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Resumo

Os mecanismos imunitarios que permitem a gravidez com éxito, sdo determinantes uma
vez que mde e feto ndo sdo idénticos, expressando, este Gltimo, aloantigénios que

poderdo despoletar uma resposta imunitaria materna.

Nos anos 40, Peter Medawar, fundador da imunologia reprodutiva, considerou o feto
como um enxerto alografico, cuja sobrevivéncia era conseguida através da placenta e

dos seus constituintes

Desde a exposicdo ao plasma seminal sdo desencadeados uma serie de eventos,
nomeadamente alteracfes hormonais que precedem a implantacdo e que se mantém ao
longo da gravidez, nomeadamente o aumento de prostaglandinas (PGD) que promovem
a supressao nas mucosas do tracto reprodutor feminino e o aumento de progesterona que

suprime a resposta inata incluindo a actividade de macrofagos e células NK;

Outras alteracGes, como a secrecdo de indolamina 2,3-dioxigenase (IDO), regulam
negativamente o sistema imunoldgico materno aumentando a tolerdncia ao embrido

aloantigénico.

Os linfécitos T reguladores ou Ty S80 0s mediadores essenciais na adaptacdo materna
durante e ap6s a implantacdo do embrido; a producdo de citoquinas Th2 ou citoquinas
regulatorias (TGF-f e IL-10) podem, também, ter um papel importante na inducdo e

manutencdo da tolerancia alogréfica.

O papel do HLA-G contribui para que o Utero e a placenta sejam imunoprivilegiados
tendo como alvo vérias subpopulacdes de células hematopoiéticas conduzindo as

mesmas para um estado imunossupressor

Existem variados mecanismos que explicam esta “evasao fetal” ao sistema imunoldgico

materno estando a area da imunologia da reproducéo em constante desenvolvimento.

Palavras- Chave:
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Abstract

The imune mechanisms that allow a sucessfull pregnancy are determinant, because
mother and child are not identical, this last one, presenting aloantigens that will activate

the maternal imune response.

In the 40's, Peter Medawar, foundor of reproductive immunology, said that the fetus
was an alografic transplant, wich survival was sustained through the placenta and its

constituints.

Since the exposure to seminal plasma, a chain of events start, namely hormonal
alterations, that preced implantation and that are mantained during pregnancy, namely
the increase in prostaglandins (PG) that promote the supression of the feminin
reproductive tract and the increase in progesterone that supresses the inate response,

including NK and macrophage activity.

Other alterations like the indolamine 2,3-dioxigenase (IDO) secretion negatively

regulate the maternal imune system increasing tolerance to the alogenic embryo.

T regulator or Treg lymphocytes are key mediators of the maternal adaptation after
embryo implantation; Th2 cytokyne production like TGF-p and IL-10, also can have a
role in alographic tolerance induction.

HLA-G also acts as a key factor that makes the uterus and placenta immunopriviliged

places targeting several hematopoietic cells leading to immunossupression.

Several mechanisms explain this “fetal evasion” to maternal imune system, so the area

of reproductive immunology is in constant developing

Key-Words:
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I. Introducéo

A imunologia da reproducdo € um assunto actualmente estudado e pretende decifrar
quais 0s mecanismos imunitarios que permitem a gravidez com éxito, uma vez que, do
ponto de vista genético, mae e feto ndo sdo idénticos, e, este Ultimo, ira exibir

aloantigénios, que irdo despoletar uma resposta imune materna. (Rabinovich, 2004)

A funcéo principal do sistema imunitério é de defender o organismo contra invasdes
bacterianas, viricas e outros agentes patogénicos. Agentes patogénicos e células
anormais ou tumorais sdo considerados agentes estranhos ou “non-self”’, com antigénios
ndo reconhecidos como proprios, cuja funcdo fundamental do sistema imunoldgico é

reconhecer e eliminar. (Manyonda, 2006)

Este mecanismo levanta um grande enigma no que respeita a gravidez humana: o feto é
essencialmente “non-self” porque parte da sua informagdo genética que provém do pai,
no entanto, ndo ¢ reconhecido como sendo anémalo mas sim recebido e “protegido”

durante 9 meses. (Manyonda, 2006)

Tém, entdo, que estar criadas as condi¢des para que, desde o coito até a fertilizagdo e
implantacdo do blastocisto, este ndo seja naturalmente rejeitado pela mée, como relata
Peter Medawar comparando a gravidez a reac¢do imunoldgica a um transplante, nos
anos de 1940 e 1950. (Manyonda, 2006) (Rabinovich, 2004)

As alteracbes hormonais que precedem a implantacdo e que se mantém ao longo da
gravidez, comecam por actuar como imunomoduladoras, regulando negativamente, e ao
nivel local, o sistema imune materno, condicionando a implantacdo do blastocisto. Por
outro lado a exposi¢édo prolongada aos antigénios paternais presentes no fluido seminal
também aumenta a tolerancia para o embrido aloantigenico, protegendo-o de uma

rejeicdo e facilitando a implantacéo. (Saftlas et al., 2014)

Apds o coito, a distribuicdo dos leucocitos mononucleares no interior do epitélio
cervical também se altera, 0 que sugere uma adaptacdo imune ao fluido seminal; este,
através de alguns dos seus componentes com a citoquina TGF-f e prostaglandina E ¢
capaz de promover a imunossupressao da mucosa reprodutora feminina. (Prakash et al.,
2003)

11
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Fig. 1 — Mdltiplos mecanismos responsaveis pela tolerancia materno/fetal.
(http://www.fasebj.org/content/19/7/681/F1.expansion.html)

Depois da implantacdo do blastocisto um conjunto de mecanismos de regulacéo,
comecam a actuar (fig. 1), nomeadamente no desenvolvimento da placenta, de modo a
permitir, a gravidez com éxito; o desenvolvimento da placenta depende da funcao
secretora de determinadas moléculas produzidas pelo trofoblasto- parte da placenta de
origem embrionaria, como também de células imunitarias uterinas que se encontram na

decidua.

