
  

 

Universidade Federal do Estado 
do Rio de Janeiro 

 

Centro de Ciências Biológicas e da Saúde 
Instituto Biomédico 

 
Programa de Pós-Graduação em Biologia 

Molecular e Celular  

 

 

 

 

 

Impacto da gestação na frequência e função das células T 

auxiliares foliculares circulantes: relação com hormônios 

gestacionais e produção de anticorpos IgG  

 

 

Clarice Monteiro Rodrigues Santos 

 

 

 

Orientadora: Profª. Drª Cleonice Alves de Melo Bento 

 

 

Rio de Janeiro 

2016 

 



Clarice Monteiro Rodrigues Santos 

 

 

 

Impacto da gestação na frequência e função das células T 

auxiliares foliculares circulantes: relação com hormônios 

gestacionais e produção de anticorpos IgG  

 

 

 

Defesa de dissertação de 

mestrado apresentada ao 

Programa de Pós-Graduação em 

Biologia Molecular e Celular da 

Universidade Federal do Estado 

do Rio de Janeiro como parte dos 

requisitos necessários à obtenção 

do grau de Mestre em Biologia 

Molecular e Celular. 

 

 

 

 

 

Orientadora: Profª. Drª. Cleonice Alves de Melo Bento 

 

 

Rio de Janeiro 

2016 



Santos, Clarice Monteiro Rodrigues 

Impacto da gestação na frequência e função das células T 

auxiliares foliculares circulantes: relação com hormônios 

gestacionais e produção de anticorpos IgG/ Clarice Monteiro 

Rodrigues Santos – Rio de Janeiro, 2016 

xiv 69f.: il. 

Dissertação (Mestrado em Biologia Molecular e Celular) – 

Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro 

1. Gestação  2. Célula T folicular  3. Hormônios  4.Anticorpos 

I. Título 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ficha Catalográfica: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Clarice Monteiro Rodrigues Santos 

 

 

 

Impacto da gestação na frequência e função das células T 

auxiliares foliculares circulantes: relação com hormônios 

gestacionais e produção de anticorpos IgG  

 

 

Defesa de dissertação de 

mestrado apresentada ao 

Programa de Pós-Graduação em 

Biologia Molecular e Celular da 

Universidade Federal do Estado 

do Rio de Janeiro como parte dos 

requisitos necessários à obtenção 

do grau de Mestre em Biologia 

Molecular e Celular. 

 

 

 

 

 

 

Banca examinadora: 

Dra. Joana Hygino da Silva Machado/UNIRIO 

Dra. Joelma Freire de Mesquita, Departamento de Genética/UNIRIO 

Dr. Regis Mariano de Andrade, Departamento de Clínica 

Médica/UNIRIO 



AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço aos meus pais, Veronica e Tércio, por toda a presença, o 

carinho, o amor, a preocupação, o apoio e a influência na minha 

formação pessoal e profissional. 

 

Agradeço à Deus, por ter me dado a dádiva da vida e da perseverança. 

 

Agradeço ao meu noivo, Manoel do Carmo, pela compreensão nos 

momentos em que me tornei ausente ao me dedicar a este trabalho. 

 

Agradeço à minha orientadora, Cleonice Alves de Melo Bento, pela 

paciência, pelo conhecimento transmitido, por acreditar em mim e por 

me proporcionar o prazer da convivência com uma pessoa e profissional 

tão maravilhosa e admirável. 

 

Agradeço à equipe do LIILiT - UNIRIO, por ter me mostrado os bons 

frutos de um ótimo trabalho em equipe.   

 

Agradeço ao Programa de Pós-Graduação da UNIRIO, por me 

proporcionar esta caminhada de conhecimentos. 

 

As agências de fomento CAPES, FAPERJ e CNPq, pelo apoio financeiro 

que, sem ele, não conseguiria concluir este trabalho. 

 

 

 



Sumário 

1. INTRODUÇÃO ..................................................................................................................... 1 

1.1 Considerações gerais .............................................................................................................. 1 

1.2 Linfócitos T CD4+ e alguns fenótipos efetores e reguladores .............................................. 2 

1.2.1 Linfócitos Th1 ............................................................................................................................ 2 

1.2.2 Linfócitos Th2 ............................................................................................................................ 3 

1.2.3 Linfócitos Th17 .......................................................................................................................... 3 

1.2.4. Linfócitos Th9 e Th22 .............................................................................................................. 4 

1.2.5 Linfócitos T reguladores e o controle das reações inflamatórias ......................................... 6 

1.2.6 Linfócitos T auxiliares foliculares............................................................................................. 7 

1.3 Imunomodulação materna no ciclo gestatório .....................................................................13 

1.3.1 Eventos iniciais na concepção .............................................................................................. 13 

1.3.2 Imunomodulação materna pelos hormônios gestacionais .................................................. 14 

1.3.3 Células T e a interface materno-fetal .................................................................................... 17 

2. OBJETIVO ...........................................................................................................................20 

2.1 Geral ........................................................................................................................................20 

2.2 Específicos ..............................................................................................................................20 

3. MATERIAIS E MÉTODOS .................................................................................................21 

3.1 Pacientes ..................................................................................................................................21 

3.2 Obtenção e estimulação das células do sangue periférico ex vivo ....................................21 

3.3 Análise Fenotípica por Citometria de Fluxo .........................................................................22 

3.4 Dosagem de estrogênio e de progesterona .........................................................................23 

3.5 Dosagem de anticorpos IgG anti-CMV e anti-HBs ..............................................................24 

3.6 Análises estatísticas ...............................................................................................................25 

4. RESULTADOS ....................................................................................................................26 

4.1 Impacto da gestação na frequência das células TFH de memória coexpressando os 

marcadores PD-1 e ICOS..............................................................................................................26 

4.2 Impacto da gestação na frequência das células TFH coexpressando os marcadores 

CXCR3 e PD-1 ...............................................................................................................................27 

4.3 Impacto da gestação no perfil de citocinas secretado pelas células TFH periféricas .........29 



4.4 Perfil de citocinas e a frequência de células TFH CXCR3+ periféricas de acordo com a 

expressão de PD-1 ........................................................................................................................32 

4.5 Frequência de células TFH CXCR3+ periféricas e a produção de anticorpos IgG ..............33 

4.6 Correlação entre o perfil de citocinas de células TFH
 CXCR3+ e a produção de anticorpos 

IgG anti-CMV e HBs ......................................................................................................................34 

4.7 Níveis plasmáticos de hormônios gestacionais e a frequência das células TFH CXCR3+ 

periféricas de acordo com a expressão de PD-1 ........................................................................34 

5. DISCUSSÃO .......................................................................................................................37 

6. CONCLUSÕES ...................................................................................................................45 

7. BIBLIOGRAFIA ...................................................................................................................46 

8. ANEXOS ..............................................................................................................................66 

8.1 Anexo 01...................................................................................................................................66 

8.2 Anexo 02...................................................................................................................................68 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Lista de Figuras 

Figura 1. Eventos envolvidos na diferenciação das principais células T CD4+  

efetoras.......................................................................................................................  5 

 

Figura 2. As células T reguladoras e a homeostase imune........................................ 8 

 

Figura 3. Geração de células B de memória e de plasmócitos dependentes das  

células TFH................................................................................................................... 9 

 

Figura 4. Auxílio das células TFH às células B em diferentes fases da resposta  

imune humoral .......................................................................................................... 12 

 

Figura 5. Resumo da imunomodulação materna em decorrência dos hormônios 

gestacionais..............................................................................................................  16 

                                                                                                                                                                                                                                                   

Figura 6. Estratégia de confinamento das células T CD4+CD45RO+CXCR5+ 

ICOS+  PD-1+............................................................................................................  26 

 

Figura 7. Impacto da gestação na frequência das células T CD4+ CXCR5+ 

 CD45RO+ PD-1+ ICOS+ periféricas..........................................................................  27 

 

Figura 8. Estratégia de confinamento das células T CD4+CXCR5+CXCR3+PD1+.... 28 

 

Figura 9. Impacto da gestação na frequência das células T CD4+ CXCR5+  

CXCR3+ PD-1+.......................................................................................................... 29 

 

Figura 10. Estratégia de confinamento das células T CD4+CXCR5+CXCR3+  

produtoras de citocinas............................................................................................. 30 

 

Figura 11. Avaliação do perfil de citocinas das células T CD4+CXCR5+  

periféricas, coexpressando ou não CXCR3.............................................................. 31 

 

 



Figura 12. Correlação entre os níveis plasmáticos de IgG anti-CMV e anti-HBs   com 

a frequência de células T CD4+CXCR5+CXCR3+ periféricas de acordo com a 

expressão de PD-1.................................................................................................... 33 

 

Figura 13. Correlação entre os níveis plasmáticos de IgG anti-CMV e anti-HBs    com 

a frequência de células T CD4+CXCR5+CXCR3+ periféricas secretoras de 

citocinas..................................................................................................................... 35         

 

Figura 14. Correlação entre os níveis plasmáticos de estrogênio e progesterona     

com a frequência de células T CD4+CXCR5+CXCR3+ periféricas de acordo com a 

expressão de PD-1.................................................................................................... 36 

  



Lista de tabelas 

 

 

Tabela 1. Correlação entre a produção de citocinas e a frequência de  

células T CD4+CXCR5+CXCR3+ de acordo com a  expressão de PD-1..................  32 

 

  



Lista de abreviaturas 

 

APC – célula apresentadora de antígeno 

BATF – fator de transcrição de zíper de leucina 

BCL-6 - do inglês, B-cell lymphoma 6 

BLIMP-1– do inglês, B lymphocyte-induced maturation protein-1 

CD – grupo de diferenciação 

CMV - citomegalovírus  

CTL – célula T citotóxica 

CTLA-4 - antígeno 4 associado ao linfócito T citotóxico  

DC – célula dendrítica 

E2 - estradiol-17β  

ELISA - do inglês, Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay 

Foxp3 - do inglês, X-linked Forkhead box P3 

GATA - do inglês, globin transcription factor 

GITR - receptor do fator de necrose tumoral induzido por glicocorticoides  

GM-CSF - fator estimulador de colônia de granulócitos e macrófagos  

HBsAg – antígeno da superfície do vírus da hepatite B 

hCG - gonadotrofina coriônica humana  

HIV – vírus da imunodeficiência humana 

HO-1 - heme oxigenase-1  

HRP – do inglês, horseradish peroxidase  

ICAM - molécula de adesão intercelular  

ICOS – coestimulador induzível de célula T 

ICOS L - ligante do coestimulador induzível de célula T 

IDO - indoleamina 2,3-dioxigenase  

IO – ionomicina 

IFN - interferon 

Ig - imunoglobulina 

IL – interleucina 

IL-2R - cadeia α do receptor de IL-2  

IRF4 – fator 4 regulador de interferon  

iTreg - Treg induzidas  

LAG-3 – gene 3 de ativação linfocitária 



LIF- fator inibidor de leucemia  

LT- linfotoxina 

mAbs - anticorpos monoclonais  

MHC – complexo principal de histocompatibilidade 

NK – célula assassina natural 

nTreg - Treg naturais  

PD-1 – receptor de morte programada 1 

PD-L1 – ligante de PD-1 

PGE2 - prostaglandina E2  

PMA - acetato miristato de forbol  

SAP – proteína associada ao SLAM 

SFB – soro fetal bovino 

SLAM – molécula de ativação da sinalização de linfócito 

STAT – transdutores de sinal e ativadores de transcrição 

TCR - receptor de célula T  

TFH – célula T helper folicular 

TGF - fator transformador de crescimento  

Th – célula T helper ou do tipo auxiliadora 

TMB - 3,3,,5,5’-tetrametilbenzidina 

TNF – fator de necrose tumoral 

Treg – célula T regulatória 

Tr1 - célula T regulatória do tipo 1 

TSLPR - receptor de linfopoietina derivado do estroma tímico  

uNK - células assassinas naturais uterinas  

VCAM - molécula de adesão celular vascular  

 

  

  



RESUMO 

 

As células T auxiliares foliculares (TFH) são um distinto subtipo de células T CD4+, que 

regulam o desenvolvimento da imunidade humoral por promover a produção de 

plasmócitos produtores de anticorpos e células B de memória longa. Classicamente, 

células TFH são identificadas pela alta expressão de CXCR5 associado a uma elevada 

produção de IL-21. Sabe-se que a gravidez favorece a resposta imune humoral, mas, até 

agora, estudos sobre o impacto dos eventos imunes associados a gestação na 

frequência e função das células TFH estão faltando. Neste contexto, o presente estudo 

objetivou avaliar a frequência e o perfil de citocinas de diferentes subtipos de células T 

CD4+ CXCR5+ através de citometria de fluxo. Ademais, nós também investigamos uma 

possível relação entre este subtipo de célula T e os níveis periféricos de estrogênio, 

progesterona e IgG anti-CMV e anti-HBs. Em nosso estudo, a gestação favoreceu a 

expansão da população das células T CD4+ CD45RO+ CXCR5+ PD-1+ ICOS+ e a 

frequência das células T CD4+CXCR5+, coexpressando CXCR3 e PD-1, quando 

comparadas às não grávidas. Com o intuito de analisar a rede de citocinas, as amostras 

foram brevemente estimuladas com PMA e IO e, então submetidas à análise por 

citometria. Nós observamos que a produção de IL-21, IL-6, IL-17, IFN- e IL-10 foram 

correlacionadas positivamente com a frequência das células T CD4+ CXCR5+ CXCR3+ em 

ambos os grupos estudados. Não obstante, a porcentagem destas células produtoras de 

IL-21, IL-10 ou IL-6 foi significantemente maior nas gestantes. Interessantemente, nós 

observamos uma correlação positiva entre a frequência das células TFH e os níveis 

periféricos de estrogênio e de IgG anti-CMV. Nenhuma correlação foi observada com 

relação à progesterona. Já os títulos de IgG anti-HBs da superfície do vírus da hepatite B 

foram diretamente correlacionados com a frequência das células T CD4+ CXCR5+ 

CXCR3+ PD-1+. Ademais, enquanto a frequência de TFH produtoras de IL-6 e de IL-21 foi 

positivamente relacionada com os níveis séricos de IgG anti-CMV, os títulos circulantes 

de IgG anti-HBs foram diretamente correlacionados com a presença de células TFH 

produtoras de IL-21. Em resumo, nossos achados sugerem, mesmo que indiretamente, 

que a gestação, através da produção de estrogênio, favorece a expansão das células TFH 

funcionais capazes de amplificar a produção de anticorpos. Embora este estudo seja 

preliminar, os dados descritos aqui são muito interessantes e apontam para a 

possibilidade de o estrogênio agir como um potente imunomodulador da resposta 

humoral. 

