediadores bioldgicos de natureza inflamatdria (Abbas et al. 2007)(Arosa et al. 2012).

Muitas das moléculas envolvidas na imunidade inata tém recetores que reconhecem
padrdes moleculares associados a agentes patogénicos ou PAMP (Pathogen Associated
Molecular Patterns); esses recetores sdo designados de PRR (Pathern Recognition
Recetor), e os recetores Toll Like (TLR) sdo aqueles que reconhecem um maior nimero de

PAMP.

A fagocitose é um dos principais mecanismos de suporte da imunidade inata. O agente
agressor é interiorizado pelas células fagociticas e destruido ou neutralizado de seguida.
Estas células fagociticas sdo atraidas por estimulos quimicos de atracdo desencadeados
por quimiocinas. O processo de fagocitose pode ser desencadeado por ligacdao dos
recetores aos agentes patogénicos ou por mediadores do processo de opsonizacdo —
opsoninas. Estas fazem a ligacdo entre o recetor da célula fagocitica e o antigénio, para

promover a fagocitose.

Opsonin binds to molecule
on microbe's surface

Opsonin
Phagocyte

Object being
phagocytosed

Receptor for opsonin
on phagocyte

Figura 2- Processo de opsoniza¢do mediado por opsoninas. (in Wood 2006).
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1.2. RESPOSTA IMUNOLOGICA ADAPTATIVA

Nem sempre o sistema imunitdrio inato é capaz de eliminar todo o tipo de agentes
patogénicos, pois alguns sdo resistentes ou ndo sdao reconhecidos, como é o caso dos
virus, persistindo assim a inflamacdo independentemente das células e moléculas
envolvidas. Neste caso, a agressdo é levada a cabo por moléculas altamente especificas,
dando origem a uma resposta imunoldgica adaptativa, através da producao de anticorpos
especificos (resposta humoral) e/ou producdo de células efetoras capazes de
reconhecerem e agredirem as células portadoras de antigénios (resposta celular). Todo
este mecanismo constitui a segunda linha de defesa do organismo (Arosa et al.
2012)(Wood 2006). As principais células constituintes da imunidade adquirida sdo os
linfdcitos: linfocitos T e B, sendo que estas duas subpopulagdes linfocitdrias ndo sé tém
diferentes fun¢des como também se subdividem em vdrias subpopulagées (Wood 2006).
Todas as respostas imunitdrias sdo iniciadas pelo reconhecimento de antigénios
estranhos, apresentados em algumas células tais como macrdéfagos, células B e células
dendriticas, denominadas de células apresentadoras de antigénios (APC).

Uma vez reconhecido o agente agressor por uma célula APC, este é ingerido e de seguida
degradado, sendo assim destruido ou neutralizado. Apds a degradacao do agressor, a APC
expressa os péptidos patogénicos a superficie da membrana, associados a uma molécula
MHC de classe | ou Il (Complexo Major de Histocompatibilidade), produzindo sinais
guimicos que atraem células T naive (CD4 e CD8 naive). Apds a rececao dos sinais por
estes linfocitos T naive, estas ligar-se-dao as moléculas MHC classe | e Il respetivamente,
despoletando-se uma linguagem quimica mediada em particular por citocinas também
designadas interleucinas (IL). Todo este mecanismo é necessdrio para que as células T
naive participem na resposta imunitdria especifica e haja proliferacdo e diferenciacao
destas mesmas células em células T efetoras com novas fungdes de eliminacdao do
antigénio e especializacdo em diferentes atividades (CD4 helper — Ty, e CD8 citotodxicas -
Tc), da-se assim inicio a resposta imunitaria mediada por células (Murphy 2012).

As células T helper (T,) sdo fundamentais para o recrutamento de células B, dado que,
libertam outro tipo de citocinas que estimulam a producdo de células B. Uma vez
recrutadas, as células B tornam-se ativas, proliferam e produzem o mesmo tipo de

anticorpos, estdo assim implicadas na resposta imunolégica humoral. As células B
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diferenciam-se em, plasmdcitos e células B de memodria com fungdes distintas. Os
plasmadcitos sdo dedicados a produgdo e secregdo/libertagdo de moléculas de anticorpo,
enquanto as células B de memodria ndo secretam anticorpos mas mantém-se no
organismo, o que permite que estas sejam novamente ativadas no caso de o organismo

ser exposto ao mesmo tipo de agente patogénico (Stewart & Cooley 2004)(Murphy 2012).

1.3. CELULAS ENVOLVIDAS NA RESPOSTA IMUNITARIA

Os linfécitos podem ser classificados em trés popula¢des principais de acordo com a

funcdo bioldgica e a expressao superficial de antigénios: linfécitos T, B e células NK.

CD8
A B C

Figura 3- Esquema representativo dos principais marcadores de cada populagdo major linfocitarias. A)

Linfécitos T; B) Linfocitos B e C) Linfocitos NK.

LINFOCITOS B E O SISTEMA IMUNITARIO

As células B sdo assim designadas, por terem origem na medula dssea (Bone marrow) e
expressam na sua membrana plasmatica um recetor tipico designado, recetor das células
B ou BCR (B cell recetor). Este recetor préoprio das células B é constituido por uma
imunoglobulina membranar (mlg) responsavel pelo reconhecimento de antigénios, que se
encontra associada ndo-covalentemente a um heterodimero Iga/IgB (CD79a/ CD79b),
responsavel pela transducdo de sinal. Este recetor é responsavel pela ativacao,
proliferacdo e diferenciacdo dos linfécitos B em plasmacitos e linfocitos B de memédria.
Este processo é desencadeado quando hd o reconhecimento do antigénio por parte dos

recetores, para que os antigénios sejam destruidos por células do sistema imunoldgico,
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componente fulcral da imunidade adaptativa, que confere protegdo imediata e de longo
prazo contra uma série de agentes infeciosos (Arosa et al. 2012)(Stemcell Techonologies
inc. 2011).

Os plasmdcitos sdao as células major a nivel da imunidade humoral por serem
responsaveis pela sintese de imunoglobulinas, ou anticorpos, que circulam no sangue e
sistema linfatico. As suas agdes efetoras sdo, por exemplo: a neutralizagdo do agente
agressor, opsonizacdo/fagocitose, ativagdo do sistema complemento, citotoxicidade
dependente de anticorpos — ADCC (mecanismo pelo qual certas células do sistema
imunolégico destroem células-alvo revestidas por anticorpos). Reciprocamente a sua
desregulacdo esta na base de varias patologias do sistema imunitario como ja referido,
incluindo doengas autoimunes e sindromes imunoproliferativos como o mieloma

multiplo.

Os linfocitos B precisam de passar por varios estadios de maturacdo na medula dssea, de
forma a adquirirem caracteristicas e funcionalidades necessdrias para responderem a
estimulos antigénicos. O final desta maturacdo da-se em oérgaos linfoides secundarios,
onde passam de linfécitos B naive imaturos, a linfdcitos B naive maduros, antes de serem
libertados para a corrente sanguinea. No primeiro estadio as células progenitoras dos
linfdcitos B (células pro-B) expressam o marcador de superficie CD19, mas ndo expressam
a cadeia pesada das imunoglobulinas e os marcadores CD10 e CD34. No segundo estadio
as células percursoras dos linfécitos B (pré-B) perdem a expressdao do marcador de
superficie CD34 e de determinadas proteinas, mas expressam a cadeia pesada apenas no
citoplasma, e uma imunoglobulina IgM funcional a superficie da célula, todo este
processo da assim origem aos linfécitos B imaturos. Estas células B imaturas caraterizam-
se por apresentarem a superficie o marcador CD19 e a cadeia pesada associada a cadeia
leve e, ddo origem aos linfécitos B maduros que irdo entrar na circulagao sanguinea apds
reconhecimento do antigénio, consequentemente ha perda da expressdo do marcador
CD10 e aparecimento a superficie das imunoglobulinas, IgM e IgD (Arosa et al. 2012).

Adicionalmente, os linfécitos B (LB) produzem citocinas e podem ser subdivididos em LB
reguladores e LB efetores. Os LB reguladores (Breg) distinguem-se pela sua capacidade de
secretar IL-10 e TGFB-1 (Fator transformador do crescimento-B) ao passo que os LB

efetores produzem as seguintes citocinas, IL-2, IL-4, IL-6, IL-12, TNF (Fator de necrose
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tumoral alfa) e IFN-y (Interferdo-y). A fun¢do principal dos Breg é manter o balango
imunoldgico que é necessario para a tolerancia (previne a autoimunidade e ajuda na luta

contra infe¢des) (Lund 2008)(Stemcell Techonologies inc. 2011)(Biosciences 2013).

IMUNOGLOBULINAS OU ANTICORPOS (IGS)

Sdo proteinas segregadas pelos plasmécitos e podem existir na forma membranar o que
Ihes confere a capacidade de reconhecer o antigénio, ou numa forma solivel (com
atividade anticorpo) responsaveis pelas respostas humorais, como ja foi referido. O peso
molecular de uma molécula de imunoglobulina é aproximadamente 150 kDa (referente a
uma IgG, varia conforme o isétipo).

Estas proteinas glicosiladas sdo compostas por 4 cadeias polipeptidicas: 2 cadeias leves
idénticas L (Light) de 25kDa e 2 cadeias pesadas H (Heavy) de 50-75kDa. Funcionalmente
existem 2 regides principais, a porcdo N-terminal varidvel (V) responsavel pelo
reconhecimento do antigénio e a por¢ao C-terminal, regido constante (C) com
propriedades efetoras da molécula. As cadeias pesadas e leves sdo unidas entre si por

pontes dissulfeto (Arosa et al. 2012)(Wood 2006)(Abbas et al. 2007).

L-chain (25k Da)
(xora)

H-chain (50-75k Da)

<3

7

C-terminal

C-terminal
—— N-terminal

N-terminal

Figura 4- Estrutura molecular de um anticorpo. Cada molécula possui 2 cadeias idénticas (Heavy) e duas cadeis idénticas

leves (Light), (Adaptado de Wood,2006).

A diversidade da especificidade da ligacdo de antigénios deve-se a diversidade de
sequéncias de aminodcidos da regido variavel, quer das cadeias leves quer das cadeias
pesadas.

Em resposta ao antigénio, os linfécitos B podem efetuar mudancas no isétipo da
imunoglobulina que expressam, o que lhes confere a capacidade de alterarem as suas

propriedades efetoras sem alterarem a especificidade pelo antigénio. As propriedades
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efetoras sdo mediadas pela interacdo da regido constante Fc (Constant Fragment) com as
moléculas presentes na superficie de outros tipos de células, os recetores Fc. Esta
interagao desencadeia mecanismos ativos de defesa do organismo.

Deste modo, diferentes isétipos das imunoglobulinas tém uma atividade anticorpo
diferente consoante a especificidade do antigénio. Os isétipos que estdo envolvidos na
neutralizacdo de agentes agressores sao: IgG, IgM e IgA. Existindo porém, outros isétipos
funcionalmente diferentes (IgD e IgE).

A 1gG é a imunoglobulina mais abundante no sangue e fluidos extracelulares. A IgA é o
principal isétipo presente nas secre¢des e mucosas (saliva, leite materno, etc.), e a mais
importante no leite materno, e é capaz de evitar a aderéncia de Pneumoccus e
Haemophilus influenzae e neutralizar o polivirus, estando assim implicada na protecdo
dos recém- nascidos contra infecdes. A IgM, é a imunoglobulina de maior peso molecular
e a primeira a ser produzida depois do contato com o novo anticorpo (Arosa et al.

2012)(Wood 2006).

LINFOCITOS T E O SISTEMA IMUNITARIO

Os linfocitos T sdo assim designados pelo fato da sua maturacdo ocorrer no timo.
Funcionalmente existem trés subtipos de linfécitos T (CD3): linfécitos T auxiliares ou T, —
(CD3'CD4"); linfécitos T citotdxicos ou Tc — (CD3'CD8') e linfécitos T
reguladores/supressores ou Treg/Ts — (CD4'CD25%). As células Tc destroem células alvos
infetadas através da libertagao de determinadas proteinas, segregando maioritariamente
IFN-y, TNF, Linfdcitos T -a, enquanto os linfécitos Th tém um pouco de citotoxicidade e
secretam as citocinas IFN-y, I1L4, IL-9, IL-10 TG-B, que atuam em outros leucdcitos, como é
o caso das células B, macrdfagos, eosindfilos ou neutréfilos para eliminar o agente
patogénico. As células Tregs possuem fungdes semelhantes as células Breg por
suprimirem a funcdo das células T efetoras e consequentemente inibirem a secrecdo das
suas citocinas (Becton & Dickinson 2010)(Lee et al. 2010).

Os linfocitos T expressam na sua membrana plasmatica um recetor designado de recetor
das células T ou TCR (T cell recetor). Este recetor confere especificidade de
reconhecimento do antigénio pelos linfocitos T; para além desta funcdo, este é

responsavel pelo sinal 1 intracelular de reconhecimento. O TCR é um heterodimero
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constituido por duas cadeias polipeptidicas transmembranares (a e B) com porcdes
extracelulares varidveis e constantes, envolvidas na interagdo com o complexo MHC
(complexo major de histocompatibilidade): péptido e por um complexo CD3, responsavel
pela transmissdo de sinal. Apesar do complexo TCR/CD3 ser o principal responsavel pelo
reconhecimento do antigénio apresentado por moléculas MHC, existem outros recetores
presentes na superficie dos linfécitos T naive envolvidos nesse processo de
reconhecimento, como os recetores de adesdo e sinalizacdo (ativadores e inibidores). No
caso dos recetores CD4 e CD8 estes podem ter func¢des de sinalizacdo e de adesdo. A
associacdo destes recetores (CD4 e CD8) com o complexo TCR/CD3 facilita a interagdo
com as moléculas MHCI e MHCII, respetivamente, apresentadas por APCs, e permite a
transmissdo de sinal intracelular de ativagdo dos linfécitos T CD4’e T CDS°,
respetivamente.

Este processo de reconhecimento do antigénio pela célula T é muito mais complexo
relativamente ao reconhecimento do antigénio por parte dos linfécitos B. Enquanto nos
linfécitos B, o antigénio se liga diretamente ao recetor de superficie (uma
imunoglobulina), os linfocitos T auxiliares sé reconhecem o antigénio quando este esta
associado a uma molécula classe Il do MHC, e cabe as moléculas de classe | o

reconhecimento do antigénio pelas células T citotdxicas (Arosa et al. 2012).

Tal como os linfocitos B, os linfécitos T tém de passar por diversos estadios de
desenvolvimento em 6rgdos linfoides secunddrios antes de seguirem para a corrente
sanguinea, para atingirem a maturacdo necessdaria para responderem eficientemente a
ataques de agentes patogénicos, até atingirem o estado de linfécitos T naive maduros. No
primeiro estadio as células progenitoras mais imaturas apresentam a superficie CD34, e
tém a capacidade de se diferenciar em linfécitos T, células NK e dendriticas. Estas células
sequencialmente aumentam a expressao de CD5 e CD1a, até atingirem o estddio seguinte
dos percursores dos linfécitos T (Pre-T) — os timdcitos. Estas células sdo negativas para as
moléculas CD4 e CDS, (CD4-CD8-).