Medawar sugeriu que a placenta tem um papel fundamental na sobrevivéncia do feto.
(Billington, 2003); estudos recentes sugerem que o sistema imune inato tém um papel

importante na relagdo imunologica materno-fetal. (Sathe et al., 2014)

As células do sistema imunitario presentes na decidua sdo, essencialmente, linfocitos T,
NK (Natural Killer), macréfagos e células dendriticas e a interacgdo entre o trofoblasto
e estas células maternas tém um grande impacto no resultado da gravidez. O
conhecimento do fenotipo e funcdo destas células é essencial numa gravidez normal e
em situacdes patologicas, que incluem abortos espontaneos recorrentes, pre-eclampsia e

mola hidatiforme. (Sanguansermsri e Pongcharoen, 2008)

Nas células presentes na decidua, os linfocitos T reguladores ou T S80 0s mediadores

essenciais na adaptacdo materna durante e apds a implantacdo do embrido; uma

12
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deficiéncia nos linfocitos Ty pode provocar infertilidade, aborto e pré-eclampsia. A
actividade insuficiente dos linfocitos Try resulta numa faléncia da implantagéo ou

reducdo da funcdo placentaria e crescimento fetal. (Robertson et al., 2013)

O conhecimento e tratamento de doencgas naturais de uma gravidez, que se pensa terem
uma base imunoldgica, (aborto, pré-eclampsia, etc.) pode trazer beneficios noutras areas
como a transplantacdo de 6rgaos; a mimetizagdo do mecanismo materno-fetal permitiria

criar o transplante perfeito impedindo a rejeicdo do mesmo. (Manyonda, 2006)

Esta dissertagdo/ revisdo tem como objectivos:

e Compreender a supressédo da resposta imune durante a implantacdo do embrido e

gravidez.

e Abordar os tipos de resposta imune e barreiras mecanicas que separam a mae do

feto e que permitem o desenvolvimento deste altimo.

e Compreender a relacdo entre o ambiente citocinico que envolve a placenta e o
desenvolvimento do feto relacionando-o, ou ndo, com algumas imunopatologias

de uma gravidez ndo sucedida, como o aborto recorrente espontaneo

13



Gravidez e o Sistema Imunitario

I1. Desenvolvimento
1. Introducéo a imunologia da reproducéao

i. Teorias de Medawar

Peter Medawar reconheceu o verdadeiro paradoxo imunoldgico que existe entre uma

mulher gravida e o seu feto antigénicamente estranho, citando:

“O problema imunoldgico da gravidez pode ser formulado da seguinte maneira: como €
gque uma mae gravida consegue conceber e nutrir dentro de si propria, por varias
semanas ou meses um feto que € um corpo estranho antigénicamente.” (Medawar,
1957)

Esta afirmacdo de Medawar levantou uma questdo pertinente em relacdo aos recentes
conceitos sobre imunologia de transplantes, no decorrer dos anos 40 e 50, tendo, ele

préprio sugerido possiveis argumentos sobre 0 que se passava:

“A razdo pelo qual o feto ndo tem habilidade de provocar uma reaccao imunitaria da

mae pode ser classificada através de 3 principios:
1. A mae e o feto estdo separados anatomicamente.
2. Aimaturidade antigénica do feto.
3. Alindoléncia ou inércia imunoldgica da mée.*“ (Medawar, 1957)

Estas trés propostas forneceram a estrutura conceptual para meio século de pesquisa
cientifica promovendo desta forma Peter Medawar como pai fundador da imunologia

reprodutiva. (Billington, 2003)

Considerando a primeira hipdtese, uma importante caracteristica da interac¢cdo materno-
fetal é de que os dois sistemas circulatorios estdo separados durante o periodo
gestacional sendo ao nivel da placenta e das membranas fetais que ocorre contacto entre

o feto e a mée. (Medawar, 1957)

A placenta fornece uma barreira exterior de tecido trofoblastico continuo e impenetravel
que coexiste com uma variedade de formas trofoblasticas bioldgicas situadas em
diferentes localizagdes dentro do Utero gestacional. A interaccdo materno-fetal em sitios
de implementagdo n&o placentais consiste na mais afastada membrana extra-

embrionaria fetal sendo de natureza trofoblastica. (Nossal, 2000)

14
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O verdadeiro enxerto alografico fetal da gravidez ¢é o trofoblasto e as membranas extra-
embrionicas, ambas tendo contacto celular directo com o ambiente uterino materno.
Estes constituem os elementos definitivos para que ocorra a separacdo anatomica entre a
mée e o feto identificado por Medawar como a caracteristica mais importante do
processo. (Medawar, 1957; Billington, 2003; Gil Mor, 2006)

No seguimento da hipotese de Medawar um quarto conceito foi proposto por
Billingham em 1964, considerando que o Utero seria como o cérebro e a camara anterior
do olho, ou seja, um local imunologicamente privilegiado. Posteriormente através de
estudos experimentais ficou demonstrado de que o Utero reage de forma normal
imunologicamente, no entanto, o endométrio apresenta caracteristicas especiais que
contribuem para uma implementacéo e desenvolvimento bem sucedido do embrido. O
Utero por si s6 pode ser visto como um sitio privilegiado no que concerne a um Utero em
gestacdo e mesmo assim depende da proteccdo oferecida pela barreira trofoblastica.
(Billingham, 1964a, b)

Billingham, mais tarde, demonstrou evidéncias para a transferéncia de elementos
celulares bidireccionalmente, principalmente glébulos vermelhos entre a mée e o feto
indicando que a placenta ndo pode ser vista como uma barreira absoluta. (Billingham,
1964a, b)

15
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ii. Embrido ou transplante?

A gravidez representa um excerto semialografo para o hospedeiro materno; é

interessante perceber que o embrido/feto semi-alogénico ndo é rejeitado pela mae.