  



ABSTRACT 

 

Follicular helper T (TFH) cells are a distinct subset of CD4+ helper T cells that 

regulate the development of humoral immunity, by promoting antibody-producing 

plasma cells and long-lived memory B cells. Classically, Tfh cells are identified by 

high expression of CXCR5 associated with elevated IL-21 production. It is known that 

pregnancy favors humoral immune response, but, until now, studies about the impact 

of pregnancy-related events on the frequency and function of TFH cells are lacking. In 

this context, the present study aimed to evaluate the frequency and cytokine profile 

of different TCD4+CXCR5+ subsets through flow cytometry. Further, we also analyzed 

a possible relationship between these T cell subsets and the peripheral levels of 

estrogen, progesterone, anti-HBs and anti-citomegalovirus IgG antibodies. In our 

study, the frequency of CD4+ CD45RO+ CXCR5+ PD-1+ ICOS+ T cells and CD4+ 

CXCR5+ T cells, co-expressing CXCR3 and PD-1, was significantly higher in 

pregnant women than non-PW. In order to analyses the cytokine network, the 

samples were briefly stimulated with PMA and ionomicin and, then submitted to 

cytometry. We observed that the production of IL-21, IL-6, IL-17, IFN- and IL-10 was 

positively related with the CD4+ CXCR5+ CXCR3+ T cells frequency in both studied 

groups. Nevertheless, the percentage of these cells producing IL-21, IL-10 or IL-6 

was significantly higher in PW. Interestingly, we have observed a positive correlation 

between the frequency of this similar TFH and the peripheral levels of estrogen and 

IgG anti-CMV. No correlation was observed with regard to progesterone. The anti-

HBs IgG have a positive correlation only between the CD4+ CXCR5+ CXCR3+ PD-1+ 

frequency. Furthermore, while the frequency of IL-6- and IL-21-secreting TFH cells 

was positively related with anti-CMV IgG levels, the anti-HBs IgG titers were directly 

correlated with IL-21-secreting TFH cells. In summary, our findings suggest, even 

indirectly, that pregnancy, through estrogen production, favors TFH cell expansion, 

and then, amplify the antibodies production. Although this study is preliminary, the 

data described here are very interesting and point to the possibility of estrogen as 

potent immunomodulator of humoral response. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1  Considerações gerais 

 

O sistema imunológico é formado por células e moléculas que atuam juntas a 

fim de identificar e eliminar ou confinar potenciais micro-organismos invasores 

causadores de doenças. A defesa contra esses micro-organismos é mediada por 

reações iniciais da imunidade inata e por respostas tardias da imunidade adaptativa. 

Na hierarquia das funções imunes, os linfócitos T CD4+ ocupam uma posição 

de destaque por regular a função de todas as células da imunidade natural, tais 

como macrófagos e neutrófilos, bem como as outras células da imunidade adquirida, 

os linfócitos T CD8+ e as células B. Apesar da participação majoritária das células T 

CD4+ nas fases eferentes da resposta imune, a indução e o estabelecimento da 

resposta imune primária específica mediada por estes linfócitos são dependentes 

das células apresentadoras de antígeno (APC, do inglês Antigen Presenting Cells), 

particularmente das células dendríticas (DCs, do inglês Dendritic Cells) (Wan & 

Flavell, 2009). 

Portanto, seguindo os eventos iniciais da resposta imune mediada pelas células 

da imunidade natural no local de infecção, e sob a ação de diferentes estímulos 

inflamatórios, as DCs adquirem mobilidade e direcionam-se para os tecidos ou 

órgãos linfoides secundários regionais, onde irão iniciar a ativação dos linfócitos T. 

Durante sua trajetória, as DCs maduras tornam-se, através da expressão de 

diferentes moléculas de superfície, extremamente eficientes em apresentar 

diferentes antígenos para os linfócitos T (Verboogen et al., 2016). 

Uma eficiente ativação primária das células T CD4+ depende de diferentes 

sinais cognitivos e solúveis acionados pelas DCs maduras durante a sinapse 

imunológica nos órgãos linfoides secundários (Dustin et al., 2006). O primeiro sinal 

fornecido pelas DCs é a apresentação de peptídeos antigênicos acoplados às 

moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do inglês Major 

Histocompatibility Complex) de classe II. Essa fase da resposta imune é 

fundamental, pois permite o reconhecimento, por parte dos linfócitos T CD4+ 

específicos, de peptídeos antigênicos. Entretanto, uma ativação eficiente dos 
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linfócitos T CD4+ contra micro-organismos requer que as DCs maduras enviem um 

segundo sinal, que é inespecífico ao tipo de antígeno. Esse segundo sinal é 

mediado por pares de moléculas coestimuladoras como, por exemplo, moléculas 

pertencentes aos membros da família B7 (B7.1/CD80 e B7.2/CD86) expressos na 

superfície das DCs, que se ligam às moléculas CD28 dos linfócitos T CD4+. O 

engajamento desses dois sinais, primeiro e segundo, permite a produção de 

interleucina (IL)-2 pelas células T CD4+-antígeno específicas. A IL-2, conhecida 

também como fator de crescimento de células T, permite a proliferação de clones 

ativados de linfócitos T CD4+ (Dustin et al., 2006; Henrickson & Von Adrian, 2007) 

(Figura 1). 

 Seguindo ativação, um terceiro sinal, deflagrado principalmente por 

mediadores solúveis secretados pelas DCs, induz a diferenciação desses linfócitos T 

CD4+ clássicos em diferentes fenótipos que produzirão padrões polarizados de 

citocinas capazes de coordenar e regular uma variedade de eventos da resposta 

imune (Verboogen et al., 2016). Vários fatores influenciam na diferenciação final de 

linfócitos T CD4+ ativados pelas DCs, mas citocinas e hormônios parecem ser 

imperativos no destino do fenótipo diferenciado (Wan & Flavell, 2009). 

 

1.2  Linfócitos T CD4+ e alguns fenótipos efetores e reguladores 

   1.2.1 Linfócitos Th1 

Apesar de a biologia das células T CD4+ ser complexa, alguns aspectos 

funcionais dessa população referentes à definição de diferentes fenótipos são bem 

caracterizados. Nesse contexto, células T CD4+ definidas como auxiliares do tipo 1 

(Th1, do inglês T helper 1) são conhecidas por produzirem interferon (IFN)-  , IL-2 e 

linfotoxina (LT)-α. A principal citocina liberada pelas DCs responsável pela indução 

desse fenótipo é IL-12 (Manetti et al., 1993), mas o IFN- também contribui para a 

diferenciação das células Th1 (Farrar et al., 2002). A IL-12 e o IFN-, por induzirem a 

expressão do transdutor de sinal e ativador de transcrição (STAT, do inglês Signal 

Transducer and Activator of Transcription)-4, favorecem o estabelecimento do 

fenótipo Th1 através da elevação da expressão de T-bet, considerado o principal 

fator de transcrição envolvido na estabilidade das células Th1 (Farrar et al., 2002). 

As células Th1 são caracterizadas pela expressão superficial de elevados níveis dos 
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receptores de quimiocinas CXCR3 e CCR5, permitindo o seu recrutamento para os 

sítios inflamatórios que produzem as quimiocinas CXCL9, CXCL10 e CXCL11 

(ligantes do CXCR3); CCL2, CCL8 e CCL5 (ligantes do CCR5) (Antonelli et al., 

2014). Classicamente, as células Th1, através da produção de elevados níveis de IL-

2 e IFN-, medeiam a resposta imune celular fundamental no combate a micro-

organismos intracelulares obrigatórios ou facultativos por ativar fagócitos, células 

assassinas naturais (células NK, do inglês natural killer) e linfócitos T CD8+. 

Ademais, o IFN- também induz a produção de IgG1 e IgG3 pelos linfócitos B 

humanos (Mckinstry et al., 2010) (Figura 1). 

 

   1.2.2 Linfócitos Th2 

Em contrapartida, na presença de elevados níveis de IL-4, as DCs favorecem a 

diferenciação das células T CD4+ em células Th2 (Figura 1). Esse processo de 

comprometimento se dá pela capacidade da IL-4 induzir nas células T CD4+ a 

expressão de STAT-6 que, por sua vez, eleva a expressão de GATA (do inglês, 

globin transcription factor)-3. No núcleo, a proteína GATA-3 induz a transcrição de 

genes que codificam as citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 (Farrar et al., 2002). Diferente das 

células Th1, as células Th2 humanas têm sido caracterizadas pela expressão dos 

receptores de quimiocinas CCR3, CCR4 e CCR8 que as direcionam para áreas ricas 

em certas quimiocinas, tais como CCL11, CCL26, CCL3, CCL5 e CCL1 (Cosmi et al, 

2001). As citocinas liberadas pelas células Th2, por induzirem as células B a 

produzirem IgE, têm sido implicadas na resposta imune protetora contra infestações 

por helmintos e na patogênese das reações de hipersensibilidade do tipo I (Manaki 

et al, 2008; Zhu et al., 2010a; Zhu et al., 2010b).  

 

   1.2.3 Linfócitos Th17 

Mais recentemente, outro subtipo celular, o fenótipo Th17, foi descrito. A 

indução desse fenótipo em humanos depende das citocinas secretadas pelas DCs, 

IL-1β e, principalmente, IL-23, em associação com o fator transformador de 

crescimento (TGF, do inglês Transforming Growth Factor)-β, que induzem o 

transativador RORC, envolvido em regular a expressão de diferentes genes 
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implicados na manutenção do fenótipo Th17 (Gutcher & Becher, 2007) (Figura 1). 

Os linfócitos Th17 classicamente sintetizam IL-17A (IL-17), IL-17F, IL-21 e IL-22 que 

têm como principal função induzir as células imunes e parenquimatosas a secretar 

IL-8, principal citocina/quimiocina envolvida no recrutamento de neutrófilos para o 

local da infecção (Miossec, 2009; Annunziato et al., 2012). As células Th17 também 

têm a habilidade de induzir as células B a produzirem IgM, IgG e IgA, mas não IgE 

(Annunziato et al., 2007). Esse fenótipo tem sido amplamente implicado na resposta 

imune contra bactérias extracelulares e fungos (Annunziato, 2015; Szulc-Dąbrowska, 

2015). No entanto, na ausência do TGF-β, associada à liberação persistente de IL-

23 e IL-1β, as DCs induzem um subtipo de células Th17 envolvidas na patogênese 

de muitas doenças crônicas, como as doenças autoimunes (Zhang, 2015). Na 

superfície celular, as células Th17 humanas expressam elevados níveis dos 

receptores de quimiocina CCR6 e CCR4, o que facilita esses linfócitos a migrarem 

para áreas inflamadas ricas nas quimiocinas CCL3, CCL5 e CCL20 (Acosta-

Rodriguez et al., 2007; Annunziato et al., 2007). 

 

   1.2.4. Linfócitos Th9 e Th22 

Inerente à complexa biologia das células T CD4+, outros subtipos menores têm 

sido descritos, mas com estudos mais limitados em modelos humanos, tais como as 

células Th9 e Th22. Estudos em modelos animais sugerem que as células Th9, 

produtoras de IL-9, podem participar da resposta protetora contra tumores e 

infecções parasitárias, como também podem estar envolvidas na patogênese de 

diversas doenças como alergia, colite e encefalomielite autoimune experimental 

(Kaplan, Hufford & Olson 2015). O papel dessas células no modelo humano ainda é 

pouco conhecido. Estudo mais recente demonstrou uma maior frequência dessas 

células na lâmina própria de pacientes com colite ulcerativa e doença de Crohn, 

duas patologias inflamatórias do intestino, quando comparado às amostras de 

indivíduos saudáveis (Gerlach et al., 2014). Finalmente, apesar da IL-22 ter sido 

descrita originalmente como um produto secretado pelas células Th17, células T 

CD4+ capazes de produzir IL-22 na ausência de IL-17 (Th22) têm sido recentemente 

descritas em doenças autoimunes, tais como psoríase e esclerose múltipla 

(Skurkovich et al., 2001; Jia & Wu, 2014; Rolla et al., 2014; Wing et al., 2016).  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hufford%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25848755
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Figura 1. Eventos envolvidos na diferenciação das principais células T CD4+ efetoras. Durante o 
processo natural de ativação da resposta imune específica mediada pelas células T CD4+, as células 
dendríticas (DCs) profissionais (imunogênicas) apresentam diferentes peptídeos de proteínas 
antigênicas no contexto das moléculas do MHC de classe II. Durante essa sinapse imunológica, 
moléculas co-estimuladoras expressas na superfície das DCs, particularmente CD80 e CD86, 
interagem com o marcador CD28 expresso nas células T CD4+, permitindo, assim, a indução de 
diferentes vias de sinalização que culminam na proliferação e diferenciação desses linfócitos em 
diferentes fenótipos que produzem um conjunto polarizado de citocinas pró-inflamatórias. Nesse 
contexto, enquanto a diferenciação das células T CD4+ humanas no fenótipo Th1 depende, 
principalmente, da produção de IL-12 pelas DCs; a formação dos fenótipos Th2 e Th17 é 
principalmente garantida quando elevadas concentrações de IL-4 e IL-23, respectivamente, são 

liberadas por essa célula apresentadora de antígeno. A produção de IFN- pelas células Th1 regula 
diferentes eventos da resposta imune contra micro-organismos intracelulares obrigatórios e 
facultativos, tais como aumento do poder microbicida dos fagócitos [produção de espécies ativas do 
oxigênio (EAO), óxido nítrico (NO) e catepsinas (enzimas)] e produção de IgG1 e IgG3 pelas células 
B.  Adicionalmente, a produção de IL-2 pelas células Th1 pode  favorecer a diferenciação das células 
T CD8+ em linfócitos T citotóxicos, células que matam o alvo principalmente pela liberação de 
perforina e granzimas. Por outro lado, proteção contra helmintos é particularmente depende da 
produção das citocinas pelas células Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) que induzem a produção de IgE, 
favorece o recrutamento de eosinófilos para área de infestação assim como, com ajuda da IgE, 
favorece uma resposta inflamatória helmintocida executada pelos mastócitos e eosinófilos. Mais 
recentemente, citocinas secretadas pelas células Th17, tais como IL-17A (IL-17), IL-21 e IL-22, 
podem coordenar uma resposta lesiva contra bactérias extracelulares e fungos, por favorecer o 
recrutamento e ativação de monócitos e, principalmente, neutrófilos. Fonte: Monteiro, C. & 
Bento,C.A.M. 
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   1.2.5 Linfócitos T reguladores e o controle das reações inflamatórias 

Além dos fenótipos efetores das células T CD4+, outra subpopulação de células 

T CD4+ é fundamental no controle das respostas imunes, portanto, da homeostase 

imune: os linfócitos T reguladores.  