Nesta fase perdem a capacidade de originar células NK ou dendriticas. Posteriormente
passam a expressar CD4 e perdem a expressao de CD34 e comecam a ser sintetizadas as
cadeias do recetor TCR; numa fase final comecam a expressar CD8 e passam assim a

timécitos duplamente positivos (CD4+CD8+).
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Por fim, os linfocitos T atingem o estado maduro através dum aumento da sintese do
antigénio de ativagao inicial (CD69) e da expressao total de TCR, nesta fase surge uma
diminuicdo da expressao de CD1a.

De maneira a garantir uma resposta imunolégica eficaz, os linfocitos T naive tém de ser
ativados e passar por uma série de fases: fase de ativacdo, fase de expansao e fase de
contragdo. A fase de ativacdao é fase inicial em que ha reconhecimento por parte dos
complexos TCR/CD3 presentes nos linfocitos T CD4+e T CD8+ de péptidos antigénicos
expostos na superficie das células dendriticas por moléculas MHC classe Il e classe |,
respetivamente. A interagdo destes fatores conduz a um primeiro sinal de ativagao - sinal
1.

No entanto, a resposta adaptativa s6 é levada a cabo depois do sinal 2 de ativacdo,
transmitido pelo recetor CD28, presente em todas as células diferenciadas de linfécitos
ativados. Esta ativacdo leva a diferenciacdo dos linfécitos T CD4+ naive em quatro tipos
principais de linfécitos: Thl, Th2, Thl7 e Treg. No caso dos linfécitos T CD84+ naive
também ocorre diferenciagdo em quatro tipos principais de linfécitos: Tcl, Tc2, Tcl7 e
Treg CD8+ (Tabela 1).

A fase de expansado, é caraterizada pela proliferacdo celular, produzindo-se uma enorme
guantidade de clones, com o objetivo de criar uma popula¢ao de linfocitos T efetores com
fungdes pro-inflamatdrias e/ou citotdxicas capazes de neutralizar e eliminar agressées
que originaram a ativagao.

Esta fase é despoletada pelo sinal 3 proveniente da interacdo de citocinas presentes no

microambiente e dos recetores ativados dos linfocitos T.
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A Ultima fase, a fase de contracdo, é caraterizada pela apoptose dos linfécitos T, que sdo

eliminados por fagocitose (Becton & Dickinson 2010)(Lee et al. 2010)(Arosa et al. 2012).

Tabela 1- Caracteristicas dos Linfécitos T ativados, fungdo e citocinas envolvidas (Adaptado de Arosa et al. 2012).

YAl - Citocinas Citocinas
Linfocitos Fungio . .
produzidas indutoras
Eotencnar respostzj\s contra bacNtenas L2, IL-12, IFN-
Thl intracelulares e virus- regulagdo de
IFN-y, TNF-B Y
respostas celulares.
Inibe a diferenciagdo em linfocitos Thi; L4 L5
Tha R_egulagao da re.sposta meqlad’a.por IL-9, IL-10 e L4
anticorpos produzidos pelos linfécitos B- IL-13
Linfécitos regulagdo das respostas humorais.
TCD4' TGF-B, IL1-
Thi7 Promove’m‘ respostas imunoldgicas contra IL-17 B,
bactérias extracelulares e fungos. IL-6
elL-23
IL-10, IFN-
+ El i imi !
Treg CD4 evada capaudrandeedidazzl;prlmlr respostas IL-10, TGF-B a,
’ TGF-B
Responsaveis pela eliminagdo de células-
alvo, através da libertagdo de granulos litios
e da interagdo do recetor CD95L com o IFN-y, TNF-a,
. . IFN-y, IL-
Tcl recetor de morte da célula-alvo; perforina e 1
Responsaveis pela amplificagdo da resposta granzima
imunoldgica.
s oes IL-4
Linfocitos IL-10 IFIN v
* Tc2 Propriedades citotéxicas. IL-4
T CDS8 ¢ ropriedades citotdxicas perforina e
granzima
IL-1B, IL-6,
Tcl7 Propriedades inflamatdrias. IL-17 IL-23, TGF-
B
Regulacdo de respostas imunoldgicas IL-10,
Treg CD8" e asincia do D28, TGF-B,
usenda ' IL-2, IL-15

CELULAS Natural Killer E 0 SISTEMA IMUNITARIO

As células Natural Killer (NK) foram identificadas em 1975, assim designadas devido a sua
capacidade ‘natural’ de matar outras células sem precisarem de ser ativadas. S3o uma
populacdo heterogénea de linfocitos com aspeto granular que expressam
predominantemente o recetor CD8. Ao contrdrio da maioria dos linfécitos, estas células
fazem parte do sistema imunitdrio inato, uma vez que, ndo possuem memoria. Tém a
capacidade de distinguir células neoplasicas, células danificadas ou células infetadas, das

células normais. As células NK podem ter a capacidade de promover e controlar doencas
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autoimunes. Adicionalmente, o papel destas células pode alterar-se conforme o estado
da doenga.

As células NK sdo caracterizadas pela presenca de granulos citoplasmaticos que contém
proteinas citotéxicas como a perforina e granzima. A perforina cria orificios na membrana
da célula-alvo. Estes orificios quebram a integridade da membrana plasmatica e
permitem a entrada de umas proteases, as granzimas, que por sua vez, irdo ativar
potentes proteases intracelulares denominadas caspases, que irdo destruir componentes
da membrana das mitocéndrias assim como componentes nucleares, provocando assim a

morte da célula-alvo por apoptose (Arosa et al. 2012).

O desenvolvimento dos linfécitos NK é ainda pouco conhecido, no entanto, existem
estudos que indicam que é na medula éssea que existem as condicGes necessarias para o
seu desenvolvimento. Como ja foi referido anteriormente, o progenitor NK é um
progenitor T/NK que apresenta a superficie CD34 que possui a capacidade de se
diferenciar em linfocito T e NK. Apds a expressdo de recetores para a citocina IL-15 pelos
progenitores T/NK, estes diferenciam-se em progenitores NK. Seguidamente, da-se a
passagem dos progenitores NK para linfécitos NK imaturos, com expressdao dos
marcadores CD161 e CD2. Porém, estas células ainda n3ao apresentam potencial
citotoxico. Posteriormente os linfocitos NK imaturos diferenciam-se, fenotipica e
funcionalmente em linfécitos NK maduros, apds a expressao de CD56 e com o
desenvolvimento do potencial citotdxico. Nesta fase, surge a expressdo do complexo
CD94/NKG2A, seguidamente a expressdo de CD16, culminando com o aparecimento de
recetores especificos para as moléculas MHC classe |, os KIR (Killer cell Immunoglobulin-
like Recetor).

As células NK expressam um grande numero de recetores na sua superficie tanto
ativadores (por exemplo os recetores de citotoxicidade natural — NCR) como inibidores,
cujos ligandos sdao moléculas MHC classe | classicos e ndo classicos, assim como, ligandos
proprios expressos em condicGes de stress. Os NCR (NKp-30, NKp-44 e NKp-46) sdo
responsaveis pela atividade citotdxica natural dos linfécitos NK contra tumores.
Concomitantemente a diversidade de recetores presentes nestas células NK, estas
também produzem grandes quantidades de citocinas reguladoras da resposta

imunoldgica. Estas células possuem duas funcgdes principais: atividade citotdxica e
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producdo de citocinas; estas funcbes sdo atribuidas a dois tipos de linfocitos NK com

expressao de recetores distintos (CD56 e CD16), respetivamente.

Embora as células NK derivem da mesma linhagem das células T e B, ndo expressam um
recetor especifico de antigénios como o recetor das células T ou B. As células tém que
adquirir a capacidade de tolerancia ao self (capacidade de reconhecer as células alvo com
baixa expressdo de MHC classe | em células hematopoiéticas) e simultaneamente tém de
adquirir a capacidade de serem funcionais. Isto é conseguido pelo balanco entre os
recetores de ativagao e inibicdo que estas células apresentam, pois durante o inicio do
desenvolvimento dos linfocitos NK, os recetores inibitdrios predominam face aos de
ativacdo; para além disto, os ligandos dos recetores de ativagdo normalmente ndo sao
expressos na altura em que os linfécitos NK se desenvolvem, sdo apenas expressos
quando surge uma situacdo patoldgica (Arosa et al. 2012). Por este motivo, as células NK
sdo ‘educadas’ através da detecdo de moléculas hospedeiras MHC classe | pelos seus
recetores inibitorios. Depois do reconhecimento, os recetores inibitdrios interagem com
as moléculas MHC classe | que sdo expressas constitutivamente pela maioria das células
saudaveis, em condi¢cGes normais, no entanto sob condicdes de stress pode haver perda
dessas moléculas. Os recetores inibitdrios especificos das moléculas MHC classe |
providenciam uma forma das células NK permanecerem tolerantes perante células
vidveis, e tdxicas para as células que estdao submetidas a um stress adicional. Os recetores
inibitérios servem para moderar a atividade das células NK, através da reducdo da
libertacdo de citocinas e da citotoxicidade. Em contraste, os recetores ativadores das
células NK detetam moléculas que estdo sob condicdes de stress.

A atividade e a resposta bioldgica das células NK sdao controladas por recetores de
superficie inibitdrios e ativadores, influenciados por citocinas ativadoras (IL-2, IL-12, IL-15,
IL-18, IFN-a) e citocinas inibitorias (IL-10, TGF-B). Estas células tém a capacidade de
secretar uma variedade de citocinas, tais como, IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-17, IL-22, fatores de
crescimento (Erlebacher 2013)(Cheng et al. 2012)(Vivier & Ugolini 2010)(eBioscience
n.d.)(Young & Ortaldo 2006).

Entre as células NK maduras existem dois subtipos que sdo divididos com base na

expressao superficial de CD56. As células CD3-CD56dimCD16+cells (CD56dim)
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representam a populacdo major de células NK presente no sangue periférico (~90%). Esta
subpopulagdo também apresenta mais recetores KIR inibidores. Enquanto as células
CD3-CD56bright CD16- (CD56bright) estdo em grande parte nos tecidos periféricos,
representando apenas ~10% no sangue. Porém, esta subpopulacdo pode adquirir
capacidades citoliticas perante a ativacdo pela IL-2. A atividade citotdxica quer natural
quer dependente de anticorpos ou ADCC esta associada ao subtipo CD56dim, embora a
secrecao de citocinas se acredite que seja unicamente caracteristica das células NK

CD56bright (Vacca et al. 2013)(Arosa et al. 2012).

1.3. COMPLEXO MAJOR DE HISTOCOMPATIBILIDADE

O complexo major de histocompatibilidade é constituido por proteinas de membrana,
tendo uma estrutura trimérica associada de forma nao-covalente. Este complexo
funciona como um recetor que liga e apresenta péptidos a populagbes de linfécitos T,
através da interacdo com o recetor TCR presente nestes linfocitos. Esta interacdo é crucial
para o inicio da ativacdo do sistema imunoldgico.

O MHC é talvez das moléculas mais importantes no que toca ao desenvolvimento e
funcionamento do sistema imunoldgico. As moléculas MHC humanas sdao denominadas
antigénios leucocitarios humanos ou HLA (Human Leucocyte Antigen). Em 1980 foram
definidos dois grandes grupos de genes de MHC: os genes MHC classe | e MHC classe |l
(classicos e ndo classicos).

Os genes de HLA classe | com mais importancia na resposta imunoldgica sdo aqueles que
codificam a cadeia pesada (a) das moléculas cldssicas: HLA-A, HLA- B e HLA-C. Os genes de
HLA classe I, mais relevantes sdo aqueles que codificam as cadeias pesadas (a e B) das
moléculas cldssicas: HLA-DP, HLA-DQ e HLA-DR. Os genes codificantes das cadeias
pesadas das moléculas MHC classe | e MHC classe Il classicas tém diversas
funcionalidades, codificar: a sequéncia sinal; dominios extracelulares; a regido
transmembranar e a cauda citoplasmatica.

As moléculas MHC classe | sdo constituidas por uma cadeia polipeptidica pesada
transmembranar de 44 a 49kDa, designada de alfa com trés dominios (al, a2 e a3), uma

cadeia polipeptidica leve de 12kDa, B2-microglobulina (B2m) e um péptido de 8 a 19
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aminodacidos. Enquanto as moléculas MHC classe 1l, sdo constituidas por duas cadeias
polipeptidicas pesadas transmembranares: uma a com dois dominios (al e a2) de 33 a
35kDa, e uma cadeia B com dois dominios (B1 e f2) de 26 a 28 kDa e um péptido de 12 a
30 aminoacidos.

As moléculas MHC classe | cldssicas estdo presentes em quase todas as células nucleadas,
enquanto as moléculas MHC classe 1l classicas, sdo expressas em linfécitos B, mondcitos,
macrofagos e células dendriticas. Estas moléculas tém multiplas fungbes, tais como,
envolvimento em resposta imunoldgicas contra agressdes causadas por agentes
patogénicos; células neoplasicas e rejeicdao de transplantes. Cada uma destas moléculas
classe | e classe Il, apresentam péptidos de origens diferentes, pois as moléculas classe |
associam-se a péptidos de origem geralmente intracelular que sdo degradados no
citoplasma e associam-se no reticulo endoplasmatico. Enquanto os péptidos
apresentados pelas moléculas classe Il, tém origem geralmente extracelular e sao
degradados em endolisossomas e aqui associados.

Relativamente ao modo de apresentacao de péptidos, as moléculas MHC classe | ligam-se
e expdem péptidos especialmente reconhecidos pelos recetores das moléculas CD8"; este
reconhecimento estd dependente da interacdo do recetor do linfécito T CD8" com o
péptido com os dominios al e a2 e da interagdo do correcetor CD8 com o dominio a3. A
semelhanca da molécula MHC classe |, a molécula MHC classe Il também liga e expde
diferentes péptidos que irdo ser especificamente reconhecidos, neste caso por recetores
nos linfécitos T CD4". O mecanismo de reconhecimento dos péptidos por parte dos
recetores destes linfécitos é dependente da interagao do péptido com as regides al e B1
e da interacdo do correcetor CD4 com o dominio B2 (Figura 5) (Arosa et al. 2012)(Wood

2006).
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Figura 5- Estruturas das moléculas MHC classe | e Il. (in Murphy 2011).

Desta forma, as moléculas MHC classe | e MHC classe Il tém como principal funcao,
apresentar os péptidos na superficie das células que serdo reconhecidas pelos linfocitos T
através do seu recetor TCR, este processo é designado de ‘apresentacdo de antigénio’.
Apds o reconhecimento da-se a degradacdo desse péptido por endocitose das moléculas
MHC, designado de ‘processamento do antigénio’.

Ndo obstante, as moléculas classe | também s3do reconhecidas por um recetor
caracteristico das células NK, os recetores KIR. Estes recetores tém grande importéancia na
regulacdo de atividade citotdxica dos linfécitos NK. Porém, também sdo expressos pelos

linfocitos T (Arosa et al. 2012).