A diferenca do que ocorre entre a gestacdo e um transplante de 6rgdo é de que a mulher

sofre uma serie de alteraces fisioldgicas prévias a implantacdo do blastocisto.
Para que a gravidez aconteca devem ocorrer, em primeiro lugar, trés eventos/ fases:
e Ovulacao
e Copulacéo
e Fertilizagéo

Estes eventos ou fases provocam uma serie de alteracbes metabdlicas hormonais e de
citoguinas no aparelho reprodutor feminino o que permitira a posterior implantacao do
blastocisto. Muitas destas alteracfes sdo semelhantes a uma reaccao inflamatéria o que
logicamente se reflecte no sistema imunitario materno. (Rabinovich, 2004; Barafiao,
2011; White et al., 1997)

As alteragcBes hormonais precedem a implantacéo e sdo continuas durante o periodo de
gravidez, nomeadamente, as hormonas esteroides induzidas pela ovulacdo que actuam
como modeladoras das células apresentadoras de antigénios (APCs). (White et al.,
1997; Rabinovich, 2004; Barafiao, 2011)

Apesar das células epiteliais uterinas e do estroma uterino também terem a capacidade
de apresentar antigénios, esta funcdo diminui durante a fase ovulatoria e lutea sendo

mais intensa na fase proliferativa. (White et al., 1997; Nossal, 2000)

Em relagdo aos linfocitos T citotoxicos ou T CD8" eles estdo presentes na fase
proliferativa e secretoria no aparelho reprodutor feminino protegendo-o contra eventuais
invasdes patogénicas; se a gravidez ndo ocorrer, estas células perdem a sua funcéo
durante a fase secretora do ciclo menstrual, devido aos altos niveis de estradiol e
progesterona que regulam negativamente a capacidade citotoxica destas células no
aparelho reprodutor. (White et al., 1997; Seavey e Mosmann, 2009)

16
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Um ponto fundamental para uma gravidez bem sucedida é a exposicao prévia ao sémen,
exposicao esta, que desencadeia uma serie de eventos fundamentais a gravidez como
por exemplo o aumento de PGD que promovem a supressao nas mucosas do tracto
reprodutor feminino. (White et al., 1997; Robertson et al., 1997)

O Factor Transformador de Crescimento Beta ou TGF-B, que é um constituinte do
plasma seminal, estimula a producgédo do Factor Estimulador de Colénias de Macrofagos
e granuldcitos (GM-CSF) no epitélio uterino. Esta citoquina promove o recrutamento de
factores inflamatorios no Utero provocando alteracdes similares a uma inflamacéo com
0 consequente aumento da capacidade de apresentacdo de antigénios paternos através de

células especificas.

Para uma implantacdo bem sucedida é necessério uma sincronizacdo entre o
desenvolvimento do embrido e a preparacdo do Utero: embrido deve desenvolver-se até
a fase de blastocisto e o endométrio nesta fase ja devera estar receptivo. (Barafiao, 2011;
Rabinovich, 2004)

Depois da implantacdo do blastocisto as células do sistema imune materno especificas
devido a mecanismos ja descritos ndo reconhecerdo o feto como um corpo estranho e

permitirdo o seu desenvolvimento. (Barafiao, 2011; Rabinovich, 2004)

17
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2. Papel do sistema imunitério na implantacdo do embrido

i. Tipos de resposta imune materna

O sistema imunitério de acordo com a sua actuacdo face aos antigénios, elimina-os, ou

n&o do organismo, podendo ser dividido em:
e Sistema imunitario inato
e Sistema imunitario adaptativo

A imunidade inata tém uma funcéo pouco especifica sendo mais de prevencédo contra a

entrada de agentes patogénicos no organismo.

Como € uma resposta imunolodgica indiferenciada a sua ac¢do ndo necessita de
exposicdo prévia a agentes patogénicos. Um caso pratico € o dos macréfagos e
granulécitos que atacam 0s microorganismos no sitio de entrada, fagocitando-os.
(Nossal, 2000)

As células do sistema inato apds fagocitose, apresentam os antigénios as células do

sistema adaptativo de modo a provocar uma reac¢do imunitaria.

Este tipo de resposta imune é altamente especifica e normalmente é potenciada por
repetidos contactos com 0 mesmo antigénio. A imunidade adaptativa € caracterizada por
uma resposta “gravada” o que permite que as células B e T recordem contactos prévios
com o antigénio e desenvolvam uma resposta mais rapida e vigorosa; na resposta
adaptativa também séo produzidas citoquinas para comunicacao e regulacdo da resposta

imune inata (Schminkey e Groer, 2014)
A imunidade pode ainda ser classificada, de acordo com a resposta imune, em:

¢ Imunidade humoral, envolve enzimas, citoquinas, proteinas de complemento,

proteinas de fase aguda e anticorpos

e Imunidade celular, que envolve toda a rede de células brancas que actuam no
sistema imunolédgico, nomeadamente macréfagos, linfécitos, células dendriticas,
(DCs), etc...

Uma seleccdo positiva ou negativa do timo gera um repertorio de linfocitos que permite

ao sistema imunitario atacar antigénios estranhos (por exemplo patogénicos) ignorando

18
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o0s préprios antigénios e reconhecer moléculas self de MHC (Complexo Principal de
Histocompatibilidade). Uma falha neste processo altamente regulado pode preceder uma

doencga auto-imune.

Enquanto um transplante de 6rgédo com alotipos diferentes nos loci MHC é reconhecido
como estranho e rejeitado, o sistema imune materno ndo ataca o feto apesar da

expressao de alo antigenios paternais. (Clark et al., 2010; Aagaard-Tillery et al., 2006)

Os mecanismos materno-fetais que asseguram a tolerancia normalmente prevalecem,
sendo agressao imune materna, reconhecida como uma das causas para que ocorra uma

falha prematura da gravidez. (Aagaard-Tillery et al., 2006)

ii. Mecanismos que medeiam a evasdo imune fetal

Em vez de ignorar o feto como afirmou Medawar o sistema materno na realidade reage
aos alo antigénios fetais. Existem varias estratégias envolvidas na evasao fetal que
actuam localmente quer seja eliminando linfécitos maternos activados ou inibindo a
activacdo de caminhos efectores que provocam dano celular. (Tafuri et al., 1995;
Aluvihare e Betz, 2006; Aluvihare et al., 2004)

O sinciciotrofoblasto, um tecido fetal especializado que invade o Utero, sintetiza e
secreta indolamina 2,3-dioxigenase (IDO) actuando localmente depletando o triptofano.
(Munn et al., 1998; Mellor et al., 2001)

O tecido trofoblastico expressa receptores de morte celular nomeadamente o ligando
FAS (CD95L); linfécitos maternos activados que expressem o receptor FAS (CD95)
provocardo a apoptose em contacto com tecido trofoblastico que expresse o ligando
FAS. (Makrigiannakis et al., 2001)