Os linfócitos T CD4+ regulatórios (Treg) são centrais não apenas na 

manutenção da auto-tolerância imune, como também essenciais no controle das 

respostas inflamatórias contra patógenos, favorecendo o restabelecimento da 

homeostase (Pankratz et al., 2016). Apesar de existirem diferentes subtipos de 

células Treg descritos na literatura, a maioria dos estudos são centrados na 

descrição fenotípica e funcional das células Tregs que expressam o marcador Foxp3 

(do inglês, X-linked Forkhead box P3), um fator de transcrição essencial para seu 

desenvolvimento, manutenção e função (Vignali et al., 2008) (Figura 2).  

Ao decorrer de duas décadas, duas subpopulações de Treg têm sido 

descritas e analisadas: as Treg naturais (nTreg) e as Treg induzidas (iTreg). 

Enquanto as primeiras são geradas naturalmente no timo, as iTregs são induzidas 

na periferia após o encontro com o antígeno apresentado por APC tolerogênicas 

(Schumacher & Zenclussen, 2014). Para o desenvolvimento das nTregs é 

imprescindível o envolvimento de moléculas co-estimulatórias, como a expressão da 

cadeia α do receptor de IL-2 (IL-2R), conhecido como CD25; do receptor de 

linfopoietina derivado do estroma tímico (TSLPR, do inglês thymic stromal-derived 

lymphopoietin receptor), do CD154 (ou CD40L), do receptor do fator de necrose 

tumoral induzido por glicocorticoides (GITR, do inglês  glucocorticoid-induced tumor 

necrosis factor receptor), do STAT5 e, finalmente, da ligação de CD28  com as 

moléculas CD80/CD86 expressas pelas APCs locais (Bettini & Vignali, 2010). 

Perifericamente, essas células são identificadas como sendo CD3+ CD4+ CD25+/high 

mFoxp3+ que expressam níveis vestigiais do marcador CD127 (Sakaguchi et al., 

2001; Liu et al., 2006). Outros marcadores que podem ser expressos são associados 

à capacidade funcional dessas células, tais como o CD39 e o antígeno 4 associado 

ao linfócito T citotóxico (CTLA-4/CD152) (Fontenot  et al., 2005; Zhou et al., 2009). 

Uma vez na periferia, essas células migram para os sítios inflamatórios e suprime a 

ação de diversos linfócitos efetores, especialmente os linfócitos T auxiliares Th1, 

Th2, Th17 e T foliculares (Ohkura et al., 2013). Os mecanismos pelos quais as 

células nTregs suprimem as respostas inflamatórias são variados e envolvem tanto a 
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inibição das células efetoras através de contato célula-célula, incluindo a via 

Fas/FasL e o complexo granzimas B/perforina, quanto a liberação de altos níveis de 

citocinas anti-inflamatórias, tais como IL-10 e TGF-β (Raimondi et al., 2007; Jonuleit 

et al., 2001; Roncarolo et al., 2001).  

Apesar de serem fenotipicamente idênticas, as clássicas iTregs distinguem-se 

das nTregs pela sua geração, destino celular e estabilidade funcional. O 

desenvolvimento das células iTregs Foxp3+ requer, em parte, estímulos via receptor 

de célula T (TCR, do inglês T cell receptor) e as citocinas IL-2 e TGF-β (Curotto de 

Lafaille & Lafaille, 2009).  

Os linfócitos Tr-1 representam outra subpopulação que está envolvida na 

regulação da resposta imune e diferenciam-se pela secreção de IL-10 pelas DCs 

tolerogênicas que expressam a enzima indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO) (Mahnke 

& Enk, 2005; Penna, Giarratana & Amuchastegui, 2005) (Figura 2). Fenotipicamente, 

essas células T reguladoras em humanos são identificadas pela coexpressão de 

CD49b e do gene 3 de ativação linfocitária (LAG-3, do inglês Lymphocyte-activation 

gene 3) e pela produção de elevados níveis de IL-10, principalmente quando 

ativadas via TCR (Roncarolo et al., 2001; Levings, Sangregorio & Sartirana, 2002; 

Gagliani et al., 2013). A maioria desses linfócitos são T CD4+, mas já foram descritos 

como linfócitos T CD8+ Tr-1-símiles (Steinbrink et al., 1999). 

 

 

   1.2.6 Linfócitos T auxiliares foliculares  

Após as descobertas dos diferentes subtipos de linfócitos T auxiliares, como 

Th1, Th2, Th17 e Treg; outro importante subtipo, especializado em auxiliar os 

linfócitos B, foi descrito (Crotty, 2015). A existência dos linfócitos T auxiliares 

foliculares (TFH, do inglês T folicular helper) foi primeiramente proposta por alguns 

pesquisadores em 2000 e 2001 (Schaerli et al., 2000; Breitfeld et al., 2000; Kim et 

al., 2001). Entretanto, só em 2009, quando o Bcl-6 (do inglês, B-cell lymphoma 6) foi 

identificado como o fator de transcrição único desse subtipo celular, os linfócitos TFH 

foram aceitos como sendo uma nova linhagem de células T CD4+ (Johnston et al., 

2009; Nurieva et al., 2009; Yu et al., 2009). Desde então, os linfócitos TFH têm sido 

descritos como capazes de auxiliar os linfócitos B no desenvolvimento do centro 
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germinativo e na troca de classe de anticorpos (Johnston et al., 2009; Nurieva et al., 

2009; Yu et al., 2009) (Figura 3). 

Figura 2. As células T reguladoras e a homeostase imune. Durante respostas imunes 

inflamatórias, a produção excessiva de citocinas pelas células Th1 e Th17 patogênicas tem sido 

atrelada à distúrbios na rede de regulação, principalmente executada pelos linfócitos T reguladores 

(Tregs). As células Tregs representa uma subpopulação de células T CD4+ relativamente 

heterogênea, sendo as células T CD4+ FoxP3+ CD25+ o subtipo mais estudado nas doenças 

autoimunes. Essas células podem ser tanto induzidas (iTregs) na periferia quando reconhecem os 

peptídeos específicos apresentados pelas células dendríticas (DCs) tolerogênicas, quanto geradas 

naturalmente no timo (nTregs). A terceira subpopulação é induzida por DCs tolerogênicas na 

presença do metabólito da vitamina D [1,25(OH)2D] ou do ácido retinóico. Essas células, conhecidas 

como células Tr-1, são negativas para o FoxP3 mas expressam elevados níveis do fator de 

transcrição Maf. Os mecanismos de ação executados pelas células para controlar reações 

inflamatórios são diversos e envolvem a inibição por contato com a célula alvo efetora (iTreg e 

nTregs) e/ou a liberação de citocinas anti-inflamatórias, particularmente IL-10 e TGF-β. Fonte: 

Monteiro, C. & Bento, C.A.M. 

 

 

 

As células TFH humanas localizadas nos órgãos linfoides secundários são 

caracterizadas pela alta expressão do fator de transcrição Bcl-6, do receptor de 

morte programada-1 (PD-1), do coestimulador induzível (ICOS, do inglês inducible T-
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cell costimulator), do receptor de quimiocina CXCR5 e da produção de IL-21; e pela 

baixa expressão do receptor de quimiocina CCR7 (Onabajo et al., 2013). 

 

 

Figura 3: Geração de células B de memória e de plasmócitos dependentes das células TFH. 

Células B e células T ativadas migram para a borda do folículo de célula B e zona de célula T nos 

órgãos linfoides secundários, respectivamente, levando ao estabelecimento de uma interação das 

células T-B, permitindo que as células B recebam sinais auxiliadores das células T CD4+. a) Células 

T e B ativadas migram para dentro do folículo, onde as células B iniciam a proliferação. b) Algumas 

células B diferenciam-se em plasmócitos de vida curta, que dão origem ao foco extrafolicular e c) 

algumas se desenvolvem em células B de memória independentes do centro germinativo. d) 

Alternativamente, as células B ativadas podem retornar ao folículo e promover uma rápida 

proliferação para compor o centro germinativo. Na zona escura do centro germinativo, a expansão 

clonal de celular B antígeno-específicas é acompanhada por pequenas alterações do receptor de 

célula B (BCR) através da hipermutação somática. As células B que saem do ciclo celular povoam a 

zona clara, aonde a seleção por afinidade é mediada através da interação com um imunocomplexo 

sobre as células dendríticas foliculares (FDCs) e na presença de células TFH antígeno-específicas. As 

células B do centro germinativo que passaram pelo processo de maturação de afinidade podem 

entrar novamente no ciclo do centro germinativo.      e) Alternativamente, estas células B saem do 

centro germinativo como células B de memória f) ou como plasmócitos de vida longa, contribuindo 

para a memória sorológica. Fonte: Kurosaki, Kometani & Ise, 2015. 
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A diferenciação dos linfócitos T CD4+ em linfócitos TFH requer, principalmente, a 

indução do fator de transcrição Bcl-6, porém, outros fatores como IRF4 (do inglês, 

interferon regulatory factor 4), BATF (do inglês, basic leucine zipper transcription 

factor) e c-Maf também estão envolvidos na indução desse fenótipo (Onabajo et al., 

2013). Diversos estímulos vêm sendo descritos como importantes para a indução da 

expressão do Bcl-6, porém, as citocinas IL-6, IL-12 e IL-21 parecem ser as principais 

(Ma et al., 2012; Choi et al., 2013a; Schmitt et al., 2013). Estudos in vivo e in vitro 

mostraram que na ausência de IL-6, a diferenciação em linfócitos TFH é 

comprometida (Eto et al., 2011; Choi et al., 2013b). A IL-6 pode ser secretada por 

DCs convencionais, DCs foliculares e por linfócitos B ativados (Tangy et al., 2013). A 

IL-6 juntamente com a IL-12 ativa os STAT-1 e -3 que, juntos, induzem a expressão 

do Bcl-6 (Ma et al., 2012; Choi et al., 2013a; Schmitt et al., 2013). Já a IL-21 é capaz 

de ativar principalmente o STAT-3 e, de forma mais branda, o STAT-1; promovendo 

a expressão do Bcl-6 e também o aumento da expressão de c-Maf (Pallikkuth et al., 

2012). Além das citocinas IL-6, IL-12 e IL-21, a interação célula-célula é importante 

para a indução dos fatores de transcrição. A interação entre ICOS e seu ligante 

(ICOSL), presente nos linfócitos B, induz a produção de IL-21 pelas células TFH 

(Paulos et al., 2010; Bentebibel et al., 2011) e é necessária para manter a expressão 

do Bcl-6 (Choi et al., 2011). Uma vez expresso, o Bcl-6 reprime fatores de 

transcrição, como o Blimp-1 (do inglês, B lymphocyte-induced maturation protein-1), 

que induzem a diferenciação de outros fenótipos de linfócitos T CD4+, assim como 

regula a expressão de CXCR5, CCR7, PD-1 e ICOS (Choi et al., 2011; Kroenke et 

al., 2012). 

Classicamente, a função dos linfócitos TFH é de promover e sustentar a 

resposta imune humoral por auxiliar os linfócitos B nos folículos dos orgãos linfoides 

secundários (Figura 4). Portanto, a alta expressão do CXCR5 associada à baixa 

expressão do CCR7 permite que os linfócitos T CD4+ migrem, seguindo um 

gradiente de concentração formado pela quimiocina CXCL13, para os centros 

germinativos, que são estruturas localizadas nos órgãos linfoides secundários 

caracterizadas pela intensa proliferação e diferenciação de linfócitos B (Crotty, 

2011). 

Uma vez diferenciados, os linfócitos TFH auxiliam na formação dos centros 

germinativos através de sinais necessários para a proliferação e sobrevivência dos 

linfócitos B (Tangy et al., 2013; Crotty, 2011). Esses sinais são fornecidos, em nível 
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das células TFH, pela expressão de moléculas de superfície, como ICOS e o ligante 

do CD40 (CD40L/CD154) (Ma & Deenick, 2014), e pela produção de IL-21 e IL-4 

(Pallikkuth et al., 2012). A IL-21 induz a expressão de Bcl-6 nos linfócitos B, 

permitindo a maturação dessas células e a sua diferenciação em plasmócitos 

secretores de anticorpos e em células B de memória (Pallikkuth, 2012; Crotty, 2011). 