1.4. MEDIADORES SOLUVEIS DA RESPOSTA IMUNOINFLAMATORIA

A interacdo/atividade das células envolvidas na resposta imunoldgica (inata e
adaptativa) é controlada por mediadores solUveis como as citocinas. As células
imunoinflamatdrias que produzem citocinas, sofrem elas prdprias uma influéncia

autdcrina destas moléculas.
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As citocinas sao pequenas proteinas, normalmente com menos de 20kDa, que medeiam a
sinalizagdo e a comunicagdo celular, regulam também a ativacdo, diferenciagao,
crescimento, morte e fungdes efetoras de diferentes tipos de células. Desta forma, estado
envolvidas praticamente em todas as respostas inflamatdrias, desde a sua indugdo (pré-
inflamatdrias), a sua inibicdo (antinflamatdrias). Neste largo campo de acdo inclui-se a
diferenciacdao de células na medula dssea, apresentacdo de antigénios, recrutamento e
ativacado celular, expressdao de moléculas de adesdo, para além da febre e ativacdo do eixo
hipotdlamo-hipofise-adrenal. Contudo, estas citocinas s6 atuam se a sua expressao for
induzida pela ligacdao do agente patogénico a recetores PRR, pois estas ndo sao expressas
constitucionalmente.

As citocinas representam um grande grupo de moléculas, composto pelas principais
familias de citocinas: IL — Interleucinas (citocinas produzidas por um leucdcito que atua
noutro leucécito); IFN — Interferdes (citocinas que inibem a replicagao viral em células
infetadas ou ligam-se a recetores de células tornando-as resistentes a infe¢des virais);
TNF — Fator de necrose tumoral (citocinas que ativam macréfagos); quimiocinas (citocinas
com propriedades quimiotdticas, em que controlam a migracao de células atraindo-as
para determinados locais); GF — fatores de crescimento (citocinas que promovem o

crescimento de células); entre outras (Arosa et al. 2012)(Wood 2006).

De seguida descrever-se-ao algumas das citocinas mais citadas no estudo da inflamacgao
durante a gravidez.

— O TNF é uma citocina proé-inflamatéria com grande relevancia na resposta
inflamataria, por interferir na proliferacao celular, diferenciacdo e apoptose. Existem
células da imunidade inata que possuem recetores TLR, que reconhecem o
lipopolissacarideo (LPS), que esta presente na membrana externa da parede celular
das bactérias gram negativas. Este reconhecimento leva a indugdo da producdo da
citocina TNF, que é o principal mediador deste tipo de reposta.

— A familia da IL-6 tem uma estrutura helicoidal e inclui a IL-6, IL-11, IL-31, IL-31RA,
leucemia inhibitory fator (LIF), ciliary neurotrophic fator (CNTF) e a oncostatina M
(OSM). A IL-6 é uma citocina multifuncional com um papel muito importante na
resposta inflamatdria, respostas imunoldgica e hematopoiese. Apresenta

caracteristicas pré-inflamatdrias e anti-inflamatédrias, e é produzida por diversas
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células em resposta a diversos estimulos (IL-1, IL-17, TNF-a) durante a resposta
inflamatdria. Esta citocina estd implicada também na diferenciacdao de células de
memoria Th2 e inibe a supressdo induzida por células T reguladoras (Arosa et al.
2012)(Hill 2010).

A familia da Interleucina -1 (IL -1a, IL-1B , o recetor antagonista da IL -1 [IL -1Ra], a
IL-18 e a IL-33 tem, a nivel da resposta inflamatdria, uma agao privilegiada, pelos
seus efeitos claramente proé-inflamatérios, mas também antinflamatérios. Esta
citocina interage a nivel do sistema nervoso central, contribuindo para os sintomas
da resposta de fase aguda da inflamacdo, estd também envolvida na sintese e
atividade das metaloproteinases da matriz e outras enzimas envolvidas na
destruicdo da cartilagem na artrite reumatoide e osteoartrite (Arosa et al. 2012)(Hill
2010).

A IL-4 é produzida maioritariamente por linfécitos Th2 e regula a expressdo de
recetores na célula B, melhora a capacidade de apresentacdo de antigénios pelas
moléculas MHC classe Il e estd envolvida em respostas inflamatdrias alérgicas e no
prolongamento da vida dos linfécitos T e B em cultura (Arosa et al. 2012)(Hill 2010).
A IL-10 é uma citocina produzida por diversas células (mondcitos, macréfagos,
células dendriticas, linfécitos B e células NK), tem carateristicas imunossupressoras
ou de bloqueio, através da inibicdo da resposta pré-inflamatéria por intermédio de
células Treg. Controla assim as respostas imunoldgicas a agentes infeciosos, bem
como a manutengdo de tolerancia aos antigénios do self, (previne o
desenvolvimento de doencas autoimunes). As suas carateristicas imunossupressoras
resultam da diminuicdo da expressdo das moléculas MHC classe Il nas células APC e
da diminuicdo da sintese de citocinas pré-inflamatdrias, entre outras (Arosa et al.
2012)(Hill 2010).

O TGF-B (fator transformador do crescimento) pertence a uma familia composta por
diversos polipéptidos, capazes de regular diversos processos celulares incluindo a
proliferacao, diferenciacdo, adesdo e morte; tém também um papel importante na
homeostase e reparacdo de tecidos. O TGF-B tem também como funcdo inibir a
proliferacdo e diferenciacdo de linfécitos CD8 e ativacdo de outros leucdcitos CD4

(Huber et al. 2002)(Massagué 1998)(Hill 2010).
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As citocinas podem atuar de trés formas distintas: agdao autdcrina, em que estas se ligam
a recetores da célula que a produz; agdo pardcrina, em que as citocinas se ligam a
recetores de células préximas da célula produtora dessas mesmas citocinas e acdo

enddcrina, em que estas atuam num local distante ao seu local de produgao.

No organismo as células nunca sdo expostas a apenas uma Unica citocina, elas interagem
com um numero diverso de citocinas, provavelmente produzidas por diversas células.
Diferentes citocinas atuam cooperativamente para promover respostas sinérgicas ou
podem atuar antagonicamente o que resulta numa inibi¢do reciproca, como é o caso da
acdo das citocinas pro-inflamatérias que sdao atenuadas pela acdo de citocinas com
carateristicas antinflamatdrias. E esta combinacdo de citocinas as quais as células estdo

expostas, que determinam o seu comportamento (Wood 2006)(Arosa et al. 2012).
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2. RESPOSTA IMUNOINFLAMATORIA NA GRAVIDEZ E PARTO

2.1. IMUNOFISIOLOGIA DO SISTEMA REPRODUTOR FEMININO

A reproduc¢dao humana normal pressupde a interagdao de uma diversidade de hormonas e
de 6rgaos, controlada pelo hipotalamo. Este segrega hormonas ou outros fatores que
estimulam a hipodfise, a libertar outras hormonas. Por exemplo, as hormonas foliculo-
estimulante (FSH) e luteinizante (LH) atuam nos ovarios, a oxitocina atua no Utero e nas
glandulas mamarias da mulher. Praticamente todas as hormonas sado libertadas de forma
pulsatil, fato evidenciado pelas flutuagdes da sua concentra¢do no sangue ao longo do
tempo (Berkow n.d.).

A fisiologia do sistema reprodutor feminino assenta num conjunto de fenémenos ciclicos,
o ciclo menstrual. Este divide-se em trés fases: folicular, ovulatéria e luteinica, com base
nas alteracdes ovaricas e na produc¢ao hormonal caracteristica de cada fase.

Ao longo destas fases os niveis de estrogénios aumentam progressivamente até a
secrecao da hormona LH pela glandula pituitaria que induz a ovulacdo e a estimula¢ao da
producdao de progesterona. Se ndao houver fecundacdao os valores de estrogénios
diminuem abruptamente, o que resulta na diminuicdo dos niveis de progesterona,
iniciando-se um novo ciclo menstrual (Berkow n.d.)(Sheely 2001)(O’Reilly et al.
2008)(Zugaib 2008). Se houver fecundacdo, forma-se o embrido, que se vai implantar na
parede uterina. Sob a acdo da hormona gonadotropina (GnRH) coriénica humana,
produzida pelo corpo amarelo, ocorre o desenvolvimento do feto até que este possa
produzir as suas proprias hormonas (Berkow n.d.)(Sheely 2001).

Adicionalmente a todo este mecanismo também existem variacdes ao nivel das células do
sistema imunitdrio e dos seus mediadores (Figura 6). Alguns autores verificaram uma
reducdo de linfocitos CD4" na fase luteinica comparativamente a fase folicular; variacdes
na presenca das células NK na fase luteinica e folicular; alteracdo na expressao das células
B devido a presenca de anticorpos circulantes, contudo existem poucos dados

relativamente a influéncia destas células no ciclo menstrual; e uma expansdo dos
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linfécitos Treg durante a fase folicular até a fase ovulatéria, com diminuicdo na fase
luteinica. Ao nivel das citocinas parece haver uma indug¢do da producgao de citocinas Th2 e
inibicdo de citocinas Thl por parte da progesterona. Todavia, concentracbes baixas de
estrogénios parecem aumentar as respostas de citocinas Th1l. Na fase luteinica também
se verifica um aumento da producdo de IL-4, induzida pela progesterona (Oertelt-Prigione

2012).

T cells tTregs 1IL4  |Tregs |CD4+
Becells tnumbers/activity (?)
NK cells tor| number/activity tor| number/activity
Follicular Phase Luteal Phase
Estrogen
Progesterone ————’———/
days {1 234567891011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Figura 6- Imunomodulagdo durante o ciclo menstrual. (Adaptado de Oertelt-Prigione 2012).

2.2. GRAVIDEZ

Ao longo de 9 meses de gravidez (trés trimestres), o embrido passa por trés periodos
distintos do seu desenvolvimento (Sheely 2001). Numa fase inicial do desenvolvimento
embriondrio, as células sanguineas emergem em primeiro lugar no saco vitelino
extraembriondrio. Apds o inicio da circulacdo sanguinea, as células estaminais
hematopoiéticas colonizam o figado fetal, que se torna o sitio predominante de formacao
das células hematopoiéticas durante a maior parte do desenvolvimento embrionario.
Posteriormente ha coloniza¢cdo do baco e da medula dssea fetais por células provenientes
do figado fetal, torna-se assim a medula dssea o principal produtor de células

hematopoiéticas na altura do nascimento (Arosa et al. 2012).
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INTERFACE FETO-MATERNA

O sucesso reprodutivo em mamiferos placentarios depende da interacdao de dois érgdos
distintos: a placenta e o Utero. A placenta tem como funcgdo principal permitir a permuta

de nutrientes, gases e metabolitos entre o sangue

materno e o sangue fetal (com vasos sanguineos .
Glandula
adrenal

Pulmao
Placenta

Cérion

fisicamente separados), ligados ao feto através do

corddo umbilical. O Utero fornece veias e um
Miométrio

Hipotalamo

substrato celular (decidua) que permite a

placenta utilizar o fluxo sanguineo materno,

Circulagdo ——
materna

garantindo uma gestacdo sustentavel (Erlebacher
2013).

A interface feto-materna tem a particularidade de possuir células do sistema imunitdrio
que enriqguecem a decidua. Estas células, para além de terem func¢des altamente
especializadas no desenvolvimento e fung¢bes da placenta também ajudam o sistema
imunolégico da mae a distinguir entre o que é prdprio (self) do ndo proprio (non-self),
tolerando assim a unidade fetoplacentar evitando a rejeicdao. Além disso, a presenca
destas células na decidua é fundamental para combater infecdes. Estudos demonstraram
que aproximadamente 70% dos leucécitos presentes na decidua no primeiro trimestre
sdo maioritariamente células NK e cerca de 20% macréfagos. A proporc¢do de células T é
mais varidvel (aproximadamente 10 a 20%), e relativamente as células dendriticas, B e T-
Natural Killer (NKT), estas sdao muito mais raras (Erlebacher 2013).

No decurso da gravidez o miométrio passa por um processo de relaxamento/quiescéncia,
aumentando de tamanho para acomodar o feto em desenvolvimento até atingir um
estado contratil, ritmico no sentido de expulsdo do feto, culminando com o trabalho de

parto (Mesiano et al. 2011)(Christiansen 2013)(Arck & Hecher 2013).
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ETAPAS DO PARTO

Uma gravidez normal passa por quatro fases distintas: quiescéncia uterina, ativacdo do
miométrio, estimulagdo do miométrio e dequitadura, resumidamente representadas na
Figura 7.

Mais de 95% da gestacdo é passada na fase 0 - Quiescéncia uterina. Durante esta fase, a
contragdo do miométrio é inibida por diversas substancias bioldgicas, incluindo a
progesterona. Estas substancias tém diferentes mecanismos, mas em geral aumentam os
niveis de nucledtidos ciclicos (adenosina- 3',5'-monofosfato ciclico - [cAMP]), que em
troca inibem a libertacdo de célcio (Ca®") das reservas intracelulares ou reduzem a
atividade da proteina cinase das cadeias leves da miosina (MLCK). Sequencialmente, da-se
a ativacdo do miométrio, caracteristica da fase 1, é caracterizada pelo aumento da
expressao de, (1) proteinas associadas a contracdao (CAPs), (2) gap junctions (as do
miométrio sdo constituidas principalmente pela proteina, conexina 43 - CX-43), (3)
recetores de oxitocina, (4) prostaglandinas e (5) recetores de estrogénios na placenta.
Uma vez, atingida a maturagdo/crescimento fetal, o hipotdlamo fetal e/ou a placenta
aumentam o nivel de secrecdo da hormona libertadora de corticotrofina (CRH) que
desencadeia a compressdo/contracdo das paredes uterinas. A CRH por sua vez, vai
estimular a expressdo da hormona adrenocorticotrdfica (ACTH) pela hipdfise fetal e a
producao de cortisol e androgénios pelas glandulas suprarrenais, todos estes estimulos
propiciam a estimulacdo do miométrio (fase 2). A producdo de CRH pela placenta leva a
um bloqueio da produgdo de progesterona e ativa¢dao dos estrogénios pelo aumento dos
niveis de expressdao dos seus recetores. O aumento dos niveis de CRH ativa também,
prostaglandinas e oxitocinas, que por sua vez estimulam a producado de Ca®* intracelular.
Este aumento dos niveis de Ca®' leva a ativacdo da calmodulina, que subsequentemente
induz mudancas conformacionais na MLCK, permitindo que esta fosforile a miosina e se
dé inicio a jung¢do da actina com a miosina, processo este que desencadeia as contrac¢des
uterinas caracteristicas desta fase. Para além destes processos, as prostaglandinas
também favorecem a producdo de metaloproteinases da matriz (MMP), envolvidas no
amadurecimento cervical e da decidua e a ativacdo das membranas fetais, através da
degradacdao da matriz extracelular de proteinas. Por fim, da-se a separacdo da placenta e

contracdes do uUtero (fase 3, denominada de dequitadura) para que haja oclusdo dos
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vasos sanguineos do miométrio cessando assim a hemorragia e diminuicdo do tamanho

do utero (Behrman & Butler 2006).