O tecido trofoblastico expressa também antigénios leucocitarios humanos néo
polimorficos como o HLA-G no entanto raramente sdo detectados os classicos HLA-A,
HLA-B e HLA-C o que podera explicar também a implantacdo e desenvolvimento do

blastocisto. (Rouas-Freiss et al., 1997)

19



Gravidez e o Sistema Imunitario

A iniciacdo da cascata do complemento pelos linfocitos maternos reconhecendo o feto
como aloantigénico seria nocivo para o proprio feto e esta também € inibida. (Xu et al.,
2000)

O factor inibitério de leucemia (LIF) que € secretado pelo endométrio durante a
implantacdo de forma a promover tolerncia materno-fetal esta também associado aos

baixos indices de falhas gestacionais. (Piccinni et al., 2001)

iii. Accdo do plasma seminal e receptividade a implantacéo

A exposicdo ao semen provoca alteracdes notaveis na expressdo de citoquinas e nos
leucdcitos presentes nos tecidos do aparelho reprodutor feminino. Uma abundante
infiltracdo de células inflamatorias activadas, tais como, macrdfagos, células dendriticas
e granulécitos ocorre ap6s o0 contacto com o cérvix e o Utero. (Agnew et al., 2008)

A resposta é iniciada no momento em que o plasma seminal interage com células
epiteliais uterinas que contém estrogénio o que induz uma vaga de sintese de citoquinas
pré-inflamatérias que inclui GM-CSF, IL-6, MCP-1, MIP-1a ¢ MIP-1 ¢ RANTES.
(Gil Mor, 2006)

A resposta € transitoria sendo diminuta no momento da implantacdo do embrido. O acto
sexual induz o recrutamento de neutrofilos na superficie epitelial dos tecidos cervicais.
Os efeitos locais de uma inseminacdo natural em mulheres pré-ovulatorias induz uma
resposta inflamatoria pela espessura do epitélio cervical e tecidos do estroma
subjacente. O afluxo de leucocitos requer o contacto entre o plasma seminal e os tecidos

femininos.

A resposta inflamatoria proveniente de uma inseminagdo tem impacto em varios
processos reprodutivos devido a variedade de potenciais ac¢des dos leucocitos

recrutados para o endométrio e tecido cervical. (Chu et al., 1996)

Pode-se classificar as funcdes efectoras do organismo, pos-inseminagdo, em quatro

categorias:

1. Limpeza do sémen desnecessario e de microorganismos introduzidos no Utero

durante o acto sexual.
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2. Activagdo de uma resposta imune feminina especifica as proteinas e antigénios

presentes no semen.
3. Remodelacéo tecidual associada a preparagédo da receptividade do endométrio

4. Activacdo da expressao de citoquinas e factores de crescimento implicados na

pré-implantacéo e desenvolvimento do embrido. (Chu et al., 1996)

Um dos constituintes do plasma seminal é TGF-p que esta ligada a regido pos
acrossomatica da cabeca do esperma 0 que Se presume que é carregada junto com o
esperma para o tracto superior feminino. Além do mais o acolhimento do plasma
seminal, do cérvix para o Utero e para a trompas de Faldpio acontece devido a
contraccdo  peristaltica  uterina  que  transporta material macromolecular
independentemente da razdo ou das propriedades quimiotacticas do sémen. (Chu et al.,
1996)

Os macrdfagos e as DCs sdo a maior populacdo de células recrutadas para o tecido
estromal endometrial apos exposicdo ao semen. Ambos tém mecanismos especificos de
processamento e apresentacdo de antigénios e sdo responsaveis pela iniciacdo de uma
resposta imune activa contra os MHC paternos e outros antigénios presentes no sémen.
(Gil Mor, 2006)

As implicacOGes destes processos sdo muito importantes para uma futura resposta ao
sémen por parte do sistema reprodutor feminino, como também para a gravidez, tendo
em conta de que a concepcdo partilna antigénios paternos iguais aos do sémen.
(Aagaard-Tillery et al., 2006)
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3. Células relevantes no desenvolvimento da placenta

i. Papel das células Treg na manutencdo da tolerancia

A tolerancia imune materna aos aloantigénios paternos expressos pelo feto é uma pré
condicdo para uma gravidez bem sucedida. Isto ocorre apesar da exposicao ao sistema

imune materno de um tecido fetal potencialmente imunogénico. (Gil Mor, 2006)

Mecanismos de evasdo imune local ocorrem de modo a prevenir uma agressao imune
em relacdo ao feto, contudo linfécitos maternos capazes de mediar uma agressdo anti-

fetal sdo detectados no decorrer da gestacéo.

A seleccdo negativa no timo (tolerancia central) tem um papel relevante na promocéo da
tolerancia propria; células sistémicas auto-reactivas também sdo facilmente detectadas,
existindo uma populacdo de células capazes de suprimir estas outras potencialmente

nocivas (tolerancia periférica)- séo as células Treg. (Walker e Abbas, 2002)

As células Treg tem um papel importante na supressdo de respostas imunitarias

aloreactivas permitindo uma tolerancia materno fetal. (Walker e Abbas, 2002)

Supde-se de que as células Treg contribuem para uma tolerancia materno-fetal através
da supressao da resposta anti-fetal e contribuem para mudancas sistémicas que ocorrem
durante a gravidez. (Gil Mor, 2006)

A proporcdo de células Treg (CD4" e CD25" no bago e nodulos linfaticos, durante a
gravidez aumenta.Uma alta propor¢do de linfécitos CD4" no (tero sdo também sdo
CD25" sugerindo um papel destas células no desenvolvimento fetal.