A IL-4 promove a sobrevivência dos linfócitos B, prevenindo a apoptose (Crotty, 

2011; Yusuf et al., 2010). Os linfócitos TFH também são importantes para os 

processos de hipermutação somática, maturação de afinidade e troca de classe de 

cadeia pesada do anticorpo (Tangy et al., 2013; Crotty, 2011; Shulman et al., 2013). 

Nesse sentido, com a ajuda de sinais cognitivos e solúveis provindos das células 

TFH, outras classes de anticorpos além de IgM são produzidas, contendo nas regiões 

variáveis mutações pontuais que culminam com o aumento da afinidade de 

reconhecimento do anticorpo contra o antígeno. Consequentemente, quanto maior a 

afinidade, maior a capacidade dessa molécula em neutralizar antígenos.  

A produção de anticorpos neutralizantes é necessária tanto para o 

desenvolvimento de uma imunidade protetora contra doenças infecciosas, como 

para o sucesso de diversas vacinas (Tangy et al., 2013). Portanto, o estudo da 

biologia dessas células é fundamental, pois os resultados podem impactar no 

desenho de futuras estratégias de vacinas contra diferentes agentes infecciosos, 

assim como em sua modulação no contexto de doenças autoimunes mediadas por 

autoanticorpos. Entretanto, por questões éticas, acessá-las nos órgãos linfoides 

secundários é muito difícil. Felizmente, um estudo realizado por Locci e 

colaboradores (2013) identificou, em pacientes infectados pelo vírus da 

imunodeficiência humana (HIV, do inglês Human Immunodeficiency Virus)-1, uma 

população de linfócitos T CD4+ de memória no sangue periférico, com 

características semelhantes às células TFH localizadas nos centros germinativos dos 

tecidos linfoides secundários. Neste estudo em questão, essa população foi 

caracterizada fenotipicamente como sendo CD4+ CXCR5+ CXCR3- PD-1+ e a 

frequência dessas células no sangue periférico foi diretamente relacionada à 

capacidade do paciente em produzir IgG neutralizantes contra diferentes isolados do 

HIV-1.  

Alguns estudos mais recentes têm demonstrado que, de fato, uma vez 

diferenciadas em células TFH e auxiliando as células B nos centros germinativos, as 

células TFH podem sair do folículo secundário e (a) transitar pelos folículos vizinhos, 
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(Shulman et al., 2013), ou (b) diminuir a expressão de Bcl-6 e passar a compor o 

pool de células T de memória circulantes (Kitano et al., 2011; Shulman et al., 2013). 

Fenotipicamente, essas células TFH de memória circulantes têm sido identificadas 

como sendo CD45RO+ CXCR5+ (Bossaller et al., 2006). Células T CD4+ CXCR5+ 

circulantes têm mostrado capacidade em auxiliar as células B, pelo menos em parte, 

por secretar grandes quantidades de IL-21 e IL-10 (Chevalier et al., 2011; Morita et 

al., 2011; Bentebibel et al., 2013). Ademais, a expressão de ICOS e PD-1 (Simpson 

et al., 2010; Tsai & Yu, 2014), associada à marcação com CCR6 e/ou CXCR3 

(Morita et al., 2011), tem ajudado a identificar as células TFH periféricas mais 

funcionais. 

Esses achados nos fornecem, portanto, ferramentas experimentais que 

possibilitam o estudo da biologia das células TFH em diferentes contextos, como por 

exemplo, durante a gestação, aonde sabidamente a resposta imune humoral é 

favorecida (Robinson & Klein, 2012). 

 

Figura 4: Auxílio das células TFH às células B em diferentes fases da resposta imune humoral. 

Com o objetivo de simplificar, apenas alguns exemplos de fatores de transcrição, sinais cognitivos 

(moléculas de superfície) e solúveis (citocinas) importantes em cada processo da ativação das células 

B estão evidenciados na figura. Fonte: Adaptado de Crotty, 2015 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4223692/#R101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4223692/#R61
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4223692/#R101
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1.3 Imunomodulação materna no ciclo gestatório  

 

Durante a gestação, o feto, por ser semi-alogênico, deveria induzir fortes 

respostas imunes maternas, o que levaria a sua rejeição. Entretanto, múltiplos 

mecanismos moleculares e celulares evoluíram a fim de permitir o início e a 

manutenção da gestação (Hunt & Langat, 2009; Taglauer et al., 2010). Dentre eles, 

estão a diminuição da expressão de aloantígenos polimórficos na placenta e as 

alterações locais e sistêmicas na resposta imune materna durante a gravidez (de 

Mestre et al., 2010). 

 

 

   1.3.1 Eventos iniciais na concepção  

 

A resposta imune materna aos antígenos paternos inicia-se quando antígenos 

presentes no líquido seminal entram em contato com o epitélio da mucosa 

cervical/vaginal (Moldenhauer et al., 2009). Fatores solúveis contidos no sêmen 

induzem a expressão de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias pelas células 

epiteliais do cérvix e do útero (Beaman et al., 2011; Robertson et al., 1996; 

Robertson, 2005; Robertson, 2007; Sharkey et al., 2007), o que leva ao 

recrutamento de macrófagos (Jaiswal et al., 2012), DCs, granulócitos (Robertson et 

al., 1996) e linfócitos (Sharkey et al., 2012.1) que acabam por acumularem-se neste 

sítio anatômico por dias (Robertson et al., 1996; Sharkey et al., 2012).  

No entanto, a indução e a manutenção das respostas inflamatórias maternas 

contra os antígenos seminais paternos são incompatíveis com a manutenção da 

fertilidade, já que o concepto expressa alguns alelos do complexo MHC de origem 

paterna (Trowsdale et al., 2006), além da possível expressão de antígenos de 

histocompatibilidade menores relacionados ao cromossomo sexual (H-Y), no caso 

do concepto ser um menino (Bertrams et al., 1971; Fernandez et al., 1999; Hutter & 

Dohr, 1998; Martín-Villa et al., 1996; Tafuri et al., 1995; Thaler et al, 1989; Zhou & 

Mellor, 1998). Logo, uma manobra para bloquear o avanço dessa resposta 

inflamatória é a presença, no líquido seminal, de agentes imunomoduladores, como 

a prostaglandina E2 (PGE2) e TGF-β (Robertson et al., 2002; Kelly & Critchley, 

1997).  
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A PGE2 é abundante no sêmen humano (Robertson et al., 2002) e, dando 

continuidade à fertilização e ao desenvolvimento inicial do concepto, exerce um 

papel importante na mobilidade do embrião, na sua implantação e na função 

placentária (Klein, 2015). O TGF-β é sintetizado em altos níveis na forma latente e é 

ativado após a ejaculação (Tremellen, 1998). Apesar de sua conhecida função 

imunossupressora, no líquido seminal, o TGF-β contribui para desencadear a 

resposta das células cervicais ao sêmen, atuando através da via de sinalização 

convencional do TGF-β para induzir a expressão do fator estimulador de colônia de 

granulócitos e macrófagos (GM-CSF, do inglês Granulocyte-Macrophage Colony-

Stimulating Factor) e IL-6, duas citocinas com funções-chave no estabelecimento da 

gravidez (Sharkey et al., 2012b). Estudos mostraram que uma redução da expressão 

da IL-6 nos tecidos reprodutivos femininos está relacionada ao aborto espontâneo 

precoce (Jasper et al., 2007; Von Wolff et al., 2000) e determinou o GM-CSF como 

fator-chave na regulação da fertilidade, através das suas ações nas DCs do trato 

reprodutivo e no desenvolvimento do embrião (Robertson, 2007).  

Acredita-se que o intenso recrutamento de monócitos para o útero gravídico 

induzido pelo GM-CSF e IL-6 ajude na eliminação de resíduos potencialmente 

deletérios à gestação gerados durante os processos de nidação e invasão do 

blastocisto (Moldenhauer et al., 2009; Robertson, 2005; Robertson et al., 2009a; 

Robertson et al., 2009b). Entretanto, no curso natural da gestação, eventos 

inflamatórios maternos devem ser atenuados para que o desenvolvimento do 

concepto possa ocorrer. Esse evento pode ter início precoce com a presença de 

TFG-β e IL-10 no líquido seminal (Denison et al., 1999). 

   1.3.2 Imunomodulação materna pelos hormônios gestacionais 

Os hormônios gestacionais exercem diferentes efeitos sobre o sistema imune, 

possuindo ações pró-inflamatórias ou imunorreguladoras, dependendo da 

concentração (Cutolo et al., 2004; Grossman, 1984) (Figura 5). 

Durante a gravidez, a gonadotrofina coriônica humana (hCG) é inicialmente 

produzida pelo blastocisto, 6 a 8 dias após a fertilização (Bonduele et al., 1988; 

Lopata & Hay, 1989) e depois, pelo sinciciotrofoblasto (Hoshina et al., 1985). Uma 

das funções do hCG é elevar a produção de progesterona (Chen et al., 2011). Os 

níveis de hCG aumentam no primeiro trimestre de gravidez e diminuem para 10% 
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dos valores de pico durante o segundo e terceiro trimestres (Healy, 1987). É 

amplamente conhecido que a hCG tem propriedades imunomoduladoras, reduzindo, 

por exemplo, a proliferação e produção de citocinas inflamatórias pelas células 

T (Kaye & Jones, 1971; Adcock et al., 1973; Han, 1974) e linfócitos B (Hammarströn 

et al., 1979) em resposta a diferentes estímulos. Estudos mais recentes têm 

sugerido que os efeitos supressores do hCG sobre os linfócitos efetores devem ser 

preferencialmente indiretos, através do favorecimento da expansão das células Treg 

(Bansal et al, 2012). 

Com relação ao estradiol-17β (E2), o estrogênio mais potente, as 

concentrações séricas aumentam, em média, de 10 ρM para 40 ƞM durante a 

gravidez (Hirano et al., 2007). Dependendo da sua concentração, o E2 pode exercer 

um efeito pró-inflamatório ou anti-inflamatório (Straub, 2007; Van Vollenhoven & 

McGuire, 1994). Em níveis basais, o E2, induz a produção e secreção de citocinas 

pró-inflamatórias (TNF-α, IL-6 e IL-1β), inibe a produção e secreção de citocinas 

anti-inflamatórias (IL-10 e TGF-β), aumenta a migração de leucócitos para o local da 

inflamação (Straub, 2007), além de sua expansão clonal (Wong et al., 2012).  

Em nítido contraste, em níveis elevados - como na gravidez - o E2 inibe a 

resposta imunitária celular e diminui a expressão de vários marcadores de ativação 

(Hel et al., 2010). Neste caso, o E2 inibe a produção de TNF-α, IL-6 e IL-1β pelas 

células T, macrófagos e DCs (Hel et al., 2010), e induz a produção de IL-10 e TGF-

β, resultando em um efeito imunossupressor (Luo et al., 2011; Zang et al., 2002). 

Nesse microambiente, elevados níveis de estrogênio favorece a expansão das DCs 

que expressam a enzima IDO (Liu et al., 2002; Uemura et al., 2008; Xiao et al., 

2004). De fato, a enzima IDO, por induzir uma depleção do aminoácido triptofano, é 

conhecida por inibir a produção de IL-12 e, consequentemente, a diferenciação das 

células T CD4+ (Steckel et al., 2003). Sendo assim, as DCs IDO+ têm um papel 

importante na inibição da função das células T potencialmente embriotóxicas (Ito et 

al., 2002). Além desses efeitos diretos, elevados níveis de E2 pode atenuar a 

migração de diferentes leucócitos por reduzir a expressão de moléculas de adesão, 

tais como a molécula de adesão intercelular 1 (ICAM-1, do inglês Intercellular 

Adhesion Molecule 1 ou CD54), E-selectinas, e molécula de adesão celular vascular 

1 (VCAM-1, do inglês Vascular Cell Adhesion Molecule 1 ou CD106) no endotélio 

vascular da decídua (Hel et al., 2010).  
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Figura 5: Resumo da imunomodulação materna em decorrência dos hormônios gestacionais. 

Mudanças nas concentrações de hormônios levam a mudanças imunológicas durante a gestação. 

Durante os três trimestres da gestação, há uma alteração no equilíbrio das respostas pró-

inflamatórias e anti-inflamatórias. No terceiro trimestre, respostas anti-inflamatórias são elevadas e 

respostas inflamatórias, reduzidas. A) Propriedades imunomodulatórias dos hormônios gestacionais 

estrogênio e progesterona que têm suas concentrações mais elevadas durante o terceiro trimestre da 

gestação. Dias antes que antecedem o parto, os níveis de marcadores reguladores começam a cair 

junto com os níveis de progesterona e estrogênio. Nesse momento, o resgate dos eventos 

inflamatórios maternos devem ajudar no preparo do útero para o parto. B) Alguns eventos 

imunológicos na interface materno-fetal e sistemicamente. Fonte: Patas et al., 2013. 
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Por outro lado, em elevados níveis, o E2 também eleva a produção de anticorpos 

por linfócitos B de memória (Kanda & Tamaki, 1999), potencializando a resposta 

imune humoral na gestação. 

Finalmente, a progesterona, que é naturalmente produzida no ovário e na 

placenta, eleva-se linearmente com o tempo de gestação (Stites & Siiteri, 1983). Os 

efeitos da progesterona sobre o sistema imune são classicamente 

imunossupressores (Szekeres-Bartho, 2009). A progesterona diminui a migração de 

células NK (Sentman et al., 2004), linfócitos e macrófagos (Hel et al.,2010 ), além de 

atenuar a capacidade proliferativa dos linfócitos no trato genital feminino (Whitelaw & 

Croy, 1996; Inoue, 1996). Ademais, esse hormônio inibe as atividades líticas e a 

produção de IFN- pelas células NK (Arruvito et al., 2008) e pelas células T CD8+ 

citolíticas. Ao inibir a produção de IFN-, a progesterona reduz respostas típicas do 

fenótipo Th1, e, consequentemente, compromete a função microbicida exercida 

pelos macrófagos (Clemens et al., 1979; Mannel et al., 1990; Piccinni et al., 1995; 

Hughes et al., 2013). Por outro lado, em elevadas concentrações, as citocinas pró-

inflamatórias podem regular negativamente a secreção de progesterona pelo 

trofoblasto da placenta e do corpo lúteo (Feinberg, 1994; Pedersen et al., 1994; 

Best, 1995) podendo, assim, comprometer o desenvolvimento do concepto por 

favorecer a expansão de células T embriotóxicas. 