Quiescéncia Uterina

Progesterona
Miométrio relaxado T g
o
cAMP
(L1

v Contragdo do Miométrio

v’ Contracdo Uterina \
v Amadurecimento Cervical Miosina + Actina MLCK e—‘ Calcio + Calmodulina]e

v’ Ativagdo da Decidua

v’ Ativagdo da membrana fetal S Citocinas proinflamatdrias

1 .

v

PG
L > MMP
Oxitocina
CAP.
Estrogénio ) x-43
COX-2

Cortisol

Pl.acerjta CRH
Hipotalamo Fetal Androgénio

N Y
N

Nascimento

v' Separacdo da placenta
v Contragéo do Utero
N

v" Diminuigdo do tamanho do Utero

Figura 7- Vias envolvidas durante a gravidez e parto. (Baseado em Behrman&Butler 2006).

Todo este processo é controlado por uma complexa interacdo de hormonas entre
multiplos sistemas maternos e fetais, como se podde verificar, sendo centrais para o

normal processamento do trabalho de parto.
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2.3. IMECANISMOS DE MANUTENGAO DA QUIESCENCIA UTERINA DURANTE A GRAVIDEZ

Todo o processo do desencadear do trabalho de parto, caraterizado pelo
amadurecimento cervical, rotura de membranas e contragdes uterinas, com subsequente
expulsdo do feto é atualmente aceite como um processo inflamatério (Prins et al.
2012)(Hemberger 2013)(Kobayashi 2012) .Esta explicagdo assenta em dados cientificos
como o aumento da concentragdao de citocinas pré-inflamatdrias e células do sistema
imunitario, em diversos componentes do sistema reprodutivo: liquido amnidtico,
miométrio, cérvix e membranas fetais (Byrns 2013)(Mendelson 2009). Por sua vez, a
guiescéncia uterina durante a maior parte da gravidez parece ser mantida por acdes
antinflamatdrias, com a progesterona através dos seus recetores e pela inducdo de

citocinas igualmente antinflamatdrias (Hemberger 2013)(Norman et al. 2007).

CITOCINAS E O SEU PAPEL NA MANUTENGCAO/ATIVACAO DA GRAVIDEZ

Varios estudos tém evidenciado o papel de citocinas antinflamatérias (IL-10, TGF-j, IL-4,
entre outras) em gravidezes de termo. Estas citocinas imunossupressoras parecem
desempenhar um papel complexo na gestacdo apds a implantacdo, visando a producdo
de fatores de crescimento com agao tréfica na placenta. Supde-se que, o TGF-$ produzido
pelas células T (maioritariamente pelas Treg) podera ajudar a atenuar qualquer ativacdo
das células NK e a neutralizacdo da producdo de TNF-a pelas células T, durante
intercorréncias potencialmente lesivas para a gravidez, como a exposi¢ao intrauterina aos
LPS’s ou aos interferdes. Relativamente a IL-10, verifica-se uma reducdo na sua producao
ao longo da gravidez, o que parece favorecer o estado inflamatdério dando inicio do parto
(Romero & Espinoza 2006)(Hill 2010). Assim, todas essas citocinas tém um papel
fundamental na limitacao de qualquer resposta de rejeicdo imunoldgica ao feto, podendo
ser assim consideradas citocinas principais na manutencdo da gravidez (Roitt
2001)(Delves et al. 2013)(Arababadi & Aminzadeh 2012).

As citocinas pré-inflamatdrias como o TNF-a e a IL-1 em contra partida, tém demonstrado
um papel fulcral no mecanismo de inflamac¢&do/inducdo do parto, uma vez que, parecem
estar envolvidas no enfraquecimento das membranas fetais e consequente rotura

prematura de membranas e aumento de contracdes uterinas, através da capacidade de
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estimular a producdo de prostaglandinas, que por sua vez promovem a regulacdo e a
ativacao de MMP envolvidas na morte celular programada, apoptose (Romero & Espinoza
2006)(Kobayashi 2012)(Peltier 2003). Adicionalmente, a existéncia de niveis elevados
destas citocinas e particularmente do TNF-a parecem por em risco a gravidez (Rolle et al.

2013).

Desta forma, pode-se afirmar que a presenca de citocinas imunossupressoras durante a
gravidez parece estar relacionada com a sobrevivéncia fetal, o que podera contribuir para

uma gravidez de sucesso (Ayatollahi et al. 2005).

AS SUBPOPULACOES LINFOCITARIAS MAJOR E O SEU PAPEL NA MANUTENCAO/ATIVACAO DA
GRAVIDEZ

Células T

Existem estudos relativos aos niveis de producdo de citocinas Th1/Th2 em que se verifica
um aumento desta relacdo em mulheres com altera¢des gestacionais relativamente a
mulheres férteis com um padrao gestacional normal (Piccinni 2006)(Lee et al. 2010). Para
além desta evidéncia, o mesmo autor demonstrou haver inversao da produc¢ao de Thl
para Th2 na interface fetomaterna perante grandes concentracdes de progesterona
(Piccinni 2006). Este fendmeno é referido como o shift Th1/Th2 em que a diminuicdo da
expressao de Thl e o aumento de Th2 esta associado com a manutencao da gravidez.
Relativamente as células Treg, estas parecem favorecer o desenvolvimento fetal através
da supressdo de células imunitarias (APCs, CD4", CD8"). Considera-se que os niveis destas
células aumentam na gravidez, entram em declinio perto do parto e diminuem no

periodo pds-parto (Kobayashi 2012)(Guerin et al. 2009)(Robertson & Guerin 2009).

Células B

O papel destas células no estabelecimento e/ou manutencdo da gravidez é ainda
desconhecido. Estudos realizados por Rolleet, observaram percentagens de células Breg
(CD19+CD24hiCD27+) significativamente altas em mulheres gravidas comparativamente a
mulheres ndo-gravidas. Em mulheres com abortos recorrentes, os niveis destas células

era significativamente baixo comparativamente com mulheres que tiveram uma gravidez
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normal durante o primeiro trimestre. Este trabalho realizado por Rollet, sugere que as
células Breg poderdo estar envolvidas na tolerancia imunoldgica durante a gravidez,
através da producao de IL-10, tal como as Treg, através da inibicdo da secrecdo de TNF-a

(Rolle et al. 2013).

Células NK

Existem dados bibliograficos, que evidenciam a presenca de células NK no endométrio de
mulheres ndo gravidas (e a sua proporcdo varia durante o ciclo menstrual) e na decidua
de mulheres gravidas (diminuindo progressivamente durante a gravidez). Adicionalmente,
também se verificam concentracdes mais elevadas de células NK em mulheres com
abortos recorrentes e/ou com multiplos insucessos de implantagdo, relativamente a

mulheres normais férteis (Lee et al. 2010)(Vacca et al. 2013).
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3. PROGESTERONA COMO HORMONA IMUNOMODELADORA DA GRAVIDEZ

E PARTO

Um dos maiores desafios no estudo dos mecanismos que estdo na base da manutencao
da gravidez e inicio do trabalho de parto, é a divergéncia destes mecanismos bioquimicos
entre diferentes espécies, o que dificulta o desenvolvimento de bons modelos animais
Uteis na compreensdo desta tematica. Um exemplo concreto centra-se na placenta, que
tem um papel completamente diferente na reprodu¢dao humana comparativamente a
outros animais. Em humanos e primatas, existem dois locais de producdo de
progesterona sendo, inicialmente produzida pelo corpo luteo e posteriormente pela
placenta, passando esta a ser o 6rgao principal de sintese desta hormona esterdide.

Os Humanos e primatas, também s3o a Unica espécie que expressa a hormona libertadora
de corticotrofina (CRH) na placenta, que é crucial na producdo de progesterona e no
tempo de duragao de uma gestagdo. Por outro lado, sabe-se que existe uma variacao nos
padrdes de sintese da CRH e no seu papel, uma vez que, em ensaios laboratoriais, os
niveis de CRH no pds-parto decrescem, enquanto que aumentam exponencialmente

durante o terceiro trimestre, permitindo e determinando a duracdo da gestacao.

Ainda assim, sabe-se o quanto sdo importantes as hormonas esterdides, nomeadamente
a progesterona, ao nivel da regulacdo de varios processos no decorrer do parto, como ja

foi evidenciado (Byrns 2013)(Behrman & Butler 2006)(Chien et al. 2009).

Progesterona

A progesterona (P4), uma hormona descoberta em 1934, foi assim designada pelo seu
papel como hormona esterdide progestacional e por ser responsavel por varios processos
gue ajudam na manutencdo da gravidez. A progesterona exerce um papel fulcral nos
processos do sistema reprodutor feminino, nomeadamente no controlo da ovulacdo,
desenvolvimento e fun¢do normal do Utero e glandulas mamarias, e em algumas espécies

é também responsavel por promover a resposta sexual. Adicionalmente, a progesterona
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pode ter efeitos sobre uma grande diversidade de sistemas fisiologicos tao diversos como
o sistema nervoso central, cardiovascular e imunolégico.

Ao longo da gravidez, a progesterona tem como papel principal: inibir o sistema
Imunitdrio através do bloqueio da proliferacao de linfécitos, para que haja tolerancia
fetal; modular a producdo de anticorpos; reduzir a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias em resposta a produtos bacterianos e; alterar a secre¢do de citocinas por
clones de células T, e favorecer a producdo de IL-10,(Peltier 2003) até que a gravidez
atinja o termo. Esta imunossupressdo assegura uma gravidez a termo (Byrns

2013)(Mesiano et al. 2011)(Antonin Pafizek et al. 2013).

3.1. MECANISMOS DE REGULACAO DA SINALIZACAO DA PROGESTERONA DURANTE A

GRAVIDEZ

Como referido anteriormente, a progesterona tem um papel fulcral na manutencao da
gravidez humana, sendo a sua atividade biolégica mediada por uma cascata de eventos

induzidos pela sua ligacdo ao seu recetor (Nickisch et al. 2013).

Estudos recentes mostram que, a progesterona ndo sé exerce efeitos genomicamente
através da sua ligacdo a recetores nucleares da progesterona (nPR), mas também exerce
os seus efeitos por vias ndo gendmicas, através da sua ligacdo a recetores membranares,
que parecem encontrar-se na superficie celular (mPRs — membranar progesterone
receptors), (Figura 8) (Zachariades et al. 2012)(Lai et al. 2012). Este fato surge, uma vez
gue muitos efeitos das hormonas esteroides, e nomeadamente da progesterona, nao
conseguem ser explicados pelo mecanismo gendmico classico que envolve a sintese de
mRNA e proteinas, que é relativamente lento, com duracdao normalmente horas ou dias.
Estudos verificaram que as hormonas esteroides iniciam ac¢Oes rapidas através da
ativacdo de vias sinalizadores intracelulares, que ocorrem em segundos. Existem
evidéncias de que estas hormonas esteroides sdo internalizadas através da ligacdo a
recetores especificos na membrana plasmatica das células alvo, internalizacdo esta

caraterizada por ser uma via de acdo rdpida e ser iniciada na proximidade de, ou na
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superficie celular, observando-se também uma rapida difusdao para o interior das células
(Mesiano et al. 2011)(Thomas 2008)(Ndiaye et al. 2012). No entanto, os mecanismos que
levam a ligacdo da progesterona ao seu recetor membranar e subsequente internalizacao
ndo sao ainda bem conhecidos.

Os recetores nucleares estdo envolvidos na regulacdo de diversas funcdes fisioldgicas,
nomeadamente: desenvolvimento embriondrio, diferenciagdo celular e homeostase
fisioldgica. A transcricdo do gene nPR é controlada por dois promotores que produzem
duas isoformas major, PR-A (83kDa) e PR-B (99kDa). No entanto, cada uma destas
isoformas possui diferentes fun¢des ao longo da gravidez, a isoforma PR-B estd implicada
na ativacdo da producdo de progesterona, que conduz a quiescéncia uterina, enquanto a
isoforma PR-A atua como supressora da funcdo da isoforma PR-B. Para além destas
evidéncias, no final da gravidez foi detetada uma sobre expressdo da isoforma PR-A,
interligando-a com o bloqueio da producao de progesterona e consequentemente com a
ativacdo de contragdes uterinas.

Aparentemente a via gendmica estd envolvida também em duas outras vias
intracelulares, uma direta e outra indireta. Além deste fator julga-se que haja um
crosstalk entre a via gendmica e a via ndo-gendmica, e este duplo mecanismo poderd
estar na base da acdo da progesterona como promotor da quiescéncia uterina, no
entanto, como referido anteriormente, todos estes novos conceitos necessitam de mais
investigacdo criando um janela para o conhecimento (Byrns 2013)(Mesiano et al.

2011)(Behrman & Butler 2006)(Mendelson 2009)(Fernandes et al. 2005) .
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Figura 8- Vias de sinalizagdo de a¢do da progesterona e recetores da progesterona envolvidos (PRs); via gendmica e

ndo-gendmica. (Adaptado de Mesiano et al. 2011).

O recetor membranar da progesterona é o sétimo membro da familia dos recetores
transmembranares adipo Q (PAQR- transmembrane progesterone adipo Q receptor) que
sdao estruturalmente independentes dos nPR e sdo filogenicamente distintos da
superfamilia dos recetores acoplados as proteinas G (GPCRs- G protein-coupled receptors)
(Zachariades et al. 2012). Tém sido identificados 3 recetores membranares de progestinas
(mPR-a, B e y; também denominados de PAQRVII, PAQRVIII e PAQRV, respetivamente)
em diversas espécies, incluindo no homem. Estes recetores tém aproximadamente 40
kDa de peso molecular (UniProtkB n.d.) e a sua expressdo é altamente tecido-especifica,
sendo a isoforma mPR-a predominante em tecidos do sistema reprodutor, mPR-f em
tecido neural e mPR-y no trato intestinal (Fernandes et al. 2005)(Dosiou & Hamilton
2008).

A sinalizacdo dos PR’s (progesterone receptor’s) pode ser regulada através de dois
mecanismos gerais, (Figura 9): (A) Variacdes na concentracdo do ligando, progesterona e

(B) Alteracdes na resposta do préprio recetor membranar PR.
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Figura 9- Mecanismos de regulagdo da sinalizagdo dos recetores da progesterona. (A) variagdes na concentragdo do
ligando e (B) alteragBes na resposta do recetor membranar PR. (Adaptado de Byrns,2013). Abreviaturas: P4,

progesterona.

Cada um destes mecanismos A e B, ainda é regulado por dois processos distintos que
ocorrem nos processos fisioldgicos e obviamente ao longo da gravidez, a regulacao
enddcrina e a regulagdo paracrina ou autdcrina. Na via enddécrina a concentragdo da
progesterona é regulada a nivel sistémico, pois inicialmente é produzida pelo corpo IUteo
estimulado pela LH, ao longo de 4-5 semanas de gravidez, e posteriormente ha um
declinio na producdo desta hormona passando a ser produzida pela placenta. Esta
transicdo permite que os niveis se mantenham constantes ao longo da gravidez e assim
promavam a quiscéncia uterina. Na regulacdo pardcrina ou autdcrina, a concentragao de
progesterona é regulada localmente, através da presenca de enzimas metabdlicas, nos
tecidos alvo, as quais controlam os niveis de ligando progesterona, disponivel no local de
acdo (Byrns 2013).