O principal papel das células Treg na mediacdo da tolerancia materno-fetal é destacado
por variados estudos em que ,pela auséncia de células CD25" é provocada uma falha na
gestacdo. (Somerset et al., 2004)

Como anteriormente mencionado uma expansdo de células Treg coincide com a
implantacdo, mas estas, também podem ter um papel na fase poOs-implantacao.
(Somerset et al., 2004)

A funcéo das células Treg na mediacdo da tolerancia materno-fetal foi salientada pela
proporcéo significativamente mais baixa destas células na decidua obtida de abortos

espontaneos quando comparado com abortos induzidos: uma falha na tolerancia
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imunolégica pode provocar pré-eclampsia, infertilidade e abortos espontaneos. (Sasaki
et al., 2007; Sasaki et al., 2004)

Apesar dos mecanismos ja descritos indicarem mudancas mais amplas no sistema
imunitario materno, a influéncia das células Treg pode ser exercida nos nodulos
linfaticos ou na interface materno-fetal. Para além de uma inibicdo directa da resposta
imune aloreactiva, estas células sdo capazes de influenciar varios mecanismos de evasao
imune fetal. As células Treg podem induzir o catabolismo do triptofano nas células
dendriticas por via CTLA-4, e ttm também a capacidade de induzir a actividade da IDO
no sinciciotrofoblasto. Se a funcdo da IDO estiver inibida ocorreria uma inibigdo das

células T e do complemento ocorrendo uma agressao imune fetal.

ii. Implicac6es da gravidez na expansao induzida de células Treg

A expansao de células Treg durante a gravidez parece ser independente da estimulacdo
alo-antigénica podendo-se especular que deriva de alteragdes hormonais durante a
gestacdo: é um facto de que o estrogénio e a progesterona influenciam o sistema imune.
(Beagley e Gockel, 2003)

O aumento da funcdo das células Treg sistémicas podem explicar a especificidade da
tolerdncia materna sistémica em relacdo a células de origem paterna e esta limitada a

duracdo da gravidez. (Beagley e Gockel, 2003)

No entanto tal, ndo implica, necessariamente, um estado imuno-comprometido. Células
Treg parecem ser activadas por antigénios proprios (MHC) de modo a suprimir uma
resposta auto-imune ou neste caso semi-alogénica, deste modo ndo é expectavel uma

resposta supressora a antigénios exogenos. (Viglietta et al., 2004)
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Fig. 2 — Células responsaveis pelo balango Thl/ Th2 implicadas na rejeicao ou na tolerancia materna. (Warning et
al, 2011)

As células do sistema imunoldgico medeiam os seus efeitos atraves da libertacdo de
citoguinas que actuam nos seus receptores, na sua maioria, autocrina ou paracrinamente,
promovendo um microambiente favoravel a manutencdo da homeostasia; as citoquinas,

sdo produzidas maioritariamente por linfocitos T helper.

Os linfocitos T helper ou T CD4", ttm um papel importante na criagdo de
microambientes para um érgdo ou tecido em particular. Ap6s uma resposta imunoldgica
produzem citoquinas dependendo do tipo e determina a sua diferenciacdo em linfdcitos
T helper 1 (Th 1) ou linfécitos T helper 2 (Th 2) (fig. 2). (Gil Mor, 2006)

Os linfocitos Thl libertam Interleucina 2 (IL 2) e Interferdo-y (Inf-y) que sdo a base de
um microambiente pro-inflamatério. Contrariamente os linfocitos Th2 libertam
citoquinas IL-4 e IL-10 que estdo predominantemente anti-inflamatorias, envolvidas na

producéo de anticorpos apds uma resposta imunolégica. (Gil Mor, 2006)

A accdo dos dois tipos de linfdcitos esta interligada através de regulacdo negativa: por
exemplo citoquinas Thl produzem citoquinas pro-inflamatérias que reforcam uma

resposta imune como também regulam negativamente a producdo de citoquinas Th2
(fig. 2).

Cada um destes padrdes de citoquinas interagem em diferentes estadios e circunstancias
com o trofoblasto. (Gil Mor, 2006)
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As citoquinas Thl tem um papel relevante na rejeicdo alografica. A producdo de
citoquinas Th2 ou citoquinas regulatorias (TGF-B e IL-10) podem ter um papel

importante na inducdo e manutencao da tolerancia alografica. (Gil Mor, 2006)

Estudos comprovam que a protecgdo fisioldgica da rejeicdo materna deve-se a um tipo
de resposta Th2 na interface materno-fetal. (Gil Mor, 2006)

Numa mulher ndo gravida com uma actividade sexual normal, as células T dentro do
endométrio uterino apresentam uma grande tendéncia para células Th1l durante a fase
proliferativa. (Gil Mor, 2006)

O récio Th1/Th2 é reduzido durante a fase secretora, o racio Th1/Th2 na fase secretora
do endométrio é significantemente mais alta do que no sangue periférico sugerindo uma
concentracdo de citoquinas Thl no tecido uterino, no momento da implantacdo. (Hunt e
Roby, 1994)

Uma estimulacdo moderada de citoquinas Thl é essencial para a gravidez no entanto
uma estimulacdo excessiva induz a uma falha na implantacdo do embrido. Como forma
de prevencdo de uma excessiva estimulacdo, citoquinas regulatorias e citoquinas Th2
podem regular o sistema imunol6gico do endométrio. Uma falha na sincronizacdo de
algum destes elementos durante o processo de interaccdes resulta numa falha de

implantacdo. (Hunt e Roby, 1994)

Os niveis de citoquinas Th1, nomeadamente do mRNA, do Factor Tumoral de Necrose
Alfa (TNF-a) s3o elevadas durante a janela de implantagdo, o que sugere uma transigao
local de células Th1l caracterizado pela producdo de TNF-a pelas células do endométrio
e pelos leucdcitos que pode ser induzido no momento da implanta¢do. (Mosmann e Sad,
1996)

O récio Th1/Th2 néo sofre alteracdes durante o primeiro trimestre de gravidez. O récio
no sangue periférico em mulheres ndo gravidas é de 10-11 sendo que este diminui para
7-8 no segundo e terceiro trimestre. Assim sendo a amplitude de variacdo do réacio no

sangue periferico durante a gravidez € pouca. (Mosmann e Sad, 1996)

Por outro lado o racio de células Th1/Th2 no endométrio ou na decidua altera
dramaticamente durante o ciclo menstrual ou na gravidez. Apenas servindo de exemplo
0 récio é maior na fase proliferativa do endométrio e menor durante a fase secretora

sendo ainda mais baixo na decidua no inicio da gravidez. (Mosmann e Sad, 1996)
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Existem pelo menos dois mecanismos que permitem aumentar a concentracao de células

Th2 no sitio da implantacéo:

Um dos mecanismos € de que factores quimiotacticos produzidos pelos trofoblastos,
células endometriais e células epiteliais do endométrio levam a acumulacdo de
linfocitos Th2. Esta teoria € suportada pela observacdo de linfocitos Th2 nos vasos
sanguineos, nas células do endométrio e trofoblasto, enquanto poucas células Th2 estdo
presentes na zona circundante dos vasos sanguineos e na decidua parietal. (Mosmann e
Sad, 1996)

O segundo mecanismo explicaria 0 aumento de células Th2 € de que o proprio ambiente
imunologico induz a diferenciacdo de células T naive em células Th2, nomeadamente
através das DCs. (Mosmann e Sad, 1996)

As DCs sdo células especializadas em apresentar antigéenios requeridos para diferenciar
e activar as células T e promover a diferenciagdo de células T CD4" naive em fen6tipos
Thl ou Th2.