 

   1.3.3 Células T e a interface materno-fetal 

Numerosas células imunes estão presentes no endométrio, e todas elas 

contribuem, à sua maneira, no estabelecimento da gravidez. No entanto, para evitar 

a rejeição do embrião, suas atividades devem ser controladas in situ por diferentes 

eventos humorais e hormonais. Na decídua do primeiro trimestre, a população de 

células imunes maternas é dominada por células assassinas naturais uterinas (uNK, 

do inglês uterine Natural Killer) não citotóxicas, imunomoduladoras e reguladoras do 

trofoblasto (King, 2000; Starkey et al., 1988). Ademais, um abundante número de 

macrófagos maternos com um fenótipo alternativo, conhecidos como M2, tem sido 

associado ao sucesso da gestação (Gustafsson et al., 2008). Apesar de 

representarem uma população minoritária no útero gravídico, as células T, sob a 
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influência dos hormônios gestacionais, desempenham uma função-chave na 

regulação da resposta imune na interface materno-fetal (Trundley & Moffett, 2004). 

Nesse sentido, há mais de 50 anos, Medawar e colaboradores propuseram pela 

primeira vez a existência de mecanismos de regulação mediados pelas células T 

que suprimem o sistema imunitário materno (Billington, 2003; Medawar, 1953). Após 

a descoberta da dicotomia funcional das células T auxiliares, na década de 1980, 

por vários anos a tolerância materna aos aloantígenos fetais foi explorada no 

contexto do eixo Th1/Th2, sendo protetoras ao feto as citocinas liberadas pelas 

células Th2, por anular a resposta imunitária materna do tipo Th1, que seria 

responsável pelo aborto (Raghupathy, 1997; Wegmann et al., 1993). No entanto, 

esta explicação se tornou insuficiente e agora, o paradigma Th1/Th2 foi expandido 

para o paradigma Th1/Th2/Th17/Treg (Saito, 2010). 

Na dinâmica das citocinas, acredita-se que citocinas inflamatórias são 

necessárias em várias fases da gravidez, em particular, durante o período inicial da 

implantação (Wilcznski, 2005). Neste período, as citocinas, tais como IL-1 e TNF-α, 

tornam o estabelecimento da gravidez possível, estimulando, por exemplo, a 

produção de fator inibidor de leucemia (LIF, do inglês Leukemia Inhibitory Factor) ou 

aumentando a angiogênese. No entanto, níveis excessivos dessas citocinas e do 

IFN-, produzidos pelas células Th1, são deletérios para o sucesso da gravidez 

(Kwak et al., 2014). 

Outro fenótipo inflamatório de células T que tem sido implicado no curso da 

gestação é o Th17 (Pongcharoen, 2009). Em muitas mulheres que sofrem abortos 

espontâneos recorrentes, uma elevada frequência de células Th17 tem sido 

detectada no sangue periférico e na decídua, seguindo a interrupção da gestação 

(Saito, 2010; Wang et al., 2010). 

Por outro lado, apesar de estudos em camundongos terem relatado o papel 

protetor da imunidade do tipo Th2 na gravidez (Piccinni et al., 1998; Saito,2000; 

Wegmann, 1993), em humanos, IL-4 e IL-5 não parecem ser críticas para o 

desenvolvimento bem sucedido da gestação (Saito, 2010). Entretanto, parece 

menos questionável o papel das citocinas anti-inflamatórias no sucesso da gestação 

(Guerin et al., 2009). Acreditamos que os achados contraditórios sobre o 

envolvimento das citocinas típicas Th2 no sucesso da gestação em camundongos 

(Piccinni et al., 1998; Saito,2000; Wegmann, 1993) deva-se a capacidade de células 
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Th2 murinas de produzirem IL-10, uma importante citocina anti-inflamatória 

produzida em grandes quantidades pelas células Treg humanas (Rubtsov, 2008). 

Nesse sentido, as células Treg estão envolvidas na tolerância fetal e, a enzima 

heme oxigenase-1 (HO-1), uma molécula produzida diretamente na interface 

materno-fetal, parece estar envolvida na geração dessas células no útero gravídico 

(Sollwedell et al., 2005). Ademais, o líquido seminal e os espermatozoides 

promovem a indução, a expansão e a atividade regulatória das células Treg 

(Robertson et al., 2009; Guerin et al., 2011; Balandya et al., 2012; Liu et al., 2013; 

Teles et al., 2013). Em humanos, diversos estudos mostram um aumento da 

frequência dessas células no sangue periférico durante o primeiro e o segundo 

trimestre da gestação (Heikinenn et al., 2004; Xiong et al., 2013). Entretanto, no 

terceiro trimestre, os níveis de Treg começam a diminuir (Seol et al., 2008). 

Apesar dos efeitos predominantemente imunossupressores exercidos pelos 

hormônios da gestação, classicamente a produção de anticorpos pelas células B de 

memória é amplificado nas gestantes e esse fenômeno pode estar relacionado aos 

efeitos dos hormônios gestacionais em favorecer a expansão das células TFH em 

detrimento de uma redução na fração de células T efetoras relacionados aos 

fenótipos Th1, Th2 e Th17. Entretanto, estudos sobre o impacto dos eventos 

relacionados à gestação na frequência e função das TFH estão faltando. Esse tipo de 

estudo pode fornecer novas e valiosas informações sobre os mecanismos pelos 

quais a gestação modula a imunidade adaptativa materna. Além disso, pode 

impactar no desenho de futuras estratégias de vacinas contra diferentes agentes 

infecciosos, assim como em sua modulação no contexto de doenças autoimunes 

mediadas por autoanticorpos.  
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2. OBJETIVO 

2.1 Geral 

 

Avaliar o impacto da gestação na frequência e função das células T auxiliares 

foliculares (TFH) circulantes e sua relação com a concentração de hormônios 

gestacionais e a produção de anticorpos IgG específicos contra citomegalovírus 

(CMV) e contra o antígeno de superfície do vírus da hepatite B (HBs). 

 

2.2 Específicos 

 

 Determinar a frequência das células TFH no sangue periférico de mulheres 

saudáveis, grávidas ou não. 

 

 Estudar o impacto da gestação no perfil de citocinas produzido pelas células 

TFH. 

 

 Correlacionar a frequência das células TFH com a produção de hormônios 

gestacionais. 

 

 Correlacionar a frequência das células TFH com a produção de anticorpos IgG 

contra CMV e HBs. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

   3.1 Pacientes 

 

Para o estudo, 30 gestantes (20 a 33 anos de idade) saudáveis, no último 

trimestre da gestação, foram recrutadas do Instituto Fernandes Figueira (Fiocruz/RJ) 

e do Centro de Pesquisa em Imunologia Aplicada da Universidade da Califórnia (UC/ 

Irvine). Como controle para os eventos imunes relacionados à gravidez, 30 mulheres 

não grávidas saudáveis (idade entre 20 a 32 anos) foram recrutadas na 

Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO) e na UC/Irvine. Para o 

nosso estudo, foram excluídas mulheres portadoras de doenças autoimunes e 

neoplasias, tabagistas, imunodeprimidas ou usuárias de substâncias ilícitas. 

Ademais, nenhuma paciente incluída em nosso estudo apresentava alguma 

indicação clínica ou sorológica de infecção por influenza, HCV, HBV e HIV-1/2. 

No Brasil, o estudo foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa do Hospital 

Universitário Gaffrée e Guinle (HUGG/UNIRIO) (Anexo 01) e as amostras só foram 

colhidas após cada participante ter dado seu consentimento oral e por escrito, 

através da assinatura do consentimento livre e esclarecido (Anexo 02). Na UC/Irvine, 

as coletas das amostras seguiram as normas locais vigentes para a aprovação do 

estudo.  

 

 

3.2  Obtenção e estimulação das células do sangue periférico ex vivo 

 

Amostras de 10 mL de sangue periférico foram colhidas de todas as mulheres 

avaliadas neste estudo, através da utilização de agulhas e tubo estéreis contendo 

heparina (BD Vacutainer, Franklin Lakes, NY). Alíquotas de 2 mL do sangue 

periférico total foram mantidas em placas de 24 poços de fundo chato, na ausência 

(poços controles) e na presença de acetato miristato de forbol (PMA; Sigma-Aldrich) 

a 20 ng/mL e Ionomicina (IO; Sigma-Aldrich) a 600 ng/mL (poços ativados). Para 

otimizar a marcação intracelular de citocinas, todas as amostras foram mantidas na 

presença de brefeldina A (10 μg/mL; Sigma-Aldrich). As placas foram incubadas por 

4 horas à 37°C em atmosfera úmida com 5% de CO2. Para a avaliação dos níveis 
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sistêmicos dos hormônios gestacionais (progesterona e estrogênio) e dos títulos de 

IgG (anti-CMV e anti-HBs), o volume restante de sangue colhido, 6 mL, foi 

submetido a centrifugação em 1500 rpm por 5 minutos e os plasmas foram 

congelados a -20ºC até o momento de uso. 

 

3.3 Análise Fenotípica por Citometria de Fluxo 

  

Para identificar diferentes fenótipos de células T CD4+, as amostras, ativadas 

ou não, foram submetidas à citometria de fluxo após marcação com diferentes 

combinações de anticorpos monoclonais (mAbs) fluoreceínados (BioLegend, San 

Diego, CA, USA). Para tanto, 4 horas após incubação, 200 L das amostras de 

sangue foram marcadas com mAbs anti-CD3-PE, anti-CD4-FITC/PECy7, anti-

CD45RO-PE-Cy7, anti-CXCR3-PE/PECy7, anti-CXCR5-PECy7/PE/APC, anti-ICOS-

PerCP e anti-PD1-APC, por 20 minutos à temperatura ambiente e protegidos da luz. 

Terminado o tempo de incubação, a suspensão celular foi submetida tanto à lise das 

hemácias quanto à fixação através da incubação do sangue total com solução de 

lise/fixação (eBioscience) por 10 minutos, sob proteção da luz. As células foram 

lavadas duas vezes com solução de PBS suplementado com 1% de soro fetal 

bovino (SFB) e permeabilizadas, utilizando a solução Cytofix/Cytoperm (BD 

Pharmigen, San Diego, CA) a 4°C por 20 minutos, sob proteção da luz. Para 

determinar a frequência de células produtoras de citocinas, as células foram lavadas 

(PBS com 1% SFB) e submetidas à marcação intracelular a 4°C por 20 minutos 

usando mAbs anti-IL-21-PE/APC, anti-IFN--PE/APC, anti-IL-10-FITC/APC, anti-IL-

17-PECy7, anti-IL-4-APC e anti-IL-6-PE. As células foram lavadas novamente com 

PBS suplementado com 1% de SFB e posteriormente submetidas à análise por 

citometria de fluxo. Para as nossas análises, 100.000 eventos foram adquiridos 

usando os citômetro Accuri C6 (Accuri™, Ann Arbor, MI, USA) ou FACS LRS II 

Fortessa (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) e os dados foram analisados 

através dos softwares Cflow (Accuri™, Ann Arbor, MI, USA) e ©FlowJo. Os linfócitos 

foram determinados através dos padrões de tamanho e granulosidade após a 

exclusão de células mortas e débris. 
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3.4 Dosagem de estrogênio e de progesterona 

 

A dosagem de hormônios gestacionais foi realizada através do ensaio 

imunoenzimático ELISA (do inglês, Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), a partir 

das amostras do plasma de mulheres participantes do estudo. A dosagem de 

estrogênio foi realizada com o uso do kit Abcam´s Estradiol E2 in vitro competitive 

ELISA, de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante. Resumidamente, 25 µL 

das amostras de plasma foram adicionadas aos poços em uma placa de 96 poços 

de fundo chato contendo anticorpo IgG de coelho anti-estradiol acompanhada com o 

kit. Em seguida, foram adicionados 100 µL do estradiol conjugado com horseradish 

peroxidase (HRP) e 50 µL do reagente de coelho anti-estradiol. A placa foi coberta e 

incubada a temperatura ambiente por 90 minutos. Os poços foram lavados por cinco 

vezes com 300 µL de água destilada. Após a remoção do excesso de líquido, foram 

adicionados 100 µL do reagente TMB (3,3,,5,5’-tetrametilbenzidina) para posterior 

incubação a temperatura ambiente por 20 minutos, sob a proteção da luz. A reação 

foi revelada após a adição de uma solução de parada (ácido fosfórico à 1 M). 

Quanto maior a concentração de E2, maior é a obsorbância, logo, menor é a 

transmitância (luz não desviada/dispersada). Sendo assim, a intensidade, que é 

inversamente proporcional à quantidade de estradiol E2 na amostra, foi medida a 

450 nm de comprimento de onda. As concentrações de estrogênio nas amostras 

testes foram obtidas usando uma curva-padrão com reagentes fornecidos pelo 

fabricante. 