No final da gravidez, na maioria dos mamiferos, os niveis de progesterona decrescem e os
niveis de estrogénios aumentam; no entanto, na mulher os niveis de progesterona e
estrogénios aumentam continuamente ao longo da gravidez até a separagdo da placenta,
no trabalho de parto. Os estudos de Behrman e Butler sugerem que o bloqueio da
progesterona gravidez pode ocorrer devido a alteragdes nos niveis do recetor (Behrman
& Butler 2006) e, para além desta alteracdo, estudos realizados por Fernandes (Fernandes
et al. 2005) referem que ha uma elevada producdo de progesterona nos ovarios e
placenta humanos, induzindo a presenca de diversos locais membranares de ligacdo da
progesterona nas células constituintes destes érgdos. Além disso, existe um predominio
de mPR-a na placenta e membranas fetais relativamente aos recetores mPR- ou mPR-y,
sublinhando assim a importancia desta isoforma nos tecidos gestacionais, paralelamente

o0 mesmo autor, através de técnicas de imunohistoquimica observou a expressdo da
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proteina mPR-a no endométrio humano durante a fase secretora do ciclo menstrual,
evidenciando assim a existéncia desse recetor em tecidos reprodutores femininos

(Fernandes et al. 2005).

A descoberta de trés recetores membranares (mPR-B, mPR-y e mPR-a), veio mostrar que
progesterona ndo sé exerce efeitos genomicamente através da sua ligagdo a recetores
nucleares da progesterona, mas também exerce os seus efeitos por vias ndo gendmicas,
através da sua ligacdo a recetores membranares, que parecem encontrar-se na superficie
celular (Thomas 2008)(Chien et al. 2009). Além disso, verificaram que existe um
predominio da isoforma mPR-a no sistema reprodutor feminino relativamente aos
recetores mPR-3 ou mPR-y, sublinhando assim a importancia desta isoforma nos tecidos
gestacionais(Fernandes et al. 2005)(Dosiou & Hamilton 2008).

No entanto, ndo existem estudos relativamente a expressdao deste recetor, mPR-a nas
células do sistema imunoldgico em sangue periférico.

Ainda assim, uma vez que o bloqueio da progesterona na gravidez pode ocorrer devido a
alteragbes nos niveis do seu recetor (Behrman & Butler 2006)(Ndiaye et al.
2012)(Zachariades et al. 2012), é vantajoso analisar as alteracdes do recetor mPR-a ao
longo da gravidez nas populag¢des linfocitarias do sistema imunoldgico, pois ainda nao
existem estudos que relacionem a expressdao do recetor membranar nas populagdes
linfocitarias e a gravidez, que podera estar na base da percecdo da transicao do estado
anti-inflamatoério no inicio da gravidez, para o estado pro-inflamatdrio, no final da

gravidez.

Objetivos

Este estudo pretende assim clarificar os fatores que estdo envolvidos na manutencao da
gravidez e também no desencadear do trabalho de parto, e avaliar a acdo molecular da
progesterona em mulheres gravidas.

E também de sublinhar a necessidade do desenvolvimento de novos procedimentos
terapéuticos para a manutencdo da gravidez e para o tratamento e compreensao dos
mecanismos envolvidos nas diversas patologias a nivel clinico, uma vez que, as
estratégias para a prevencdo ou tratamento de intercorréncias da gravidez ndo se tém

revelado eficazes (Christiansen 2013)(Norman et al. 2007).
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Tem-se assim, como objetivos principais: (1) caracterizar fenotipicamente as populagées
linfocitarias major na gravidez normal no segundo, terceiro trimestre e parto, através da
avaliacdo da variacdo destas populacdes ao longo da gravidez e dia do parto e (2) avaliar
a expressdo do recetor mPR-a nestas populagdes linfocitarias e estudar a sua variagao ao

longo da gravidez e dia do parto.
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Neste capitulo serao descritas as técnicas da drea de imunologia laboratorial utilizadas
neste trabalho para isolar e estudar os diferentes tipos celulares que constituem o
sistema imunoldgico, nomeadamente os linfocitos (T, B e NK), e a caracteriza¢do da
expressao do recetor membranar da progesterona (mPR-a) nestas diferentes populacdes.
Numa segunda fase deste trabalho, foram isoladas PBMCs (células mononucleares de
sangue periférico) com o propésito de perceber o seu comportamento in vitro sob a
influéncia de estimulos com progestativos (progesterona, agonista da progesterona e
antagonista da progesterona), e por fim analisar as populacdes major linfocitarias, ou
seja, imunofenotipagem destas diferentes popula¢des e caracterizar a expressao do
recetor membranar da progesterona (mPR-a) apds os diferentes estimulos.

Ambos os estudos envolvem o grupo de interesse de grdvidas sauddveis e um grupo
controlo de dadoras sauddveis em idade reprodutiva (ndo-gravidas). No entanto o grupo

controlo ndo sofre avaliagdo ao longo de trimestres ao contrario do grupo de gravidas.

Material Biolégico e populagdo de estudo:
Para o desenvolvimento deste projeto foram realizadas colheitas de sangue periférico por
puncdo venosa para um tubo com heparina de sédio, num grupo controlo de mulheres
saudaveis em idade reprodutiva (N=12) e num grupo de grdvidas normais saudaveis
(N=13), sem intercorréncias na gravidez nem habitos nefastos, durante 3 fases da
gestacdo: segundo trimestre (20 a 22 semanas de gestacao), terceiro trimestre (32 a 34
semanas de gestacdo) e dia do trabalho de parto, baseando o célculo da idade gestacional
pela data da ultima menstruacdo. Todas as colheitas de sangue foram realizadas apds
consentimento informado e o protocolo de colheita foi aprovado pelo Comité de Etica da
Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra e do Centro Hospitalar e

Universitario de Coimbra.
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IMUNOFENOTIPAGEM DAS POPULACOES MAJOR LINFOCITARIAS E EXPRESSAO DO
RECETOR mPR-a NESTAS POPULACOES

1. Protocolo de imunofenotipagem de células do sangue periférico

Para a caracterizagdo imunofenotipica das populagdes linfocitarias major e para avaliagao
da expressao do recetor mPR-a nestas populagdes linfocitdrias nos grupos de estudo, foi
necessario marcar previamente o sangue periférico com marcadores de superficie
especificos que permitam a detecdo e andlise de cada populacgdo linfocitaria e a expressao
do recetor membranar da progesterona.

Neste tipo de andlise foi necessario estabelecer um protocolo tendo em conta o tipo de
fluorescéncias utilizadas nos marcadores especificos para que ndo houvesse
sobreposicdo, o que conduziria a uma ma caraterizacdao das populagbes celulares em

estudo.

Reagentes e solugdes:

Para a realizacdo deste protocolo foram usadas as seguintes solucdes e reagentes: (1)
tampao fosfato salino (PBS) (Gibco) 0,5 % soro de bovino fetal (FBS) (Biochrom, Merck
Millipore), (2) o reagente imunofluorescente de trés cores, Lymphogram (Cytognos SL),-
Lymphogram, é um kit imunofluorescente, que contém um cocktail de anticorpos
monoclonais: CD3, CD19, CD56, CD4 e CD8 conjugados com 3 tipos de fluorocromos que
nos permite identificar as diferentes subpopulagdes linfocitarias: Linfécitos T (CD3+), B
(CD19+) e células NK (CD3-CD56+), assim como T helper (CD3+CD4+) e T citotdxicas
(CD3+CD8+). O Lymfogram possui, o anticorpo CD8 conjugado com um fluorocromo
(FITC- isotiocianato de fluresceina); o anticorpo CD19 conjugado com um fluorocromo
(FITC); o anticorpo CD3 conjugado com um fluorocromo (PE- ficoeritrina); o anticorpo
CD56 conjugado com um fluorocromo (PE) e; o anticorpo CD4 conjugado com um
fluorocromo (PECy5- ficoeritrina — cianina 5 tandem); (3) O anticorpo policlonal do tipo
IgG, reconhece o recetor membranar alfa da progesterona, mPR-a (H-76), (Santa Cruz
Biotechnology Inc.). Uma vez que ndo existia comercialmente este anticorpo monoclonal
conjugado com qualquer tipo de fluorocromo foi necessario a marcagdao com anticorpo

secundario; (4) O anticorpo secundario, Donkey anticoelho IgG — Poly4064, conjugado
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com o fluorocromo dylight 649 (Biolegend Inc.), com fluorescéncia similar a fluorescéncia
APC (aloficocianina) ou Alexa Fluor 647. Este anticorpo é especifico para o tipo de

imunoglobulina do anticorpo policlonal mPR-a usado.

Procedimento experimental

Foram colocados 50 pL de amostra de sangue periférico contendo cerca de 0,5 — 1x10°
células/mL num tubo de citometro e foram incubados com 50 pL de uma solugdo PBS
0,5% FBS, durante 45 minutos, com o intuito de minimizar as ligagdes inespecificas.
Seguidamente cada amostra foi marcada com mPRa, e incubada durante 20 minutos, no
escuro a 49C. Apds lavagem das amostras (com PBS 0,5% FBS e posterior centrifugacao
durante 5 minutos a 1800 rpm), estas foram marcadas com o anticorpo secunddario
conjugado com a fluorescéncia DyLight 649, durante 20 minutos, no escuro a 42C. Ao fim
dos 20 minutos, cada amostra foi lavada novamente, e posteriormente marcada com o
reagente Lymphogram, durante 15 minutos no escuro a 49C. Por fim, procedeu-se a lise
dos eritrécitos com a solugdo de lise FACS Lysing solution (BD Biosciences), seguida de
uma lavagem e ressuspensdo em 500 pL de meio isotdnico, tampao fosfato salino - PBS 1x
(Gibco).

Apds marcacdo imunofenotipica as amostras foram guardadas a 42C até serem
adquiridas no espaco temporal de cerca de 3-4 horas. As amostras foram adquiridas num

Citdmetro de fluxo (BD FACSCanto Il Flow Cytometer).

2. Estratégia de gating dos linfécitos

A citometria de fluxo tornou-se uma ferramenta util na andlise do fenétipo celular e no
estudo do funcionamento das células que compdem o sistema imunoldgico, por ser uma
técnica citolégica avancada utilizada para contar, analisar e classificar particulas
microscopicas em suspensdo. E indiscutivelmente a tecnologia mais poderosa disponivel
para a caracterizacdo imunofenotipica de células, uma vez que tem a capacidade de

medir diversos parametros em diversos tipos de células (Arosa et al. 2012)(Murphy 2011).

Para assim subdividir as populacdes e subpopulacdes linfocitarias com base nas
marcacdes/fluorescéncias dos anticorpos de superficie que permitem realizar a separagao

das populagdes linfocitdrias, como ja foi referido, comegou-se por selecionar os linfécitos

Ana Ambrésio 40



MATERIAIS E METODOS

(Figura 13) da populacdo total de células de sangue periférico, representada num grafico
dotplot SSC/FSC. Essa separagdo é feita segundo os principios basicos da citometria, de
dispersao da luz e da emissao de fluorescéncia de fluorocromos conjugados com
anticorpos especificos, para identificar, quantificar e analisar populagdes de células. A
dispersao frontal da fonte de luz — FSC (Forward Scatter Characteristics) dé informacao
sobre o tamanho e forma da célula, enquanto a dispersao lateral da fonte de luz — SSC
(Side Scatter Characteristics) fornece a informacdo sobre a granulosidade e complexidade
celular. Estas carateristicas FSC e SSC, sdo Unicas de cada célula permitindo assim
identificar populagGes celulares, nomeadamente, linfécitos dos granuldcitos, uma vez que
estes possuem maior side scatter devido aos seus granulos citoplasmaticos e monécitos
por possuirem maior forward scatter devido ao seu tamanho (Arosa et al. 2012)(Murphy

2011).
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Figura 10 — Grafico SSC/FSC da populacdo celular de sangue periférico, com a respetiva selec¢do, a vermelho,

da populagdo linfocitarias.

Depois dos linfécitos selecionados, num outro tipo de grafico, segue-se a separacdo das
diversas populacdes linfocitarias, linfocitos T, B e NK conforme os seus marcadores de

superficie carateristicos (Figura 11).
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Figura 11 — Grafico dotplot onde se encontram representadas cada uma das populagdes linfocitarias,
conforme o seu marcador de superficie, células T (a verde), células NK (azul escuro), células sem

marcagdo/negativas (cinzento) e células B (Rosa) com contornos de densidade populacional.

Por fim, a partir de um histograma seleciona-se a expressdo do recetor mPR-a que marca
em APC, em cada uma das populagdes linfocitdrias (Figura 12). Esta expressao é passivel
de ser identificada e quantificada, através dos diferentes picos de densidade

representados pelo histograma.
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Figura 12 — Histogramas representativos da expressdo do recetor mPR-a (laranja, azul e vermelho) em cada

uma das diferentes populagGes linfocitarias, células T,B e NK, respetivamente.

Depois de adquiridas as amostras por citometria de Fluxo com recurso ao software de
aquisicdo e analise (BD FACS DIVA™ Software) e apds a analise dos resultados obtidos

através do software Infinicyt versdo 1.7 (Cytognos) foi possivel caracterizar
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imunofenotipicamente as populagdes linfocitarias e avaliar a expressao do recetor
membranar (mPRa), no que diz respeito a percentagens e médias de canal de
fluorescéncia (MIF). Estas andlises foram feitas com base nas marcagdes/fluorescéncias
dos anticorpos de superficie, referidos anteriormente, permitindo assim realizar a

separacdo das populagdes linfocitarias.

3. Andlise de dados e tratamento estatistico

Com ja foi detalhadamente explicado neste capitulo todos os resultados obtidos foram

tratados por recurso aos programas FACS DIVA™

e Infinicyt versao 1.7. Por fim, todos os
resultados foram tratados estatisticamente, a partir do programa SPSS statistics versao 21
e por GraphPad, primeiramente todas as amostras seguiram um estudo de analise
descritiva para conhecer os outliers da amostra, e assim se ter uma amostra mais
homogénea, posteriormente seguiram para um teste ndo-paramétrico ANOVA de
Friedman para um intervalo de confianca de 95% (p < 0,05), devido ao reduzido nimero

de amostras do grupo de gravidas (N=13) e do grupo de controlo (N=12), com um teste de

Dunn a posteriori.
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1. IMUNOFENOTIPAGEM DAS POPULACOES MAIJOR LINFOCITARIAS E EXPRESSAO DO
RECETOR MPR-al NESTAS POPULACOES

Para a caracterizagdo imunofenotipica do sangue periférico do grupo de gravidas e do
grupo controlo-ndo gravidas, analisou-se a percentagem das popula¢gdes major
linfocitarias nas amostras de sangue colhidas, sendo que no caso do grupo alvo do
estudo, em 3 momentos diferentes ao longo da gravidez (22 e 32 Trimestres e dia do
parto) e avaliou-se a expressao do recetor mPR-a em termos de percentagem de células
gue o expressam e a MIF ( média de intensidade de fluorescéncia) em cada uma das

populagdes linfocitarias e nas suas subpopulacdes.