No sangue periférico as DCs podem ser classificadas em mieldides que promovem uma
resposta Thl ou linféides que promovem uma resposta Th2 através dos seus marcadores
de superficie. (Gil Mor, 2006)

As células T CD4" naive diferenciadas através de DCs mieldides da decidua levam a
uma maior diferenciacdo de linfécitos Th2 em comparagdo com as DCs miel6ides
periféricas; desta forma pode-se concluir que as DCs da decidua podem regular o
balanco Th1/Th2 de forma a manter um estado dominante de células Th2 permitindo,

assim, a manutencéo da gravidez. (Gil Mor, 2006)

De igual modo, altos niveis de estrogénio, PGE2 e IL-10 inibem a producdo de IL-12,

que € a citoquina principal que induz a imunidade Thl. (Gil Mor, 2006)

Como altos niveis de estrogénio, PGE2 e IL-10 estdo presentes na interface materno-
fetal inibindo a produgdo de IL-12 pelas DCs da decidua alterando desta forma o

balango Th1/Th2 para um estado predominantemente Th2 na interface. (Gil Mor, 2006)

A progesterona também tem a capacidade de induzir a conversdo de células ThO em
células Th2. (Gil Mor, 2006)
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Por outro lado, o plasma seminal contem factores quimiotacticos como por exemplo
PGD2 que é um indutor da diferenciacdo das células Th2; é constituido também, como
referido anteriormente, por TGF-B que estimula a de sintese de citoquinas pro-

inflamatdrias e quimiocinas nos tecidos uterinos. (Gil Mor, 2006)

A TGF-pB ¢ provavelmente a citoquina chave na alteracdo a resposta imune Thl para
Th2. (Gil Mor, 2006)

4. Papel do HLA-G
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Fig. 3 — Constituicdo genética da regido HLA no cromossoma 6 sef/ non-self, como tal é

(www.expertreviews.org) . L
determinante na aceitagdo de

um tecido transplantado, como fazendo parte do organismo- histocompativel, ou na sua
rejeicdo como elemento estranho — histo incompativel; este conjunto de genes esta
localizado no cromossoma 6, no homem, e estdo organizados em regides que codificam

3 classes de moléculas: genes MHC 1, Il e 111. (Arosa, 2012)

Nos humanos as moléculas MHC | classicas sdo codificadas pelas regibes A, B e C e as
moléculas MHC |1 cléssicas séo codificadas pelas regides DP, DQ e DR (fig. 3);
existem ainda moléculas designadas de MHCI e Il nédo classicas, pouco polimorficas e
com a expressao limitada a alguns tipos celulares, como é o caso do HLA-G, HLA-E e
HLA-F (moléculas de MHC | Nao classicas). (Arosa, 2012)

As células fetais sdo mantidas durante décadas na circulagdo materna assim como nos
orgdos. No entanto as caracteristicas basicas destas células e as diversas funcbes na
satide e/ou doenca materna ainda esta por definir. E possivel que a persisténcia de
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células humanas fetais no sangue materno e nos 6rgdos possa estar relacionada com a

expressdo dos seus antigénios HLA. (Peltier, 2003)

O sinciciotrofoblasto produz varias substancias sollveis que sdo necessarias para o
desenvolvimento do embrido, enquanto que as células trofoblasticas migram para a

decidua, tecido este com trés fungdes principais:
1. Ancorar a placenta ao Utero

2. Permitir a expansdo das artérias espirais uterinas de modo a permitir um

aumento da perfusdo de sangue materno durante a gestacédo

3. Conduzir as células hematopoiéticas da decidua por trajectdrias consistentes

com a protecc¢do do feto semi alografico

O ultimo é talvez o factor imunoldgico mais relevante no estabelecimento e manutencao
de um datero imunoprivilegiado: as células citotrofoblasticas migratorias expressam
antigénios HLA I- B, HLA- | A e também genes HLA classe 1l (HLA-D), todos eles
altamente polimdrficos que estimulam uma imediata e cronica rejeicdo de um excerto

caso este seja estranho para o hospedeiro. (Peltier, 2003)

Enquanto estas células avancam para a decidua, a expressdo de antigénios HLA altera
dramaticamente, células percursoras vilosas citotrofoblasticas expressam apenas um
tipo de isoforma HLA, HLA-G5. No momento em que a coluna de células trofoblasticas
chega perto da decidua, as células citotrofoblasticas ganham a expressdo de multiplas
moléculas HLA classe I, o que inclui pelo menos uma isoforma, HLA-G1 (isoforma
solivel do HLA-G5), possivelmente uma segunda, HLA-G2, HLA-E e também
possivelmente HLA-F; estas células também expressam, HLA-C. (Clements et al.,
2005)

O gene HLA-G, expresso ao nivel do sincicio, tem poucos alelos, e apenas cinco
proteinas diferentes que se conheca. O sinal de um Unico HLA-G ¢ alternativamente
dividido de modo a produzir no minimo sete sinais diferentes, quatro destes codificam
proteinas de ligacdo da membrana e trés codificam para proteinas soltveis. (Ishitani et
al., 2006; Ishitani et al., 2003)

Estudos demonstram que o HLA-G1 e a sua correspondente solGvel, HLA-G5, na
placenta captura apenas uma pequena parte de péptidos, o que pode limitar a
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afectividade destas isoformas na apresentacdo de antigénios a linfocitos T citotdxicos.
(Clements et al., 2005)