Já a dosagem de progesterona foi realizada com o uso do kit Abcam´s 

Progesterone in vitro competitive ELISA. Neste protocolo, 20 µL das amostras foram 

adicionados a cada poço de uma placa de 96 poços do kit contendo anticorpo 

primário anti-progesterona. Além disso, foram adicionados 200 µL do conjugado 

progesterona-HRP. Após 1 hora de incubação a 3°C sob proteção da luz, todos os 

poços foram lavados por 3 vezes com solução de lavagem (exclusiva do kit). Após a 

remoção total de líquido na placa, foram adicionados 100 µL da solução do substrato 

TMB. Após 15 minutos de incubação à temperatura ambiente no escuro, a reação foi 

revelada após da adição de 100 µL da solução de parada (ácido fosfórico à 1 M). A 

intensidade é inversamente proporcional à quantidade de progesterona nas 

amostras e as placas foram lidas a 450 nm de comprimento de onda. As 
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concentrações de progesterona nas amostras testes foram obtidas usando uma 

curva-padrão com reagentes fornecidos pelo fabricante. 

 

3.5 Dosagem de anticorpos IgG anti-CMV e anti-HBs 

 

A dosagem plasmática de anticorpos IgG anti-CMV foi realizada através do kit 

Abcam´s anti-Cytomegalovírus (CMV) IgG Human in vitro ELISA, de acordo com o 

protocolo descrito pelo fabricante. Resumidamente, 100 L das amostras foram 

adicionados aos poços de uma placa de 96 poços de fundo chato previamente 

sensibilizados com antígenos do CMV e submetidos à incubação por 60 minutos a 

37°C em câmara úmida. Depois da incubação, os poços foram lavados 4 vezes com 

300 L de solução de lavagem. Em seguida, 100 L do anticorpo anti-IgG humano 

conjugado com HRP foram adicionados aos poços e incubados por 30 minutos a 

37°C em câmara úmida. Os poços foram lavados 4 vezes com 300 L de solução de 

lavagem. Em seguida, foram adicionados 100 l de solução de substrato TMB e 

submetidos à incubação por 30 minutos a 37°C em câmara úmida. Por fim, 100 L 

da solução de parada foram adicionadas. A densidade da coloração amarela é 

diretamente proporcional a quantidade de IgG anti-CMV nas amostras. A leitura foi 

feita por densidade ótica a 405 nm por 60 minutos e as concentrações de IgG anti-

CMV nas amostras testes foram obtidas usando uma curva-padrão com reagentes 

fornecidos pelo fabricante. 

Já a dosagem de anticorpos IgG anti-HBs foi realizada através do kit BIOLISA 

anti-HBs da Bioclin, de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante. Para a 

detecção de anticorpos, foram adicionados 50 µL das amostras em uma microplaca 

revestida com HBs recombinante. Além disso, foram acrescentados 50 µL do 

anticorpo anti-IgG humano ligado a peroxidase. Após 1 hora de incubação a 37ºC 

sob proteção da luz, foram feitos 8 ciclos de lavagens com 350 µL de solução de 

lavagem (exclusiva do kit). Após a remoção total de líquido na placa, foram 

adicionados 100 µL da solução de substrato TMB. Após 30 minutos de incubação 

em temperatura ambiente ao abrigo da luz, foram adicionados 100 µL de solução de 

parada (ácido sulfúrico a 1M).  As placas foram lidas a 450 nm de absorbância por 

até 30 minutos. As concentrações de IgG anti-HBs nas amostras testes foram 

obtidas usando uma curva-padrão com reagentes fornecidos pelo fabricante. 
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3.6 Análises estatísticas 

 

Todas as análises estatísticas foram realizadas através do programa de gráfico 

GraphPad Prism versão 5.0 para Windows (GraphPad software). O teste 

paramétrico t de Student e o teste não paramétrico de Mann-Whitney U foram 

utilizados para determinar se dois grupos eram estatisticamente diferentes para cada 

variável dada. A correlação de Pearson foi utilizada para avaliar a correlação entre 

diferentes eventos imunológicos estudados. A significância em todos os 

experimentos foi definida como p<0,05. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Impacto da gestação na frequência das células TFH de memória 

coexpressando os marcadores PD-1 e ICOS 

 

A frequência das células TFH de memória circulantes (CD4+ CDR45RO+ 

CXCR5+) foi avaliada em gestantes e não gestantes, de acordo com a expressão 

dos marcadores superficiais ICOS e PD-1 (Figura 6). Inicialmente, como 

demonstrado na figura 7A, a frequência de células T CD4+ CDR45RO+ CXCR5+ foi 

significativamente superior nas amostras obtidas das gestantes saudáveis no último 

trimestre. Ademais, apesar de representarem uma fração minoritária, a frequência 

dessas células capazes de coexpressarem PD-1 e ICOS foi maior nas gestantes 

(Figuras 7B e 7C). 

 

 

 

 

 

 

 

                             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Estratégia de confinamento das células T CD4+ CD45RO+ CXCR5+ ICOS+ PD-1+. 

Dotplots representativos das estratégias de confinamento para a identificação de células T CD4+ 

CD45RO+ CXCR5+ de acordo com a expressão de ICOS e PD-1 em diferentes combinações, usando 

o software FlowJo. 
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Figura 7: Impacto da gestação na frequência das células T CD4+ CXCR5+ CD45RO+ PD-1+ ICOS+ 

periféricas. Amostras de sangue periférico de mulheres saudáveis grávidas (G [n=10]) ou não (NG 

[n=10]), foram submetidas à marcação superficial com os mAbs contra os marcadores CD4, CXCR5, 

CD45RO, ICOS e PD-1. A frequência das células TFH foi avaliada através do citômetro de fluxo FACS 

LSRFortessa. As frequências médias de cada subpopulação (A-C) foram comparadas entre os dois 

grupos estudados e intra-grupo e os valores de p estão indicados na figura. 

 

4.2  Impacto da gestação na frequência das células TFH coexpressando os 

marcadores CXCR3 e PD-1  

 

Em nosso presente estudo, seguindo as estratégias de confinamento (Figura 8) 

baseadas no trabalho de Locci e colaboradores (2013), a gestação favoreceu a 

expansão de células T CD4+ CXCR5+ coexpressando, ou não, o marcador CXCR3 

(Figura 9A). Por outro lado, uma redução na frequência das células T CD4+ CXCR5- 

CXCR3+ foi documentada nas gestantes (Figura 9A). Nenhuma diferença 
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significativa na frequência das células T CD4+ CXCR5- CXCR3- foi encontrada entre 

os grupos estudados (Figura 9A). 

Em seguida, nós avaliamos o padrão de expressão do marcador PD-1 nas 

células T CD4+ de acordo com a expressão de CXCR5 e CXCR3 (Figura 9B). Em 

nosso estudo, a expressão de PD-1 foi particularmente observada nas células T 

CD4+ que coexpressavam CXCR5 e CXCR3, em ambos os grupos. Ademais, a 

gravidez aumentou significativamente a frequência dessas células T. Quanto aos 

demais subtipos de células T CD4+, a expressão de PD-1 foi inferior e sem diferença 

significativa entre os grupos estudados (Figura 9B).  

 

 

 

Figura 8. Estratégia de confinamento das células T CD4+ CXCR5+ CXCR3+ PD-1+. Dot plots 

representativos mostrando a identificação das células T CD4+ de acordo com a expressão de CXCR3, 

CXCR5 e PD-1 em diferentes combinações, usando o software CFlow. 
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Figura 9: Impacto da gestação na frequência das células T CD4+ CXCR5+ CXCR3+ PD-1+. 

Amostras de sangue periférico de mulheres saudáveis grávidas (G [n=19]) ou não (NG [n=19]) foram 

submetidas à marcação superficial com mAbs contra os marcadores CD4, CXCR5, CXCR3 e PD-1. A 

avaliação da frequência das células TFH foi feita através do citômetro de fluxo Accuri C6. Os 

resultados estão representados como média ± desvio-padrão e os valores de p estão presentes na 

figura. 

 

  

   4.3 Impacto da gestação no perfil de citocinas secretado pelas células TFH 

periféricas  

 

A capacidade das células TFH em favorecer a resposta imune humoral de alta 

eficiência depende não apenas de interações cognitivas entre esses linfócitos com 

as células B, como também da liberação de determinadas citocinas (Vinuesa et al., 

2016). Diante disso, nosso próximo passo foi avaliar a capacidade das células 

TCD4+ CXCR5+ coexpressando, ou não, CXCR3 em expressar diferentes citocinas 
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(IFN-, IL-6, IL-4 IL-17, IL-21 e IL-10). A figura 10 mostra as estratégias utilizadas 

pelo nosso grupo para identificar a produção das citocinas por estes subtipos 

celulares. 

Como pode ser observada na figura 11 (A-F), a produção de todas essas 

citocinas foi principalmente confinada nas células T CD4+ CXCR5+ CXCR3+ em 

ambos os grupos estudados. Além disso, a frequência dessas células positivas para 

IL-6, IL-21 e IL-10, estimuladas ou não, foi significativamente superior nas gestantes 

(Figuras 11 A, B e E). Nenhum resultado significativo foi observado com relação à 

frequência dessas células produtoras de IL-4, IL-17 e IFN- entre os dois grupos 

estudados (Figuras 11 C, D e F). 

 

 

 

Figura 10: Estratégia de confinamento das células T CD4+ CXCR5+ CXCR3+ produtoras 

de citocinas. Dot plots representativos mostrando a identificação das células T CD4+ 

produtoras de citocina (usando IL-21 e IFN- como exemplo), de acordo com a expressão de 

CXCR3 e CXCR5; através do software CFlow. 
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Figura 11: Avaliação do perfil de citocinas das células T CD4+ CXCR5+ periféricas 

coexpressando, ou não, CXCR3.  Amostras de sangue periférico de gestantes (G [n=15]) e de 

mulheres não grávidas (NG [n=15]) foram incubadas por 4 horas na ausência (meio) e na presença 

de PMA e IO (ativado). As células T CD4+ foram submetidas à marcação de superfície (CXCR5 e 

CXCR3) e intracelular para identificar a expressão de IL-6, IL-4, IL-10, IL-17, IL-21 e IFN-. A 

frequência das células TFH foi feita através do citômetro de fluxo Accuri C6. Os resultados estão 

representados como média ± desvio-padrão e os valores de p estão presentes na figura. 
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   4.4 Perfil de citocinas e a frequência de células TFH CXCR3+ periféricas de 

acordo com a expressão de PD-1 

 

Nosso próximo passo foi investigar se haveria alguma correlação entre a 

frequência de células T CD4+ totais produtoras das citocinas IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, 

IL-21 ou IFN- com a porcentagem de células T CD4+ CXCR5+ CXCR3+ de acordo 

com a expressão de PD-1. Como pode ser observado na Tabela 1, houve uma 

correlação positiva apenas entre a frequência de células T CD4+ produtoras de IL-6, 

IL-10, IL-17, IL-21 ou IFN- com a percentagem de linfócitos T CD4+ CXCR5+ 

CXCR3+. Por outro lado, não houve nenhuma correlação em se tratando de células 

T CD4+ produtoras de IL-4 com a frequência de linfócitos T CD4+ CXCR5+ CXCR3+. 

 

Tabela 1. Correlação entre a produção de citocinas e a frequência de células T CD4+ 

CXCR5+ CXCR3+ de acordo com a expressão de PD-1 

 

 % CD4+ CXCR5+CXCR3+ % CD4+ CXCR5+CXCR3+PD-1+ 

 Correlação (r) Valor de p Correlação (r) Valor de p 

% T CD4+     

IL-6 0,7346 <0,0001 0,2690 0,1663 

IL-21 0,5608 0,0019 0,2834 0,1439 

IL-4 0,3656 0,2989 0.4052 0,2454 

IFN- 0,5279 0,0007 0,3142 0,0547 

IL-17 0,4940 0,0075 0,1328 0,5071 

IL-10 0,5631 0,0018 0,3178 0,0994 

 

A tabela mostra a correlação entre a frequência de células T CD4+ CXCR5+ CXCR3+ de acordo 

com a expressão de PD-1, com a porcentagem de células T CD4+ totais produtoras de 

diferentes citocinas. Amostras de todas as mulheres do estudo foram incluídas nesta análise. A 

correlação de Pearson foi aplicada e os valores de p estão indicados na tabela. Os valores de p 

significativos estão destacados em negrito.  
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   4.5 Frequência de células TFH CXCR3+ periféricas e a produção de anticorpos 

IgG 

 

Para analisar, mesmo que de forma indireta, a relação entre a frequência das 

células T CD4+ CXCR3+ CXCR5+ e das células T CD4+ CXCR3+ CXCR5+ PD-1+ com 

a produção de anticorpos, os plasmas das mulheres - grávidas ou não - foram 

submetidas à dosagem de IgG anti-CMV e anti-HBs. É importante informar que 

nenhuma das amostras testadas tinha IgM para CMV e para diferentes antígenos do 

vírus HBV. Em contraste, >75% das mulheres estudadas tinham IgG positiva para 

CMV e em torno de 86% para HBs. 

Nossos resultados demonstraram uma correlação direta significativa entre a 

frequência de ambos os grupos celulares estudados e a concentração de IgG anti-

CMV (Figura 12A). Entretanto, com relação aos títulos de anticorpos IgG anti-HBs 

(Figura 12B), observamos uma correlação positiva significativa somente entre a 

frequência das células T CD4+ CXCR5+ CXCR3+ PD-1+. 
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Figura 12: Correlação entre os níveis plasmáticos de IgG anti-CMV e anti-HBs com a frequência 

de células T CD4+ CXCR5+ CXCR3+ periféricas, de acordo com a expressão de PD-1.  O plasma 

obtido de cada mulher, grávida (n=14) ou não (n=14), foi submetido à técnica ELISA para 

quantificação de IgG anti-CMV e de IgG anti-HBs. As variáveis foram submetidas a análise do 

coeficiente de correlação de Pearson e os valores de p estão indicados nas figuras. 
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   4.6 Correlação entre o perfil de citocinas de células TFH
 CXCR3+ e a produção 

de anticorpos IgG anti-CMV e HBs 

 

A capacidade de as células TFH produtoras de diferentes citocinas em se 

correlacionar com os níveis séricos de IgG anti-CMV e HBs foi investigada. 