Com ja foi referido neste capitulo todos os resultados obtidos foram tratados por recurso
aos programas FACS DIVA™ ¢ Infinicyt versao 1.7.

Por fim, todos os resultados foram tratados estatisticamente, a partir do programa SPSS
statistics versao 21 e por GraphPad, através do teste ndo-paramétrico ANOVA de
Friedman para um intervalo de confianca de 95% (p < 0,05), devido ao reduzido numero

de amostras do grupo de gravidas (N=13) e do grupo de controlo (N=12).
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1.1. PERCENTAGEM DAS POPULAGOES MAJOR LINFOCITARIAS (T, B E NK), DURANTE A GRAVIDEZ

Como se pode observar na Figura 13, a percentagem da populacdo linfocitaria T ndo sofre
alteragOes estatisticamente significativas ao longo da gravidez, nem existem diferencgas
percentuais nesta populacdo comparativamente ao grupo controlo. No entanto, no
segundo trimestre a percentagem destas células era de 79,3 % (%4,2), no terceiro
trimestre de 83,3% (+4,8) e no dia do parto de 77,7% (+13,2), de referir que a
percentagem obtida para o controlo foi de 85,6% (+4,2), um pouco superior a

percentagem observada para o grupo de gravidas ao longo da gravidez.
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Figura 13- Evolugdo da populagdo linfocitaria T ao longo da gravidez e no grupo controlo. Os resultados sdo
expressos em percentagem e foram comparados entre o grupo de gravidas ao longo da gravidez e com o
grupo controlo. As analises estatisticas comparativas foram realizadas com recurso ao teste nao-
paramétrico ANOVA de Friedman seguido de um teste de Dunn a posteriori. Os resultados apresentam a

média + e o desvio padrao de dez ensaios e ndo apresentam diferencgas estatisticamente significativas.
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Relativamente a percentagem da populagdo linfocitdria B (Figura 14), verifica-se uma
diminuicdo ao longo da gravidez com diferencgas estatisticamente significativas entre o
segundo trimestre com 9,5% (+2,3) e o dia do parto com 3,5% (+1,7). Quando comparado
cada momento da gravidez com o grupo controlo, também se observaram diferencas
estatisticamente significativas entre este grupo 5,1% (+1,2) e a determinacdo do segundo

trimestre com 9,5% (+2,3) no grupo das gravidas.
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Figura 14 - Evolucdo da populagdo linfocitaria B ao longo da gravidez e no grupo controlo. Os resultados
sdo expressos em percentagem e foram comparados entre o grupo de gravidas ao longo da gravidez e com
o grupo controlo. As andlises estatisticas comparativas foram realizadas a partir do teste nao-paramétrico
ANOVA de Friedman seguido de um teste de Dunn a posteriori. Os resultados apresentam a média + o
desvio padrao de dez ensaios, com um valor de p de * < 0.05 entre o controlo e o segundo trimestre e ***Pp

<0.001 entre o segundo trimestre e o dia do parto.
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Por fim analisou-se a populagdo linfocitdria NK (Figura 15), onde se observa que esta
diminui ligeiramente no 32 trimestre voltando a subir valores ligeiramente superiores aos
do 29 trimestre e préximos do grupo controlo, no entanto estas varia¢gdes ao longo da
gravidez sdo de fraca amplitude, ndo existindo diferengas estatisticamente significativas
entre as diferentes determinagdes, nem quando comparadas ao grupo controlo. Assim,
no segundo trimestre a percentagem de células NK era de 7,7 % (+2,7), no terceiro
trimestre de 5,6% (+2,3) e no dia do parto 8,9 % (4,3), relativamente ao controlo obteve-

se 8,5 % (+2,9).
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Figura 15 - Evolugcdo da populagao linfocitaria NK ao longo da gravidez e no grupo controlo. Os resultados
sdo expressos em percentagem e foram comparados entre o grupo de gravidas ao longo da gravidez e com
o grupo controlo. As andlises estatisticas comparativas foram realizadas a partir do teste ndo-paramétrico
ANOVA de Friedman seguido de um teste de Dunn a posteriori. Os resultados apresentam a média + o

desvio padrdo de dez ensaios.
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1.2. EXPRESSAO DO RECETOR MPR-A, MEDIDA ATRAVES DA MEDIA DE CANAL DE FLUORESCENCIA DAS
POPULACOES LINFOCITARIAS (T, B E NK), DURANTE A GRAVIDEZ
Quando realizada a analise da expressao do recetor mPR-a através da MIF, é visivel uma
diminuicdao da MIF ao longo da gravidez em cada uma das populagdes linfocitarias.
Nos linfécitos T (Figura 16) observam-se diferencas estatisticamente significativas entre o
segundo trimestre 434,2 (£524,1) e o dia do parto 105,7 (+x129,0), relativamente ao
terceiro trimestre e controlo, os valores obtidos foram de 220,0 (+137,8) e 161,2 (+239,7)

respetivamente.
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Figura 16 - Expressdo do recetor mPR-a, medida através da média de canal de fluorescéncia (MIF) na
populagdo linfocitarias T, ao longo da gravidez e no grupo controlo. Os resultados sdo expressos em
percentagem e foram comparados entre o grupo de gravidas ao longo da gravidez e com o grupo controlo.
As analises estatisticas comparativas foram realizadas a partir do teste ndo-paramétrico ANOVA de
Friedman seguido de um teste de Dunn a posteriori. Os resultados apresentam a média + o desvio padrdo

de dez ensaios com *P < 0.05 entre o segundo trimestres e o dia do parto.
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Nos linfécitos B (Figura 17), como ja foi referido, ha igualmente uma diminui¢do na MIF,
sendo a diferenga mais acentuada com diferencas estatisticamente significativas entre os
valores de MIF no segundo trimestre 2117 (+1045) e o dia do parto 229,3 (+ 273,5). No

terceiro trimestre o valor obtido foi de 1712 (£2215) e para o controlo de 366,8 (£165,2).

5000- _—
} i Bl Controlo
40004 _ [ Segundo Trimestre
3 Terceiro Trimestre
é 3000+ T Dia do parto
E
[T
£ 2000+
1000
oL EE | | vedom
o“&o &“éé@ &""}& Q”bo
& <& & R
o“bo c,é'\‘o &
& <&

Figura 17 - Expressdo do recetor mPR-a, medida através da média de canal de fluorescéncia (MIF) na
populagao linfocitarias B, ao longo da gravidez e no grupo controlo. Os resultados sdo expressos em
percentagem e foram comparados entre o grupo de gravidas ao longo da gravidez e com o grupo controlo.
As analises estatisticas comparativas foram realizadas a partir do teste ndo-paramétrico ANOVA de
Friedman seguido de um teste de Dunn a posteriori. Os resultados apresentam a média + o desvio padrdo

de dez ensaios com ***P < 0.001 entre o segundo trimestres e o dia do parto.
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Para os linfocitos NK (Figura 18), ndo se observam diferengas significativas ao longo da
gravidez, em que o valor de MIF no segundo trimestre foi de 289,8 (+144,4), 280,9
(£343,0) no terceiro trimestre e 144,7 (+188,2) no dia do parto, no entanto existem
diferencas significativas nos valores de MIF no dia do parto 144,7 (+188,2) relativamente

aos valores de MIF no controlo 469,8 (+460,5).
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Figura 18 - Expressdo do recetor mPR-a, medida através da média de canal de fluorescéncia (MIF) na
populagdo linfocitarias NK, ao longo da gravidez e no grupo controlo. Os resultados sdo expressos em
percentagem e foram comparados entre o grupo de gravidas ao longo da gravidez e com o grupo controlo.
As analises estatisticas comparativas foram realizadas a partir do teste ndo-paramétrico ANOVA de
Friedman seguido de um teste de Dunn a posteriori. Os resultados apresentam a média + o desvio padrdo

de dez ensaios com *P < 0.05 entre o controlo e o dia do parto.
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1.3. PERCENTAGEM DAS POPULABES LINFOCITARIAS (T, B £ NK) QUE EXPRESSAM O RECETOR MPR-A
DURANTE A GRAVIDEZ

Relativamente a percentagem da de células que expressam do recetor mPR-a em cada
populacdo linfocitarias (T, B e NK), durante a gravidez, os resultados mostram claramente
que esta diminui de um modo geral. Na populacdo linfocitaria T (Figura 23), existem
diferengas estatisticamente significativas relativamente a percentagem de expressao
deste recetor membranar entre o segundo trimestre 73,1% (+5,1) e o dia do trabalho de
parto 19,1% (+31,6). Os valores obtidos para o terceiro trimestre e controlo foram

respetivamente 632,097% (+31,91) e 24,6% (+24,6).
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Figura 19- Percentagem da expressdo do recetor mPR-a na populagdo linfocitarias T, durante a gravidez. Os
resultados sdo expressos em percentagem por comparac¢do do grupo de gravidas ao longo da gravidez com
o grupo controlo. As andlises estatisticas foram realizadas a partir do teste ndo-paramétrico ANOVA de
Friedman seguido de um teste de Dunn a posteriori. Os resultados apresentam a média + o desvio padrdo

de dez ensaios com *P < 0.05 entre o segundo trimestre e o dia do parto.
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Na populagdo linfocitarias B (Figura 20) observam-se diferengas estatisticamente
significativas entre o segundo trimestre 74,8 % (+11,8) e, o terceiro trimestre 12,6%
(+16,1); o controlo 7,0% (+6,5); e o dia do trabalho de parto 7,1% (+13,6). Sendo que
existem diferencas estatisticamente muito significativas e visiveis entre o segundo

trimestre e o dia do trabalho de parto.
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Figura 20 - Percentagem da expressao do recetor mPR-a na populagao linfocitarias B, durante a gravidez.
Os resultados sdao expressos em percentagem por comparagdo do grupo de gravidas ao longo da gravidez
com o grupo controlo. As andlises estatisticas foram realizadas a partir do teste ndo-paramétrico ANOVA de
Friedman seguido de um teste de Dunn a posteriori. Os resultados apresentam a média + o desvio padrdo
de dez ensaios, com *P < 0.05 entre o segundo trimestre e o controlo, **P < 0.01 entre o segundo trimestre

e o terceiro trimestre e ***P < 0.001 entre o segundo trimestre e o dia do parto.
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Por fim, na populagdo linfocitarias NK (Figura 21), é igualmente visivel uma diminuig¢do
desta populag¢dao ao longo da gravidez, no entanto nao tao acentuada como nas outras
populacdes e sem diferencas estatisticas. No segundo trimestre verifica-se uma
percentagem de mPR-a, de 16,5% (8,6), no terceiro trimestre de 12,4% (+14,6), no dia
do trabalho de parto de 8,7% (+21,7) e relativamente ao controlo observa-se uma

percentagem do recetor membranar de 33,4% (+47,3).
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Figura 21- Percentagem da expressdao do recetor mPR-a na populagao linfocitarias NK, durante a gravidez.
Os resultados sdo expressos em percentagem por comparac¢do do grupo de gravidas ao longo da gravidez
com o grupo controlo. As andlises estatisticas foram realizadas a partir do teste ndo-paramétrico ANOVA de
Friedman seguido de um teste de Dunn a posteriori. Os resultados apresentam a média + o desvio padrdo

de dez ensaios e ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas.
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RESULTADOS

1.4. PERCENTAGEM DAS SUBPOPULAGOES LINFOCITARIAS T (CD4+CD8+, CD4+CD8-, CD4-CD8+,
CD4-CD8-) E DAS SUBPOPULAGOES LINFOCITARIAS NK (CD56+CD8+, CD56+CD8-), DURANTE

A GRAVIDEZ

Além da caracterizagdo das populagdes major, foram também analisadas as amostras no

sentido de avaliar as subpopulacdes linfocitdrias T e NK.

Durante o segundo trimestre os valores da percentagem foram de 55,4% (%8,2), no
terceiro trimestre 55,8% (+8,6) e no dia do parto 57,2% (+8,8) para a subpopulacdo
linfocitaria CD4+CD8- (Figura 22), sendo que no controlo o valor obtido foi de 63,7% (+7,0)

e ndo existindo diferencas estatisticamente significativas entre as varias comparacdes

efectiadas.
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Figura 22- Percentagem da subpopulagao linfocitarias T (CD4+CD8-), durante a gravidez. Os resultados sdo
expressos em percentagem por comparagdo do grupo de gravidas ao longo da gravidez com o grupo
controlo. As andlises estatisticas foram realizadas a partir do teste ndo-paramétrico ANOVA de Friedman
seguido de um teste de Dunn a posteriori. Os resultados apresentam a média + o desvio padrdo de dez

ensaios e ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas.
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RESULTADOS

Em relacdo a subpopulacdo linfocitaria CD4-CD8+ (Figura 23), o valor encontrado foi de
34,7% (+4,7) no segundo trimestre, 35,9% (+8,2) no terceiro trimestre e a 36,0% (+7,8) no
dia do parto, sendo que o controlo possui um valor inferior comparativamente a todas as

medicdes efectuadas na gravidez, de 28,9% (+5,8) para esta supopulagdao, mas sem

siginifcado estatistico.
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Figura 23- Percentagem da subpopulagao linfocitarias T (CD4-CD8+), durante a gravidez. Os resultados sdo
expressos em percentagem por compara¢do do grupo de gravidas ao longo da gravidez com o grupo
controlo. As andlises estatisticas foram realizadas a partir do teste ndo-paramétrico ANOVA de Friedman
seguido de um teste de Dunn a posteriori. Os resultados apresentam a média + o desvio padrdo de dez

ensaios e ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas.
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RESULTADOS

Relativamente a subpopulagdo linfocitaria dupla negativa CD4-CD8- (Figura 24), esta
encontra-se em menor percentagem comparativamente as subpopulag¢des linfocitarias
CD4+CD8- e CD4-CD8+, sendo que no segundo trimestre se encontraram valores de 4,5%
(£1,7), no terceiro trimestre de 4,3% (+2,4) e no dia do parto de 5,5% (+4,3), sendo que o

controlo também apresenta um valor aproximado a populacdo em estudo, 4,5% (+2,6).
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Figura 24- Percentagem da subpopulagdo linfocitarias T (CD4-CD8-), durante a gravidez. Os resultados sdo
expressos em percentagem por comparag¢ao do grupo de gravidas ao longo da gravidez com o grupo
controlo. As andlises estatisticas foram realizadas a partir do teste ndo-paramétrico ANOVA de Friedman
seguido de um teste de Dunn a posteriori. Os resultados apresentam a média + o desvio padrdo de dez

ensaios e ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas.
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RESULTADOS

Por fim, analisando os resultados relativamente a subpopulagao linfocitaria T dupla
positiva CD4+CD8+ (Figura 25), verifica-se que esta populagdo encontra-se em muito
menor percentagem relativamente a todas as outras subpopulagdes linfocitarias T. Assim,
no segundo trimestre apresentou um valor de 1,0% (+0,4), no terceiro trimestre a 1,1%
(£0,9) e no dia do parto a 1,3% (+1,3), relativamente ao controlo obteve-se um valor de