O HLA-G contribui para que o Utero e a placenta sejam imunoprivilegiados tendo como
alvo varias subpopulagdes de células hematopoiéticas conduzindo as mesmas para um

estado imunossupressor. (Hunt et al., 2006)

Proteinas HLA-G soltveis influenciam a produgdo de citoquinas pelas células
mononucleares presentes no sangue e afectam os linfocitos T citotoxicos, induzindo a
morte; sdo capazes, igualmente de programar células NK uterinas para estados de
inibicdo de morte celular. Por outro lado, os linfécitos T helper podem ser afectados
entrando num estado de tolerancia. HLA-G5 e HLA-G6 guiam a producéo de citoquinas
imunossupressoras nomeadamente TGF-B1, por fagocitos mononucleares e¢ DCs.
(Mclntire et al., 2004)

Existe uma relacdo entre os alelos HLA-G e os niveis de glicoproteinas solUveis de
HLA-G no plasma feminino e masculino o que implica um nivel genético de controlo
sobre a expressdo ou secrecdo de antigénios HLA-G; e ainda, HLA-G solavel circula na

mulher gravida e esta presente no fluido amniotico. (Hunt et al., 2006)

A producdo de HLA-G soluvel também est4 associada ao maior sucesso na terapia de
fertilizacdo in vitro o que sugere que a producdo de HLA-G possa ser um marcador de
“qualidade” do embrido; no entanto, ainda nao é claro se o HLA-G é gerado pelo
embrido apds a implantacdo. Baixas concentra¢cdes de HLA-G no inicio da gestagdo
estdo relacionadas com o desenvolvimento de pré-eclampsia. (Hunt et al., 2006)

Estudos cientificos demonstram que altos niveis de duas isoformas soluveis de HLA-G,
HLA-G5 e HLA-GB6, estdo associadas ao sucesso no transplante de érgéos. (Lila et al.,
2002)
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5. Hormonas associadas a gravidez
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inflamatdria, aumento das concentragdes de hormonas sexuais nos trés

trimestres da gravidez. (Robinson e Klein, 2012) inflamatoria que possa

contribuir para a rejeicao
fetal mas que ao mesmo tempo desenvolva uma resposta imune anti-inflamatoria que
permita a transferéncia de anticorpos para o feto em desenvolvimento. (Raghupathy,
1997)

As hormonas contribuem de um modo significativo na alteracdo da funcdo imune que
ocorre durante os trés trimestres de gravidez. Durante a gravidez o sistema imunitario
ndo esta imunosuprimido mas sim adaptado para que se desenvolva uma resposta imune
promovendo uma resposta anti-inflamatéria que ndo so influéncia o resultado da
gravidez mas também a patogenicidade de um agente infeccioso. (Robinson e Klein,
2012)

As mudancas hormonais e imunolégicas que acontecem no decurso da gravidez sdo
necessarias para que a gestagdo seja saudavel, no entanto, ha um aumento exponencial
na susceptibilidade de desenvolverem doencas auto-imunes ou mesmo infecciosas.
(Robinson e Klein, 2012)

A concentracdo de hormonas esterdides incluindo estrogénio e progesterona, sao
consideravelmente mais altas durante a gravidez do que quando comparado com outras
situacOes, este € um aumento gradual de acordo com o decorrer da gravidez, atingindo o

pico no terceiro trimestre.

Mudangas hormonais que ocorrem durante a gravidez fundamentam algumas das

mudancgas imunoldgicas associadas a gravidez. Niveis elevados de progesterona
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estimulam a sintese de PIBF (factor bloqueador induzido por progesterona) pelos
linfocitos. O PIBF aumenta no decurso da gravidez e diminui significativamente apds o
nascimento, mas em gestacfes patologicas que resultam em pré-parto, aborto ou
hipertensdo, as concentracdes de PIBF sdo baixas. Altas concentracbes de PIBF
promovem a diferenciacdo de células T helper em células T helper tipo 2 (Th2) que
secretam altas concentragfes de citoquinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-5 e IL-10).

A gravidez esta associada a mudancas nas concentracdes de varias hormonas incluindo
o estradiol, estriol, progesterona, corticosterdides e prolactina: estas mudancas
hormonais contribuem para as altera¢fes imunoldgicas que ocorrem na gravidez. Os
efeitos das hormonas associadas a gravidez na funcdo imunoldgica sdo extensos,

podendo afectar a resposta humoral e celular. (Robinson e Klein, 2012)
e Estradiol

O estradiol esta presente em altas concentracdes em mulheres ndo gravidas como
também em mulheres gravidas e é responsavel pela maioria dos efeitos classicos nos
tecidos reprodutivos e ndo reprodutivos. Receptores de estrogénios (ERS) sdo expressos
em varias células dos tecidos linféides bem como nos linfécitos, macréfagos e DCs.
Existem dois subtipos de receptores estrogénicos: ERa e ER[P, que apresentam

expressdes diferenciais em subconjuntos de células imunes. (Robinson e Klein, 2012)

A ERa ¢ altamente expressada em células T e a ERB tem uma regulagdo positiva nas
células B; os diferentes efeitos do estrogénio na funcdo imunolédgica podem nédo estar
apenas ligados a concentracdo mas também a densidade, distribuicdo e tipo de ERs nas
células imunologicas. O estradiol afecta varios aspectos da imunidade inata, incluindo a
actividade funcional de células inatas que influenciam a resposta imune adaptativa.
(Phiel et al., 2005)

e Estriol

O estriol é produzido em altas concentracdes pela placenta durante a gravidez e é
responsavel por quase 90% dos estrogénios produzidos no decurso da gravidez, ndo

estando presente em mulheres ndo gravidas. (Soldan et al., 2003)

Os efeitos imunoldgicos do estriol ainda ndo estdo bem caracterizados e assume-se que

tenham os mesmos que o estradiol pois actuam nos mesmos ERs. (Voskuhl, 2011)
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e Progesterona

A progesterona é produzida pelo corpo liteo nos ovarios das mulheres ndo gravidas e
pela placenta durante a gestacdo, tendo um papel importante na reproducdo e na funcao
imunologica; a progesterona é normalmente vista como anti-inflamatoria, e receptores
de progesterona (PRs) foram identificados nas células epiteliais, mastocitos, eosinofilos,

macrofagos, DCs e linfécitos. (Robinson e Klein, 2012)