Nossos resultados demonstraram correlações significantemente positivas entre os 

níveis séricos de CMV e a frequência das células T CD4+ CXCR3+ CXCR5+ 

produtoras das citocinas IL-6 e IL-21 (Figura 13A). Em contraste, apenas a 

frequência dessas células capazes de produzir IL-21 foi positivamente 

correlacionada aos títulos de IgG anti-HBs (Figura 13B).  

 

 

4.7 Níveis plasmáticos de hormônios gestacionais e a frequência das 

células TFH CXCR3+ periféricas de acordo com a expressão de PD-1 

 

Com o intuito de avaliar se havia uma correlação entre a frequência de células 

TFH periféricas com a concentração sistêmica de hormônios gestacionais, amostras 

de plasmas foram obtidas e submetidas à dosagem de estrogênio e progesterona. 

Como esperado, os níveis circulantes de estrogênio (2.77±1.99 ng/mL x 13.23±5,2 

ng/mL, p<0.0001) e de progesterona (3.19±2.68 ng/mL x 101.7±95.6 ng/mL, 

p<0.0001) foram maiores em gestantes, quando comparado às mulheres não 

grávidas. De modo interessante, os níveis plasmáticos de estrogênio foram 

correlacionados positivamente com a frequência de células T CD4+ CXCR5+ CXCR3+ 

e de células T CD4+ CXCR5+ CXCR3+ PD-1+ (Figura 14A). Todavia, nenhuma 

correlação significativa foi observada com relação aos níveis de progesterona e a 

porcentagem dessas células (Figura 14B). 
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Figura 13: Correlação entre os níveis plasmáticos de IgG anti-CMV e anti-HBs com a frequência 

de células T CD4+ CXCR5+ CXCR3+ periféricas secretoras de citocinas.  O plasma obtido de cada 

mulher, grávida (n=15) ou não (n=15), foi submetido à técnica ELISA para quantificação de IgG anti-

CMV e de IgG anti-HBs. As variáveis foram submetidas à análise do coeficiente de correlação de 

Pearson e os valores de p estão indicados nas figuras. 
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Figura 14: Correlação entre os níveis plasmáticos de estrogênio e progesterona com a 

frequência de células T CD4+ CXCR5+ CXCR3+ periféricas, de acordo com a expressão de PD-1. 

Amostras do plasma de mulheres (n=28) grávidas e não grávidas saudáveis foram submetidas à 

técnica de ELISA para a quantificação in vivo dos níveis de estrogênio e progesterona. Em seguida, 

foram comparados com a frequência de células T CD4+ CXCR5+ CXCR3+ e de células T CD4+ 

CXCR5+ CXCR3+ PD-1+. As variáveis foram submetidas à análise do coeficiente de correlação de 

Pearson e os valores de p estão indicados nas figuras. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Funcionalmente, os linfócitos T CD4+ são as células mais importantes do 

sistema imunológico, uma vez que regulam a função de todas as células da 

imunidade natural, bem como das células da imunidade adquirida. Dada a 

necessidade em coordenar diferentes eventos relacionados à proteção contra 

diversos patógenos e controlar complexas reações de hipersensibilidade, as células 

T CD4+ tem uma biologia funcional complexa e ainda não totalmente esclarecida. 

Apesar da diferenciação dessas células em diferentes fenótipos efetores depender 

principalmente da ação de diferentes citocinas presentes no microambiente durante 

a ativação da imunidade específica (Tangy et al., 2013), várias evidências também 

apontam para a influência de diferentes hormônios no fenótipo final da resposta 

imune mediada pelas células T CD4+ (Procaccini et al., 2015; Song & Shi, 2014). 

Enquanto a gravidez é um fenômeno conhecido em modular negativamente a 

resposta imune celular materna, um incremento na produção de anticorpos por 

células B de memória tem sido descrita nas gestantes (Kanda & Tamaki, 1999; 

Muzzio et al., 2013). Nesse sentido, alguns estudos têm demonstrado que o 

estrogênio, um dos principais hormônios envolvidos no sucesso da gestação, pode 

amplificar diretamente a resposta imune humoral (Fu et al., 2011; Grimaldi et al., 

2002; Kanda & Tamaki, 1999; Muzzio et al., 2013). Os achados apresentados aqui, 

apesar de preliminares, sugerem que esse fenômeno possa estar atrelado à 

capacidade do estrogênio em favorecer a expansão das células TFH. Até aonde 

temos conhecimento, essa correlação ainda não havia sido sugerida na literatura.  

Apesar do melhor entendimento a respeito da caracterização fenotípica das 

células TFH ser um evento recente, funcionalmente, essas células estão envolvidas 

na resposta humoral de alta eficiência, por regular positivamente vários eventos em 

nível das células B dos centros germinativos (Qi et al., 2014). Nos órgãos linfoides 

secundários, as células TFH humanas são identificadas através da alta expressão de 

Bcl-6, PD-1, ICOS, CXCR5 e pela produção de IL-21, associada à baixa expressão 

de CCR7 (Onabajo et al., 2013). Diversos estudos têm mostrado a presença de 

células TFH circulantes, que compartilham uma capacidade funcional semelhante às 

células TFH dos folículos linfoides secundários. No entanto, em contraste com as 

células TFH do centro germinativo, a expressão de Bcl-6 é ausente nas células TFH de 

memória periféricas, sugerindo que o Bcl-6 é dispensável para sua manutenção 
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(Schimitt et al., 2014). Em nosso estudo, apesar de não termos analisado a 

expressão intracelular de Bcl-6, nós observamos uma maior frequência de células T 

CD4+ CD45RO+ CXCR5+, expressando ou não o marcador PD-1, nas amostras de 

sangue periférico de gestantes. De forma interessante, a porcentagem de células T 

CD4+ CD45RO+ negativas para CXCR5 expressando PD-1 também foi superior nas 

gestantes (dados não mostrados). De fato, alguns estudos têm demonstrado uma 

maior frequência de células T PD-1+ associada a aceitação do feto e sucesso na 

gestação (Wang et al., 2016). O papel da molécula PD-1 na gestação deve estar 

relacionado à sua capacidade em inibir várias funções efetoras das células T 

ativadas quando interage com um dos seus dois ligantes, PD-L1 ou PD-L2 (Jin et al., 

2011). A expressão dessa molécula tem sido relacionada, portanto, a indução de 

tolerância imune, um fenômeno sabidamente importante no contexto da gestação. 

Na resposta imune humoral, sabe-se que a expressão de PD-1 sobre as células TFH 

age como um modulador negativo desses linfócitos, funcionando como um 

mecanismo de regulação intrínseco na produção de anticorpos (Cubas, 2013).  

Alguns estudos mostram que menos de 1% das células TFH de memória 

circulantes de indivíduos saudáveis expressam ICOS (Kim et al., 2001; Locci et al., 

2013; Bentebibel et al., 2013; Ma et al., 2009; Sallusto et al., 1998). Enquanto PD-1 

é importante na regulação negativa da atividade das células TFH no centro 

germinativo, a expressão de ICOS é essencial para a geração dessas células 

(Cubas, 2013). Em nosso estudo, frequências muito reduzidas de células T CD4+ 

CD45RO+ CXCR5+ PD-1+ expressando ICOS foram, de fato, identificadas em nossas 

amostras, mas a porcentagem desse subtipo de célula TFH foi significativamente 

maior nas amostras de sangue periférico das gestantes (0,09 ± 0,11 x 2.1 ± 1,8; 

p<0,0001). Como um aumento na frequência de células TFH circulantes ICOS+ 

parece estar relacionado com o desenvolvimento de melhores anticorpos (Tsai & Yu, 

2014), acreditamos que o incremento na frequência desse subtipo de TFH em 

gestantes deva refletir numa resposta imune humoral mais eficiente nessas 

mulheres. Para testar essa hipótese, futuros estudos baseados em co-cultura de 

células T CD4+ CXCR5+ PD-1+, coexpressando ou não ICOS+, com linfócitos B serão 

conduzidos pela nossa equipe. 

Estudo recente conduzido por Locci e colaboradores (2013) identificou as 

células TFH com melhor capacidade funcional como sendo CXCR3 negativas. Em 

nosso estudo, a gestação aumentou a frequência de células T CD4+ CXCR5+ 
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expressando ou não o marcador CXCR3, e, diferente do estudo conduzido por Locci 

e colaboradores (2013), a expressão do marcador PD-1 foi particularmente restrito 

às células TCD4+ CXCR5+ CXCR3+. Alguns pontos importantes diferenciam os dois 

estudos. Em primeiro lugar, o trabalho de Locci e colaboradores teve como objetivo 

realizar uma identificação das células TFH circulantes em indivíduos saudáveis e em 

pacientes cronicamente infectados pelo HIV-1, o vírus causador da síndrome da 

imunodeficiência adquirida. Portanto, apesar de não ter sido mencionado pelos 

autores, acreditamos que nos grupos estudados por Locci e colaboradores não 

incluíam gestantes. Ademais, esses autores não deixaram claro a razão entre 

mulheres e homens nos grupos estudados. Portanto, não é possível realizar aqui, 

de forma mais acurada, um paralelo entre os estudos com relação a todos os 

marcadores avaliados. Certamente, nós pretendemos avaliar a capacidade in vitro 

das células T CD4+ CXCR5+, que expressam ou não CXCR3, em auxiliar a 

produção de anticorpos pelas células B.  

Classicamente, as células TFH modulam várias funções das células B nos 

folículos secundários através da liberação de citocinas, tais como IL-21 e IL-6 (Qi et 

al., 2014). A IL-21 é um importante regulador da resposta imune humoral, por 

modular a proliferação das células B e a troca de cadeia pesada do anticorpo (Li et 

al., 2013). Nesse sentido, nós resolvemos caracterizar o perfil de citocinas 

produzido pelas células T CD4+ CXCR5+ que expressavam, ou não, o marcador 

CXCR3 através de uma rápida ativação com PMA e ionomicina (dois potentes 

estimuladores da síntese de diferentes citocinas). Para tanto, avaliamos a 

frequência de células TFH produtoras não apenas de IL-21 e IL-6, como também de 

IL-4, IL-17, IFN- e IL-10. Infelizmente, por limitações técnicas, não foi possível 

realizar uma dupla-marcação de citocinas nas células analisadas. Nossos 

resultados demonstraram que a produção de todas as citocinas dosadas foi 

principalmente concentrada nas células T CD4+ CXCR5+ CXCR3+, independente do 

grupo estudado (gestantes e não gestantes). Adicionalmente nós também 

observamos uma maior frequência dessas células capazes de produzir IL-21, IL-6 

ou IL-10 nas amostras das gestantes. Esse resultado é diferente do que foi 

observado no estudo por Locci e colaboradores (2013) em que a produção de 

citocinas foi principalmente observada no compartimento das células TFH CXCR3-. 

Como previamente mencionado, o nosso estudo e a equipe de Locci e 
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colaboradores estudaram populações diferentes, incapacitando uma comparação 

entre os dados.  

Um achado interessante foi que a frequência de células TFH não estimuladas 

obtidas de gestantes produziram níveis superiores de IL-21, IL-6 e IL-10 quando 

comparado ao grupo controle. Apesar de não termos uma explicação para tal 

evento, esse pode indicar a presença de células T CD4+ efetoras no compartimento 

das células T periféricas em gestantes que são mantidas sob estimulação da 

imunidade humoral devido a maior colaboração com as células B de memória.  

Ainda no contexto do perfil de citocina, apesar de termos observado uma maior 

frequência de células TCD4+ CXCR5+ CXCR3+ produtoras de IL-10 nas gestantes, a 

frequência dessas células TFH capazes de sintetizar citocinas ditas potencialmente 

embriotóxicas, tais como IL-17 e IFN-, não foi diferente entre os dois grupos 

estudados. Na verdade, células Th1 e Th17 são classicamente identificadas não 

apenas pela produção de IFN- e IL-17, respectivamente, como também pelo 

padrão de diferentes receptores de quimiocinas. Enquanto as células Th1 são 

CXCR3+ CCR6-, as células Th17 humanas são CXCR3- CCR6+. Ademais, existem 

ainda células Th1 capazes de produzir IL-17 (Geginat et al., 2014). Nós acreditamos 

na possibilidade de que as células TCD4+CXCR5+ que produzam IL-17 e IFN- 

representem células Th1 e/ou Th17 destinadas prioritariamente a fornecer ajuda às 

células B em áreas distantes dos órgãos linfoides secundários, isto é, nos sítios de 

inflamação.  

Um trabalho conduzido por Morita e colaboradores (2011) sugeriu que, em 

humanos e camundongos, as células T CD4+ CXCR5+ periféricas são compostas 

por três sub-grupos efetores: tipo Th1, Th2 e Th17 (Morita et al., 2011). Além disso, 

estas células, exceto o subtipo Th1 CXCR5+, seriam capazes de promover a 

secreção de anticorpos por células B virgens (King e Mohrs, 2009; Reinhardt et al, 

2009;. Zaretsky et al., 2009; Reinhardt et al., 2009; Banchereau et al., 1994). Logo 

no início de nosso estudo nós observamos uma redução na frequência de células T 

CD4+ CXCR3+ CXCR5- nas amostras de sangue periférico de gestantes, isto é, de 

células Th1 incapazes de entrar em folículos linfoides. Nós iremos retornar as 

nossas análises por citometria de fluxo para verificar se há diferença na frequência 

de células Th1 e Th17, negativas para CXCR5, entre mulheres grávidas ou não. 

Acreditamos que, talvez, fazendo essa reanálise, uma diferença significativa na 
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produção de IFN- e IL-17 entre os dois grupos experimentais possa ser observada. 