0,9% (0,3).
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Figura 25- Percentagem da subpopulagdo linfocitarias T (CD4+CD8+), durante a gravidez. Os resultados sdo
expressos em percentagem por compara¢do do grupo de gravidas ao longo da gravidez com o grupo
controlo. As andlises estatisticas foram realizadas a partir do teste ndo-paramétrico ANOVA de Friedman
seguido de um teste de Dunn a posteriori. Os resultados apresentam a média + o desvio padrdo de dez

ensaios e ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas.
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RESULTADOS

No que respeita a subpopulagao linfocitdria NK CD56+CD8+ (Figura 26), durante o segundo
trimestre encontraram-se valores de 35,0% (+13,9), no terceiro trimestre de 38,7%

(£14,6) e no dia do parto de 33,1% (+10,0), relativamente ao controlo este apresentou um

valor de 40,8% (+12,9).
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Figura 26- Percentagem da subpopulagao linfocitarias NK (CD56+CD8+), durante a gravidez. Os resultados
sdo expressos em percentagem por comparagdo do grupo de gravidas ao longo da gravidez com o grupo
controlo. As andlises estatisticas foram realizadas a partir do teste ndo-paramétrico ANOVA de Friedman
seguido de um teste de Dunn a posteriori. Os resultados apresentam a média + o desvio padrdo de dez

ensaios e ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas.
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RESULTADOS

Por comparacao, verifica-se que os linfécitos NK CD56+CD8- (Figura 31) encontram-se em
maior percentagem, sendo que no segundo trimestre represetam 65,0% (+13,9), no
terceiro trimestre 59,6% (+15,3) e no dia do parto a 66,9% (+10,0). Estas diferencas sdo
estatisticamente significativas quando comparamos o segundo trimestre e dia do parto

relativamente ao controlo, tendo este grupo um valor de 18,7% (+24,2) nestas células.
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Figura 27- Percentagem da subpopulagdo linfocitarias NK (CD56+CD8-), durante a gravidez. Os resultados
sd0 expressos em percentagem por comparacdo do grupo de gravidas ao longo da gravidez com o grupo
controlo. As andlises estatisticas foram realizadas a partir do teste ndo-paramétrico ANOVA de Friedman
seguido de um teste de Dunn a posteriori. Os resultados apresentam a média + o desvio padrdo de dez

ensaios com com *P < 0.05 entre o segundo trimestre e o controlo e entre o dia do parto e o controlo.
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RESULTADOS

1.1.1. EXPRESSAO DO RECETOR MPR-A, MEDIDA ATRAVES DA MEDIA DE CANAL DE FLUORESCENCIA
DAS SUBPOPULACOES LINFOCITARIAS T (CD4+CD8+, CD4+CD8-, CD4-CD8+, CD4-CD8-)
E DAS SUBPOPULACOES LINFOCITARIAS NK (CD56+CD8+, CD56+CD8-), DURANTE A
GRAVIDEZ

Relativamente ao padrdao de expressao do recetor membranar nas subpopulagdes
linfocitarias T e NK é varidvel ao longo da gravidez. No que concerne a expressao deste
recetor nos linfécitos T CD4-CD8- (Figura 28), verifica-se que durante o segundo trimestre
esta populacdo apresenta para o recetor mPRa 1214 (+576,4) de MIF, no terceiro
trimestre 1134 (+1060) e no dia do parto 226,9 (+490,9), no entanto estas diferengas nao
sdo estatisticamente significativas, observando-se apenas significancia estatistica na MIF

no dia do parto relativamente ao controlo 5085 (+10430).
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Figura 28- Expressdo do recetor mPR-a, medida através da média de canal de fluorescéncia na
subpopulagao linfocitaria CD4-CD8-, ao longo da gravidez. Os resultados sdo expressos em percentagem
por comparagao do grupo de gravidas ao longo da gravidez com o grupo controlo. As andlises estatisticas
foram realizadas a partir do teste ndo-paramétrico ANOVA de Friedman seguido de um teste de Dunn a
posteriori. Os resultados apresentam a média + o desvio padrido de dez ensaios com com **P < 0.01 entre o

dia do parto e o controlo.
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RESULTADOS

Nos linfécitos T CD4+CD8+ (Figura 29), observa-se uma ligeira diminuicdo na MIF do
receptor ao longo da gravidez, sendo de 1282 (+479,4) no segundo trimestre, 1123
(£860,6) no terceiro trimestre e 484,1 (+652,4) no dia do parto, ndo havendo diferencas
estatisticamente significativas relativamente ao controlo 273,1 (+580,0) nem entre cada

medi¢do ao longo da gravidez.
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Figura 29 - Expressdo do recetor mPR-a, medida através da média de canal de fluorescéncia na
subpopulagdo linfocitaria CD4+CD8+, ao longo da gravidez. Os resultados sdo expressos em percentagem
por comparagao do grupo de gravidas ao longo da gravidez com o grupo controlo. As andlises estatisticas
foram realizadas a partir do teste ndo-paramétrico ANOVA de Friedman seguido de um teste de Dunn a
posteriori. Os resultados apresentam a média * o desvio padrao de dez ensaios com com *P < 0.05 entre o

segundo trimestre e o controlo.
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RESULTADOS

Nos linfécitos T helper CD4+CD8- (Figura 30), ndo se verificam diferengas com significado
estatisticopara a expressdo do recetor ao longo da gravidez, no entanto durante o
segundo trimestre apresentam 1034 (+241,2), com um ligeiro decréscimo no terceiro
trimestre 786,7 (+120,0) e um novo aumento no dia do parto 1039 (+512,0), sendo que o

controlo apresenta 895,0 (+203,0) de MIF de expressdo do recetor membranar.
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Figura 30 - Expressdo do recetor mPR-a, medida através da média de canal de fluorescéncia na
subpopulagdo linfocitaria CD4+CD8-, ao longo da gravidez. Os resultados sdo expressos em percentagem
por comparacdo do grupo de gravidas ao longo da gravidez com o grupo controlo. As andlises estatisticas
foram realizadas a partir do teste ndo-paramétrico ANOVA de Friedman seguido de um teste de Dunn a
posteriori. Os resultados apresentam a média + o desvio padrdo de dez ensaios, sem diferencas

estatisticamente significativas.
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RESULTADOS

Analogamente os linfocitos CD4-CD8+ (Figura 31), ndo apresentam diferencas estatisticas
significativas no desenrolar da gravidez. Verifica-se, no entanto um decréscimo das MIF
do recetor ao longo da gravidez com 1760 (+586,6) no segundo trimestre, 1716 (+1879)
no terceiro trimestre e 1371 (+1026) no dia do parto, mas sempre maiores que no grupo

controlo 895,0 (+203,0).
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Figura 31 - Expressdo do recetor mPR-a, medida através da média de canal de fluorescéncia na
subpopulacdo linfocitaria CD4-CD8+, ao longo da gravidez. Os resultados sdo expressos em percentagem
por comparagao do grupo de gravidas ao longo da gravidez com o grupo controlo. As analises estatisticas
foram realizadas a partir do teste ndo-paramétrico ANOVA de Friedman seguido de um teste de Dunn a
posteriori. Os resultados apresentam a média = o desvio padrdo de dez ensaios, sem diferencas

estatisticamente significativas.
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RESULTADOS

Relativamente a expressdo deste recetor membranar na subpopulacdo linfocitaria
CD56+CD8+ (Figura 32), existem diferencas estatisticamente significativas entre o segundo
trimestre 4458 (+5343) e o dia do parto 448,3 (+629,6) e entre o terceiro trimestre 7659

(£13880) e o dia do parto. O controlo apresenta uma percentagem de 2152 (£2069).
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Figura 32 — Expressdo do recetor mPR-a, medida através da média de canal de fluorescéncia na
subpopulacgdo linfocitaria CD56+CD8+, ao longo da gravidez. Os resultados sdo expressos em percentagem
por comparacdo do grupo de gravidas ao longo da gravidez com o grupo controlo. As andlises estatisticas
foram realizadas a partir do teste ndo-paramétrico ANOVA de Friedman seguido de um teste de Dunn a
posteriori. Os resultados apresentam a média * o desvio padrdo de dez ensaios, com **P < 0.01 entre o

segundo trimestre e o dia do parto, e *P < 0.05 entre o terceiro trimestre e o dia do parto.
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RESULTADOS

Por fim, a subpopulacdo linfocitaria CD56+CD8- (Figura 33), verifica-se que no segundo
trimestre estes linfocitos apresentam um MIF de 1446 (+501,5), no terceiro trimestre
1562 (+1526) e no dia do trabalho de parto de 1782 (+2368), ndo se verificando

diferencas com significancia estatistica relativamente ao controlo 1580 (£1272).
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Figura 33 — Expressdo do recetor mPR-a, medida através da média de canal de fluorescéncia na
subpopulacgdo linfocitaria CD56+CD8-, ao longo da gravidez. Os resultados sdo expressos em percentagem
por comparagao do grupo de gravidas ao longo da gravidez com o grupo controlo. As analises estatisticas
foram realizadas a partir do teste ndo-paramétrico ANOVA de Friedman seguido de um teste de Dunn a
posteriori. Os resultados apresentam a média = o desvio padrdo de dez ensaios, sem diferencas

estatisticamente significativas.
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RESULTADOS

1.1.2. PERCENTAGEM DA EXPRESSAO DO RECETOR MPR-A NAS SUBPOPULACOES LINFOCITARIAS T
(CD4+CD8+, CD4+CD8-, CD4-CD8+, CD4-CD8-) E NAS SUBPOPULACOES LINFOCITARIAS
NK (CD56+CD8+, CD56+CD8-), DURANTE A GRAVIDEZ

Relativamente a percentagem de células T CD4-CD8+ (Figura 34) que expressam o recetor
membranar, verifica-se que no segundo trimestre é de 1,0% (+1,4), no terceiro trimestre
de 2,0% (+2,8) e no dia do parto de 0,7% (+0,8), ndo havendo diferencas estatisticas entre

as diferentes medi¢des nem relativamente ao controlo 1,7% (£2,4).
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Figura 34 - Percentagem da expressdo do recetor mPR-a subpopulagao linfocitarias CD4-CD8+, durante a
gravidez. Os resultados sdo expressos em percentagem por comparacgado do grupo de gravidas ao longo da
gravidez com o grupo controlo. As analises estatisticas foram realizadas a partir do teste ndo-paramétrico
ANOVA de Friedman seguido de um teste de Dunn a posteriori. Os resultados apresentam a média + o

desvio padrdo de dez ensaios, sem diferencas estatisticamente significativas.
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Através da analise da populacdo CD4+CD8- (Figura 35), verifica-se uma diminuicdo da
percentagem de células T helper que expressam o recetor mPR-a ao longo da gravidez,
sendo que estas diferencas sdo estatisticamente significativas entre o segundo trimestre
58,0% (+£28,7) e o dia do parto 9,3% (+19,8), entre o segundo trimestre e o controlo 0,4%

(£0,4) e ainda entre o terceiro trimestre 38,6% (+ 21,6) e o controlo 0,4% (+0,4).
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Figura 35- Percentagem da expressdo do recetor mPR-a subpopulagao linfocitarias CD4+CD8-, durante a
gravidez. Os resultados sdo expressos em percentagem por comparagao do grupo de gravidas ao longo da
gravidez com o grupo controlo. As analises estatisticas foram realizadas a partir do teste ndo-paramétrico
ANOVA de Friedman seguido de um teste de Dunn a posteriori. Os resultados apresentam a média + o
desvio padrao de dez ensaios, com *P < 0.05 entre o segundo trimestre e o dia do parto e terceiro trimestre

e controlo e ***P < 0.001 entre o segundo trimestre e o controlo.
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No que concerne ao comportamento da populacdo CD4-CD8- (Figura 36) que expressa do
recetor membranar mPR-a, verificam-se diferencgas estatisticamente significativas entre o
terceiro trimestre 0,6% (+1,1) e o controlo 26,4% (+22,1), e ainda entre o dia do parto
1,9% (£ 6,0) e o controlo 26,4% (£22,1), sendo que no grupo das mulheres grdvidas esta

populacdo é muito menor. No segundo trimestre a percentagem observada é de 1,5%
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Figura 36 - Percentagem da expressdo do recetor mPR-a subpopulagdo linfocitarias CD4-CD8-, durante a
gravidez. Os resultados sdo expressos em percentagem por comparacgdo do grupo de gravidas ao longo da
gravidez com o grupo controlo. As analises estatisticas foram realizadas a partir do teste ndo-paramétrico
ANOVA de Friedman seguido de um teste de Dunn a posteriori. Os resultados apresentam a média + o
desvio padrido de dez ensaios, com *P < 0.05 entre o terceiro trimestre e o controlo e controlo e ***pP <

0.001 entre o dia do parto e o controlo.
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Tendo em conta a percentagem da populacdo dupla positiva CD4+CD8+ (Figura 37) que
expressam o recetor membranar os valores percentuais encontrados nas mulheres
gravidas foram sempre superiores aos do grupo controlo, sendo que no segundo
trimestre foram de 15,2% (+9,1), no terceiro trimestre de 16,6% (+17,5) e no dia do parto
de 7,1% (+12,1), apenas existindo diferengas estatisticamente significativas entre o

segundo trimestre e o controlo 0,3% (+0,7).
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Figura 37 - Percentagem da expressdo do recetor mPR-a subpopulagdo linfocitarias CD4+CD8+, durante a
gravidez. Os resultados sdo expressos em percentagem por comparacgdo do grupo de gravidas ao longo da
gravidez com o grupo controlo. As analises estatisticas foram realizadas a partir do teste nao-paramétrico
ANOVA de Friedman seguido de um teste de Dunn a posteriori. Os resultados apresentam a média + o

desvio padrdo de dez ensaios, com **P <0.01 entre o segundo trimestre e o controlo.
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Em relacdo a subpopulacdo linfocitaria CD56+CD8+ positiva para mPRa (Figura 38),
verificam-se diferengas estatisticamente o terceiro trimestre 10,5% (+14,4) e o dia do
parto 1,2% (+2,9), e entre o dia do parto e o controlo 32,8% (+32,9) sendo que este
apresenta um valor mais elevado quando comparado com as grdvidas. No segundo
trimestre encontram-se a 5,6% (+4,2).
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Figura 38- Percentagem da expressdo do recetor mPR-a subpopulagdo linfocitarias CD56+CD8+, durante a
gravidez. Os resultados sdo expressos em percentagem por comparacgado do grupo de gravidas ao longo da
gravidez com o grupo controlo. As analises estatisticas foram realizadas a partir do teste ndao-paramétrico
ANOVA de Friedman seguido de um teste de Dunn a posteriori. Os resultados apresentam a média + o

desvio padrdo de dez ensaios, com **P < 0.01 entre o terceiro trimestre e o dia do parto e ***P < 0.001

entre o dia do parto e o controlo.
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Por fim, quanto a percentagem da subpopulagdo linfocitaria CD56+CD8- (Figura 39)
positiva para o recetor membranar observa-se um perfil aproximadamente constante na
sua percentagem ao longo da gravidez, sendo que no segundo trimestre a percentagem é
de 6,7% (+3,8), no terceiro trimestre de 6,7% (+8,9), no dia do parto de 7,4% (+18,9),
porém ndo se verifica diferencas estatisticas relativamente ao controlo 11,7% (+16,8)

sendo esta, mais uma vez, representativa de uma maior percentagem.
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Figura 39 - Percentagem da expressdo do recetor mPR-a subpopulagao linfocitarias CD56+CD8-, durante a
gravidez, ao longo da gravidez. Os resultados sdo expressos em percentagem por comparag¢do do grupo de
gravidas ao longo da gravidez com o grupo controlo. As andlises estatisticas foram realizadas a partir do
teste ndo-paramétrico ANOVA de Friedman seguido de um teste de Dunn a posteriori. Os resultados

apresentam a média * o desvio padrdo de dez ensaios, sem diferencas estatisticamente diferentes.
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DISCUSSAO

DISCUSSAO

O interesse pelo estudo da resposta imunoinflamatéria durante a gravidez, surgiu pelo
desconhecimento dos fatores inerentes a tolerancia imunolégica, entre o feto e a mae,
durante a gestacdo e o despoletar do trabalho de parto (Sarafana & Coelho
2007)(Christiansen 2013).