A progesterona pode-se ligar aos receptores glucocorticoides que sdo mais abundantes
no sistema imunoldgico do que os PRs o que pode representar um mecanismo
alternativo na inducdo de alteracdes na funcdo imunoldgica. A progesterona inibe a
producdo de citoquinas induzidas por TLR (receptores Toll-like) como também a
expressao de receptores de superficie, via PRs e GRs, nas células dendriticas. (Jones et
al., 2010)

A progesterona suprime a resposta inata incluindo a actividade de macréfagos e células
NK; concentracbes elevadas de progesterona durante a gravidez inibem o
desenvolvimento de uma resposta imune Thl promovendo a producdo de uma resposta
imune Th2 o que inclui a producdo de IL-4 e IL-5. (Piccinni et al., 2000a; Piccinni et
al., 2000b)

Estudos anteriores demonstram que elevados niveis de progesterona durante o segundo
trimestre estdo relacionados com a reducdo da actividade das células Treg. (Mjosberg et
al., 2009)
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I11. Conclusao

A funcdo principal do sistema imunitario é de defender o organismo contra invasdes
bacterianas, viricas, outros agentes patogénicos e células anormais ou tumorais que s&o

considerada “non-self”.

Durante uma gravidez, tem que ser criadas condigdes para que o feto ndo seja
naturalmente rejeitado pela méde, uma vez que este apresenta aloantigénios que o

sistema imunoldgico materno ndo reconhece.

Logo apds o coito, a distribuicdo dos leucécitos mononucleares no interior do epitélio
cervical altera-se, 0 que sugere uma adaptacdo imune ao fluido seminal; este, através de
alguns dos seus componentes com a citoquina TGF-B e prostaglandina E é capaz de

promover a imunossupressao da mucosa reprodutora feminina.

As células do sistema imunitario presentes na decidua séo, essencialmente, linfécitos T,
NK, macrofagos e células dendriticas e a interaccdo entre o trofoblasto e estas células

maternas tém um grande impacto no resultado da gravidez.

Nas células presentes na decidua, os linfocitos T reguladores ou Ty S0 0s mediadores
essenciais de uma gravidez bem sucedida; a actividade insuficiente dos linfocitos Teg
resulta numa faléncia da implantacdo ou reducdo da funcdo placentaria e crescimento
fetal. (Gil Mor, 2006)

O principal papel das células Treg na mediacdo da tolerancia materno-fetal € destacado
por variados estudos em que ,pela auséncia de células CD25" é provocada uma falha na
gestacdo. (Somerset et al., 2004)

O TGF-B, um constituinte do plasma seminal, estimula a produ¢do de GM-CSF no
epitélio uterino o que, inicialmente, vai promover o0 recrutamento de factores
inflamatdrios no Utero provocando alteracbes similares a uma. (Rabinovich, 2004;
Barafao, 2011; Sharkey et al., 2012; Croy et al., 2002)

O LIF, secretado pelo endométrio durante a implantacdo, vai, também, promover

tolerancia materno-fetal. (Piccinni et al., 2001)

O sinciciotrofoblasto, um tecido fetal especializado que invade o Utero, sintetiza e

secreta a enzima IDO, substancia esta que suprime a resposta celular T aos tecidos
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fetais; as células T reg podem induzir o catabolismo do triptofano nas células
dendriticas por via CTLA-4, e ttm também a capacidade de induzir a actividade da IDO

no sinciciotrofoblasto. (Fallarino et al., 2003)

As células T CD4" naive da decidua levam a uma maior diferenciagdo de linfocitos Th2
de forma a manter um estado dominante destas células e permitindo, assim, a

manutencdo da gravidez.

Os altos niveis de estrogénio, PGE2 e IL-10 presentes na interface materno-fetal inibem
a producdo de IL-12 pelas células dendriticas da decidua, reforcando a alteracdo do

balanco Th1/Th2 para um estado predominantemente Th2 na interface. (Gil Mor, 2006)

A expressdo de antigénios HLA também se altera durante a gravidez, detectando-se

elevados niveis de HLA-G na placenta, na isoforma HLA-G5.

Proteinas HLA-G soltveis influenciam a producdo de citoquinas pelas células
mononucleares presentes no sangue e afectam os linfocitos T citotoxicos, induzindo a
morte; sdo capazes, igualmente de programar células NK uterinas para estados de

inibicdo de morte celular.

Os linfécitos T helper também podem ser induzidos a entrar num estado de tolerancia
devido a expressdo de HLA-G5 e HLA-G6 que induzem a producdo de citoquinas

imunossupressoras. (Mclntire et al., 2004)

A concentracdo de hormonas esterdides incluindo estrogénio e progesterona, sdo
consideravelmente mais altas durante a gravidez do que quando comparado com outras
situacOes, este € um aumento gradual de acordo com o decorrer da gravidez, atingindo o

pico no terceiro trimestre. (Robinson e Klein, 2012)

Niveis elevados de progesterona estimulam a sintese de PIBF pelos linfdcitos; este
aumenta no decurso da gravidez e diminui significativamente apds o nascimento. Em
gestacdes que resultam em pré-parto ou aborto as concentracGes de PIBF sdo baixas

denotando uma correlagdo entre estes dois factores.

Altas concentragbes de PIBF promovem a diferenciagédo de células T helper em células
T helper tipo 2 (Th2) que secretam altas concentracfes de citoquinas anti-inflamatorias
(IL-4, IL-5 e IL-10). (Robinson e Klein, 2012)
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A progesterona suprime também a resposta inata incluindo a actividade de macrdfagos e
células NK; concentracbes elevadas de progesterona durante a gravidez inibem o

desenvolvimento de uma resposta induzindo a producéo de IL-4 e IL-5.

A gravidez estd associada a mudangas nas concentracdes de varias outras hormonas
incluindo o estradiol, estriol, corticosterdides e prolactina. Todas estas alteraces

hormonais sao responsaveis, em parte, pela manutencéo da tolerancia ao embrido/feto.

Outros mecanismos que interferem na manutencéo da tolerancia materno-fetal carecem
de estudos cientificos, sendo a imunologia reprodutiva uma das areas mais atractivas de

pesquisa moderna.
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