Ademais, como o nível de produção de cada citocina pode diferenciar, iremos 

também determinar a intensidade média de fluorescência de todas as citocinas 

produzidas por cada subpopulação de células T CD4+ em ambos os grupos 

estudados. O objetivo é determinar se há diferença não apenas na frequência como 

também no nível de produção dessas glicoproteínas no contexto da gestação.  

Com relação à expressão de PD-1, nós observamos que a produção de IL-6, 

IL-10, IL-17, IL-21 e IFN- pelas células T CD4+ totais foi positivamente 

correlacionada à frequência de células T CD4+ CXCR5+ CXCR3+. Apesar deste 

resultado diferenciar dos achados obtidos no estudo de Locci e colaboradores 

(2013), ele pode ser explicado pela expressão diferencial de PD-1, visto que 

elevados níveis dessas moléculas pode identificar uma célula como 

disfuncional/anérgicas (Morou et al., 2014). De modo interessante, uma robusta 

expressão de PD-1 foi detectada nas células T de gestantes (Sayama et al., 2013). 

Como previamente informado, nós iremos reanalisar os nossos dados para 

determinar o nível de fluorescência média de PD-1 nas células T CD4+ das mulheres 

grávidas ou não.  

A função efetora das células TFH depende, além da produção de citocinas, da 

expressão de moléculas coestimulatórias, tal como CD40L. A interação entre o 

CD40L com o CD40 expresso nas células B é fundamental para indução de troca de 

cadeia pesada de anticorpos (Banchereau et al., 1994). Com a aquisição de um 

novo citômetro multicolor capaz de analisar até 13 parâmetros prevista para final 

desse ano, as nossas futuras análises fenotípicas serão mais amplas dada a 

possibilidade de se adicionar diferentes anticorpos monoclonais para analisar até 11 

marcadores por célula, incluindo a expressão do CD40L.  

Em nosso estudo a gestação claramente favoreceu a expansão de células TFH 

produtoras de citocinas mais envolvidas em respostas humorais (IL-21 e IL-6) e 

reguladoras (IL-10), exatamente os fenótipos que biologicamente devem ser mais 

favorecidos na gestação, que é caracterizada pela produção de elevados níveis de 

progesterona e estrogênio. Nesse sentido, tanto a progesterona quando o estrogênio 

executam funções imunomoduladoras importantes na tolerância materna ao feto (Fu 

et al., 2011; Grimaldi et al., 2002). No presente estudo, os níveis plasmáticos de 

estrogênio foram correlacionados positivamente com a frequência de células T CD4+ 

CXCR5+CXCR3+ e de células T CD4+ CXCR5+ CXCR3+ PD-1+. Quanto à 
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progesterona, nenhuma correlação significativa foi observada com essas células. 

Sabendo que o estrogênio amplifica diretamente a capacidade funcional das células 

B de memória (Fu et al., 2011; Grimaldi et al., 2002), nossos achados, apesar de 

preliminares, sugerem outro mecanismo pelo qual o estrogênio favoreça a resposta 

imune humoral: a expansão das células TFH circulantes. Apesar de não termos 

informações quanto à frequência dessas populações e as oscilações nos níveis de 

estrogênio em diferentes momentos da gestação, o último trimestre foi escolhido por 

se tratar da fase gestacional aonde temos os picos de progesterona e estrogênio. No 

entanto, se possível, nós pretendemos expandir essas análises em amostras de 

sangue obtidas de mulheres grávidas nos diferentes momentos da gestação, do 

primeiro ao último trimestre.  

Os linfócitos TFH são conhecidos por auxiliar na formação dos centros 

germinativos, nos processos de hipermutação somática, maturação de afinidade e 

troca de classe dos linfócitos B através da ligação de moléculas coestimuladoras e 

da produção de IL-21 (Crotty, 2011; Tangye et al., 2013; Shulman et al., 2013). 

Nesse sentido, sob ajuda de sinais cognitivos e solúveis provindos das células TFH, 

outras classes de anticorpos além de IgM são produzidas, contendo nas regiões 

variáveis, mutações pontuais que culminam com o aumento da afinidade de 

reconhecimento dos anticorpos contra os antígenos. Consequentemente, quanto 

maior a afinidade, maior a capacidade dessa molécula em neutralizar antígenos. A 

produção de anticorpos neutralizantes é necessária tanto para o desenvolvimento de 

uma imunidade protetora contra doenças infecciosas como para o sucesso de 

diversas vacinas que dependem da produção de anticorpos de alta eficácia (Tangy 

et al., 2013). Diante do exposto, nosso próximo objetivo foi determinar se haveria 

alguma correlação entre a porcentagem de células TFH e os níveis plasmáticos de 

IgG anti-CMV e anti-HBs. Sabendo que o CMV causa uma infecção viral latente na 

maioria da população adulta jovem (Enders et al., 2012; Cannon et al., 2010; Lopo et 

al., 2011; Vilibic-Cavlek et al.,2011; Adjei et al., 2008), nossos resultados mostraram 

uma correlação direta e significativa entre a frequência de células T CD4+ CXCR5+ 

CXCR3+ e de células T CD4+ CXCR5+ CXCR3+ PD-1+ com a concentração 

plasmática de IgG anti-CMV. 

Em se tratanto do vírus da hepatite B (HBV), que é de distribuição mundial e a 

presença de anticorpos neutralizantes específicos contra esse vírus através da 

vacinação é de extrema importância para o controle da infecção (Tita & Silverman, 
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2016), particularmente no contexto da gestação, evitando assim o risco de 

transmissão vertical do vírus. Nosso estudo mostrou uma correlação positiva 

significativa entre os títulos de IgG anti-HBs com a frequência de células T CD4+ 

CXCR5+ CXCR3+   PD-1+. O motivo pelo qual não observamos nenhuma correlação 

entre os títulos de IgG anti-HBs e a porcentagem das células T CXCR5+ CXCR3+ 

totais, ainda não está claro para o nosso grupo, mas pode estar relacionada a 

diferentes formas com que o sistema imune materno é estimulado, sendo por 

diferentes antígenos liberados eventualmente pelas células cronicamente infectadas 

pelo CMV, enquanto no outro modelo (HBs), haveria uma estimulação mais aguda 

antigênica restrita. Ademais, a ausência de correlação entre as células T CXCR5+ 

CXCR3+ com os títulos de IgG anti-HBs pode ser o reflexo de uma variação temporal 

pós-vacinação. Sabidamente as gestantes acompanhadas no serviço público de 

saúde no Brasil não tem o calendário de vacinação para HBV em dia, fazendo com 

que todas recebam o esquema completo ainda durante a gestação. Nesse sentido, a 

última dose é aplicada no final do segundo trimestre, aproximadamente 1 mês antes 

de nossas análises terem sido conduzidas, e isso pode impactar na frequência de 

células TFH estudadas com capacidade diferenciada na produção de determinadas 

citocinas. 

No presente estudo, quando avaliamos o perfil de citocinas produzidos por 

essas células e os títulos dos anticorpos, nós observamos uma correlação direta 

entre a frequência das células T CD4+ CXCR5+ CXCR3+ produtoras de IL-6 e IL-21 e 

os níveis de IgG anti-CMV. Com relação à produção de anticorpos IgG anti-HBs, 

houve uma correlação positiva apenas com a frequência das células T CD4+ 

CXCR5+ CXCR3+ IL-21+. Estudo publicado por Bentebibel e colaboradores (2013) 

demonstrou também uma correlação positiva entre a frequência de células T CD4+ 

CXCR5+CXCR3+ICOS+ com a produção de anticorpos específicos contra Influenza. 

Essas células em cultura foram capazes de induzir a diferenciação de células B 

influenza-específicas em células de memória e em plasmócitos secretores de 

anticorpos. Ademais, semelhante aos nossos achados, essas células TFH foram 

capazes de produzir IL-2, IL-10, IL-21 e IFN-quando estimuladas in vitro com o 

antígeno do vírus influenza, a hemaglutinina. Entretanto, diferente do nosso estudo, 

esse grupo não determinou qualquer correlação entre a produção in vitro dessas 

citocinas com os níveis plasmáticos de anticorpos contra o vírus influenza. Por outro 

lado, estudo feito por Morita e colaboradores (2011), demonstrou que as células T 
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CD4+ CXCR5+ CXCR3+ eram, dentre as T CD4+ CXCR5+, as piores em auxiliar os 

linfócitos B virgens. Entretanto, Bentebibel e colaboradores (2013) demostraram que 

as células T CD4+ CXCR5+ CXCR3+ são capazes de induzir in vitro a diferenciação 

das células B de memória em plasmócitos secretores de anticorpos através da 

secreção de IL-21 e IL-10. Coletivamente, nosso estudo aponta claramente para 

uma estreita relação entre a capacidade das células TFH em colaborar com as 

células B e o perfil de ctiocinas produzidas por esses linfócitos T durante essa 

sinapse imunológica. Adiocionalmente, esse fenômeno parece ser potencializado 

pela gestação devido a produção de elevados níveis de estrogênio. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 

 A gestação favorece a expansão de células T auxiliares foliculares (TFH) 

circulantes capazes de expressar, ou não, o marcador CXCR3, e eficientes 

em produzir IL-21, IL-6 e IL-10, citocinas implicadas na resposta imune 

humoral. 

 

 A frequência de células TFH CXCR3+ circulantes foi diretamente relacionada 

aos níveis sistêmicos de estrogênio. 

 

 Os níveis de anticorpos anti-CMV foram diretamente correlacionados com a 

frequência de células TFH CXCR3+, capazes de expressar PD-1+ e de produzir 

IL-6 e IL-21. 

 

 Os níveis de anticorpos anti-HBs foram diretamente correlacionados com a 

frequência de células TFH CXCR3+ PD-1+ capazes de produzir IL-21. 

 

Coletivamente, nossos resultados sugerem que a gestação favorece a expansão de 

células TFH periféricas com provável habilidade em auxiliar as células B na produção 

de anticorpos IgG e sinaliza em direção ao estrogênio como sendo um potente 

mediador desse evento. Esses dados, apesar de preliminares, fornecem novas 

pistas de como a gestação pode modular a resposta imune humoral materna, 

podendo impactar no desenho de futuras estratégias objetivando tanto aprimorar as 

vacinas contra diferentes agentes infecciosos, assim como em sua modulação 

funcional no contexto de doenças autoimunes mediadas por autoanticorpos.  
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8. ANEXOS 

8.1 Anexo 01 
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8.2 Anexo 02 

 

    

SERVIÇO DE OBSTETRÍCIA - CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

“Impacto da terapia antirretroviral na frequência de células TFH  em gestantes infectadas pelo HIV-1” 

 

Pesquisador principal: Dra. Cleonice Alves de Melo Bento 

Obstetra responsável: Dr. Vander Guimarães, Médico Obstetra do IFF 

Telefones: +55 21 2531-7906 – 2554 1740 

 

EXPLICAÇÃO PARA A PACIENTE SOBRE A PROPOSTA DO ESTUDO 

 

1 - Objetivos do estudo 

O objetivo desse projeto será avaliar a frequência das células THF, importantes células T CD4+ 
envolvidas na produção de anticorpos protetores contra o vírus da AIDS. 

 

2- Procedimentos 

Para o nosso estudo, iremos colher duas amostras do seu sangue periférico no volume de 20 mL cada 
coleta. A primeira coleta (20 mL) será realizada pela enfermeira antes do médico iniciar o tratamento 
contra o vírus HIV-1 e a segunda será feita no último trimestre da gestação. Nenhuma coleta de 
sangue a mais será necessária. Toda a coleta do material biológico será conduzida com material 
adequado e estéril. Seu sangue não será usado nem para estudos genéticos nem tampouco com 
propósito comercial, e apenas os pesquisadores irão ter acesso a este material. 

 

3- Riscos e Desconfortos 

O procedimento usado para colher o seu sangue é o mesmo utilizado nos exames de rotina. 
Portanto, este não lhe trará qualquer risco ou desconforto adicionais. 

 

4- Benefícios 

Os resultados de nossos estudos não irão beneficiar diretamente nem você nem o seu filho. Eles irão 
nos ajudar a compreender como as drogas contra o HIV-1 podem melhorar a função das células 
TCD4+ envolvidas em induzir a produção de anticorpos protetores contra o vírus. Esse conhecimento 
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possivelmente ajudará no desenvolvimento futuro de novas estratégias terapêuticas contra o HIV em 
gestantes, como por exemplo, a construção de futuras vacinas contra o HIV-1. Entretanto, nós não 
podemos lhe dar nenhuma garantia que você será beneficiada por participar dessa pesquisa. 

 

5- Alternativa de participação 

A sua participação nesse estudo é voluntária. Você pode desistir a qualquer momento. Mesmo 
desistindo, você continuará recebendo do nosso serviço o melhor acompanhamento e tratamento 
disponível. 

 

6- Custos e compensações 

Você não irá pagar nem receber nada para participar desse estudo. 

 

7- Confidencialidade 

Todas as informações referentes a você, assim como todos os resultados obtidos serão mantidas sob 
sigilo. Seu nome não será revelado, exceto para o grupo envolvido na pesquisa. Nenhuma publicação 
científica irá identificar você ou seu filho. 

 

8- Questões e problemas 

Caso você tenha qualquer questão ou problema com relação a este estudo, favor contactar o Dr. 
Vander, obstetra responsável do grupo de pesquisa, ou a Dra. Cleonice Bento, coordenadora do 
projeto. 

 

9- Consentimento 

Caso você tenha lido e entendido todas as informações previamente descritas, e você 

ESPONTANEAMENTE concorde em participar desse estudo, favor assinar na linha abaixo: 

Assinatura da Paciente:____________________________________________________ 

Número do prontuário: _____________ 

Eu certifico que expliquei a proposta do estudo a paciente, e parece que ela entendeu os objetivos, 

procedimentos, riscos e benefícios do estudo.  

Assinatura do pesquisador:__________________________________________________ 

Testemunha:____________________________________________________________ 

Assinatura da testemunha:_________________________________________________ 

Data: _______________  