Paralelamente, situagdes decorrentes de complicagdes ao longo da gravidez implicam um
envolvimento/desregulacdo desta resposta pelo que o conhecimento da normalidade é
de todo premente (Hemberger 2013)(Lashley et al. 2011)(Mendelson 2009)(Kobayashi
2012).

Durante a gravidez o sistema imunoldgico materno possui a capacidade de proteger a
mae contra infecbes e paralelamente consegue a ndo rejeicdo do feto. Sendo assim, o
sistema imunolégico materno atua localmente na interface feto-materna, ao nivel das
células do sistema imunitdrio e ao nivel dos seus mediadores quer ativadores quer
blogueadores. Para além do mais, tem sido reportado uma relacdo nas variacdes do perfil
das populagdes linfocitdrias relacionadas com o nivel das hormonas, ao longo da gravidez,

gue afetam também a producdo de citocinas envolvidas (Caucheteux et al. 2005).

1. Percentagem das populagbes major linfocitarias (T, B e NK) e suas

subpopulagdes, durante a gravidez

Existem diversos estudos que exploram o papel da resposta imunoinflamatéria local em
diversos tecidos reprodutivos da mulher durante a gravidez, nomeadamente na placenta,
decidua e miométrio. Neste sentido, e tendo em conta que este seria um objetivo
indireto deste trabalho, além da caracterizacdo da expressao do recetor mPR-a nas
diversas populacdes linfocitdrias foi também descrito o comportamento destas
populacdes e subpopulacdes ao longo da gravidez.

Sendo o alvo do nosso estudo os linfécitos do sangue periférico, as popula¢gdes major
quando caracterizadas em termos percentuais revelam uma elevada percentagem de

linfocitos T (= 80%) (Figura 13) relativamente as outras populagdes linfocitarias em estudo
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(Linfécitos B e NK) (=10%) ao longo da gravidez, como era espetavel e concordante com
estudos realizados. Uma vez que esta é a populagdo maioritdria da populagdo de
linfocitos, mesmo em mulheres ndo gestantes verifica-se que estas (grupo controlo)
apresentam um valor ligeiramente maior comparativamente a todas as medigOes
realizadas no grupo de gravidas, a que se devera provavelmente a prépria hemodiluicdo
caracteristica desta condicdo. Esta elevada percentagem de linfécitos T tem grande
importancia na manutencdo da gravidez, favorecendo o crescimento da placenta e
tolerancia imunoldgica do feto e, consequentemente contribui para a sobrevivéncia fetal
(van der Hoorn et al. 2014)(Sarafana & Coelho 2007).

Relativamente aos linfécitos B (Figura 14), verifica-se uma diminuicdo da percentagem
desta populacdo ao longo da gravidez, o que estd em concordancia com alguns estudos
realizados por Lashley e Watanahe (Lashley et al. 2011) (Watanahe et al. 1997) e em
discordancia com outros autores que referem o contrario, como é o caso do estudo de
Rolle (Rolle et al. 2013). No entanto esta diminuicdo poderd ser satisfatéria por estar
relacionada com a aceitacdo do feto, uma vez que, os linfécitos B estdo associados a
producdo de anticorpos e consequentemente um aumento desses anticorpos poderia
levar a rejeicdo do feto, sendo assim é espetdvel que esta populacdo aumente dias depois
do parto. Esta diminuicdo também poderd estar relacionada devido a supressdao da
atividade destes linfdocitos, com consequente diminuicdo do clone, por parte dos
linfocitos NK (Watanahe et al. 1997), o que esta concordante com os resultados obtidos

para as células NK, descritos em seguida.

Os linfécitos NK constituem 10-15% do sangue periférico, durante uma gravidez normal
esta populagao linfocitdria estd diminuida no sangue periférico, este decréscimo podera
estar relacionado com alteragdes hormonais derecorrentes da gravidez. principalmente
causada pela hormona progesterona, ou seja esta populacao poderd ser hormono-

dependente (Dosiou & Giudice 2005).

Considerando os valores percentuais de linfécitos NK (Figura 15), o que se verificou é que
ndo existe um padrdo constante ao longo da gravidez, quer de aumento quer de
diminuicao, tendo sofrido ligeiras oscilacdes. Estes resultados estdo em concordancia com

alguns estudos descritos na literatura, sendo no entanto pouco expressivos uma vez que
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ndao existem diferencas estatisticamente significativas entre as vdrias determinagoes.
Neste sentido, verificou-se uma diminui¢ao durante a gravidez, com um valor mais baixo
no terceiro trimestre comparativamente ao controlo, o que parece fazer sentido se
considerarmos que sendo um populagdo de natureza “assassin like”, devera, numa
gravidez normal estar diminuida caso contrario seria corresponsavel pela “rejeicdo” do
feto. Assim, o facto de no dia do parto este valor estar mais alto e préximo do grupo
controlo, vem mais uma vez de encontro a este linha de pensamento e também com o
que esta escrito na literatura sobre a sua influéncia em situacdo de aborto (Watanahe et
al. 1997)(Dosiou & Giudice 2005). Para além disso a diminuicdo desta populagdo
linfocitaria durante a gravidez estd relacionada com a suscetibilidade das gravidas a
infecdes (Sarafana & Coelho 2007)(van der Hoorn et al. 2014).

Estudos em células NK da decidua, referem a sua capacidade de manter uma imuno-
tolerancia e prevenir a resposta inflamatéria na interface feto-materna. Esta populagao
estd relacionada com a supressao dos linfécitos T helper, nomeadamente Th17, células
estas que contribuem para uma resposta inflamatdria na decidua e para a possibilidade

de patologia durante a gravidez (Fu et al. 2013).

Considerando as subpopulac¢des linfocitarias T (Figura 22-Figura 25), pouco ou nada esta
descrito sobre o seu perfil ao longo da gravidez, no entanto obteve-se cerca de 50% de
linfécitos Th (CD4+CD8-), cerca de 35% de linfocitos Tc (CD4-CD8+) e 5% de linfécitos T
imaturos (CD4+CD8+ e CD4-CD8-). Segundo o autor Mikio, os linfécitos Tc encontram-se
diminuidos no inicio da gravidez, uma vez que a sua atividade parece ser diminuida no
inicio da gravidez, sendo esta diminuicdo também importante para a manutencdo da
gravidez e para a supressdo de doencas autoimunes (Watanahe et al. 1997). Abordando
agora a subpopulacdo NK (Figura 26Figura 27), através dos resultados obtidos ndo é
possivel tirar conclusdes elucidativas devido ha variacao no perfil destas células ao longo
do parto, de notar que a subpopulagdio NK (CD56+CD8-) se encontra em maior
percentagem relativamente a subpopulagdo NK (CD56+CD8+). Segundo Mikio, os
linfécitos Tc encontram-se diminuidos em numero e fun¢do no inicio da gravidez, sendo
esta diminuicdo também importante para a manutencdo da gravidez (Watanahe et al.

1997).
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2. Expressao do recetor mPR-a em termos de percentagem e MIF em cada uma das

populagdes linfocitarias e nas suas subpopulagées, ao longo da gravidez

A descoberta de trés recetores membranares (mPR-B, mPR-y e mPR-a), originalmente na
truta do mar e posteriormente no sistema reprodutor feminino, veio mostrar que a
progesterona ndo sé exerce efeitos genomicamente através da sua ligacdo a recetores
nucleares da progesterona, mas também exerce os seus efeitos por vias ndo gendmicas,
através da sua ligacdo a recetores membranares, que parecem encontrar-se na superficie
celular (Thomas 2008)(Chien et al. 2009). Além disso, verificaram que existe um
predominio da isoforma mPR-a no sistema reprodutor feminino relativamente aos
recetores mPR-3 ou mPR-y, sublinhando assim a importancia desta isoforma nos tecidos
gestacionais (Fernandes et al. 2005)(Dosiou & Hamilton 2008). No entanto, como ja foi
referido existem muito poucos estudos relativamente a expressao deste recetor mPR-q,
nas células do sistema imunoldgico em sangue periférico, nomeadamente noutras
populagdes celulares que ndo as T.

Ainda assim, existem estudos que sugerem que o blogueio do intake da progesterona por
parte das células pode ocorrer devido a alteracdes nos niveis do seu recetor (Behrman &
Butler 2006)(Ndiaye et al. 2012)(Zachariades et al. 2012). Seria assim vantajoso analisar as
alterac¢des na expressao do recetor mPR-a nas varias populagdes linfocitdrias, ao longo da
gravidez, uma vez que, os niveis de progesterona sistémica, poderdao estar na base da
transicio do estado anti-inflamatério no inicio da gravidez, para o estado pro-
inflamatdrio, no final da gravidez.

Como é possivel observar nos resultados deste estudo, relativamente, por um lado, a
percentagem de células que expressam o recetor membranar mPRa, por outro em
termos de MIF do préprio recetor ao longo da gravidez, a expressdo deste recetor e a
percentagem de células que o expressam, diminui de uma forma acentuada ao longo da
gravidez e com diferencas estatisticamente significativas em cada estadio. Estes
resultados corroboram o que seria espetdvel, pois existe uma transicdao entre um estado
anti-inflamatorio e um estado pro-inflamatdrio que é mediado pelas propriedades anti-
inflamatdrias da progesterona. Os efeitos inibitdrios da progesterona na proliferacdo dos
linfocitos T ja foram reportados por Cannon (Ndiaye et al. 2012). A literatura tem

reportado que existe uma flutuacdo nas concentracées dos mPR nos tecidos reprodutivos

Ana Ambrésio 77



DISCUSSAO

e ndo reprodutivos orquestrada pelas alteracbes nas concentracdes das hormonas
esteroides (Thomas & Pang 2013). Durante a gravidez os niveis de progesterona mantém-
se elevados ainda assim verificou-se uma modulacdo na expressao deste recetor. Neste
sentido o conhecimento e caracterizagdo da expressdao deste recetor em varias
populacdes e subpopulagdes celulares é importante pois s6 assim poderemos perceber o
seu papel em fendmenos patoldgicos. Relativamente as subpopulagdes linfocitarias, o
mesmo se verifica entre as duas subpopulacdes linfocitdrias.

Relativamente aos resultados das subpopulagbdes que expressam o recetor mPR-a no
caso dos linfocitos Th (CD4+CD8-) também se verificou um valor percentual e de MIF mais
elevado nas grdvidas comparativamente ao controlo. Ao longo da gravidez foi visivel um
decréscimo da percentagem de células Th (CD4+CD8-) que expressam o mPR—a e,
tratando-se a gravidez de um fendmeno essencialmente Th2, leva a crer que
efetivamente hd uma relacdo entre a acdo da progesterona por intermédio deste recetor

e que a liga as principais células do sistema imunitdrio.
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Com a realizacdo deste estudo pode-se concluir que, todas as células do sistema
imunoldgico sofrem alteracdes na gravidez relativamente ao controlo de ndo-gravidas na
tentativa de criar um ambiente imuno-tolerante, permitindo a quiescéncia uterina e
assim aceitacdo do feto. Desta forma favorece-se todo um ambiente anti-inflamatério no
inicio da gravidez, para mais tarde se desencadear um processo pro-inflamatério com
objetivo de expulsar o feto por intermédio do amadurecimento cervical, rotura de

membranas e contragdes uterinas.

Este estudo torna-se importante e inovador pelo facto de demonstrar que existe
expressdo do recetor mPR-a nas populagdes major linfocitdrias de sangue periférico, e
ndo sé nos linfécitos T como até entdo tinha sido descrito, e podera vir a ser uma mais-
valia a compreensdao dos processos envolvidos durante a gravidez e em processos
patoldgicos decorrentes de uma gravidez.

E também evidente que existe uma imunomodelagdo da expressdo do recetor mPR-a ao
longo da gravidez, estando assim dependente das células do sistema imunitdrio e das
hormonas libertadas durante a gravidez, mais propriamente, a progesterona.

Esta imunomodelacdo é verificada pela diminuicdo da expressao do recetor membranar
ao longo da gravidez, com menor valor no dia do parto, nas populagdes major
linfocitdrias, o que pode evidenciar a transicdo de um estado anti-inflamatdério para um
estado pro-inflamatério (na altura do parto), mediado pelas propriedades anti-
inflamatdrias da progesterona e por todas as células envolvidas na resposta inflamatéria.
Desta forma, hd necessidade de desenvolver mais estudos que relacionem a gravidez
com o sistema imunoldgico, com o recetor membranar mPR-a, hormonas como a
progesterona e sublinhando também, a necessidade de avaliar o perfil de citocinas
durante cada periodo da gravidez, uma vez que, sao também estes mediadores que vao
ativar ou bloquear as células do sistema imunoldgico estanto assim todos estes fatores
interligados.

A realizacdo de estudos que melhor caracterizem esta modulacdo da expressdo do
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recetor nas varias populacdes linfocitarias e que explorem a via membranar, de mais
rapida atuacdo, possivelmente através de ensaios in vitro, serdo muito Uteis na

compreensao desta tematica.

O desenvolvimento de novos procedimentos terapéuticos para a manutencdo da
gravidez e para o tratamento e compreensao dos mecanismos envolvidos nas diversas
patologias é de extrema importancia a nivel clinico, uma vez que as estratégias para a
prevencdo ou tratamento de intercorréncias da gravidez ndo se tém revelado eficazes
(Norman et al. 2007)(Christiansen 2013).Para além disto, ha necessidade de perceber
como opera a manutencao da gravidez normal no seu todo, pois também podera ajudar
no desenvolvimento de novas terapéuticas (Hemberger 2013)(Lashley et al.
2011)(Mendelson 2009)(Kobayashi 2012), a aplicar no caso de patologias que podem

ocorrer numa gravidez.
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