
 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro 

Centro Biomédico 

Faculdade de Ciências Médicas 

 

 

 

 

 

 

Clarice Monteiro Rodrigues Santos 

 

 

 

Estudo da biologia das células T auxiliares foliculares circulantes 

em condições imunológicas distintas: gestação, infecção pelo HIV-

1 e em pacientes com desordens do espectro da neuromielite 

óptica 

 

 

 

 

 

Rio de Janeiro 

2020



Clarice Monteiro Rodrigues Santos 

 

 

 

 

 

 

Estudo da biologia das células T auxiliares foliculares circulantes em 

condições imunológicas distintas: gestação, infecção pelo HIV-1 e em 

pacientes com desordens do espectro da neuromielite óptica 

 

 

Tese apresentada, como requisito parcial 
para obtenção do título de Doutor, ao 
Programa de Pós-graduação em 
Microbiologia, da Universidade do Estado 
do Rio de Janeiro.  

 

 

 

Orientadora: Prof.ª Dra. Cleonice Alves de Melo Bento 

 

 

 

 

  

 

 

Rio de Janeiro 

2020 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CATALOGAÇÃO NA FONTE 
UERJ/REDE SIRIUS/BIBLIOTECA CB-A 

 

 

 
 

Bibliotecária: Ana Rachel Fonseca de Oliveira 
CRB/7 – 6382 

 
 
 

Autorizo apenas para fins acadêmicos e científicos, a reprodução total ou parcial 

desta tese desde que citada a fonte. 

 
_____________________________________________ _____________________ 

Assinatura                 Data 
 

 

 

 

S237      Santos, Clarice Monteiro Rodrigues. 
                   Estudo da biologia das células T auxiliares foliculares circulantes em 

condições imunológicas distintas: gestação, infecção pelo HIV-1 e em 
pacientes com desordens do espectro da neuromielite óptica/ Clarice 
Monteiro Rodrigues Santos. – 2020. 
   198f.  

 

               Orientadora: Prof.ª Dra. Cleonice Alves de Melo Bento. 
                   
                   
               Doutorado (Tese) – Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Faculdade 

de Ciências Médicas. Pós-graduação em Microbiologia.   
 

1. HIV (Vírus) - Teses. 2. Neuromielite Óptica. 3. Linfócitos T CD4-
Positivos. 4. Progesterona. 5. Estrogênio - Teses. I. Bento, Cleonice Alves 
de Melo. II. Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Faculdade de 
Ciências Médicas. III. Título.                                                          

 

                                                                                                       CDU 617.731-002 

  



Clarice Monteiro Rodrigues Santos 

Estudo da biologia das células T auxiliares foliculares circulantes em 

condições imunológicas distintas: gestação, infecção pelo HIV-1 e em 

pacientes com desordens do espectro da neuromielite óptica 

Tese apresentada, como requisito parcial 
para obtenção do título de Doutor, ao 
Programa de Pós-graduação em 
Microbiologia, da Universidade do Estado 
do Rio de Janeiro. 
 

Aprovada em 14 de abril de 2020. 

 

Orientadora:  Prof.ª Dra. Cleonice Alves de Melo Bento 

Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro 

 

Banca Examinadora:      ________________________________________________ 
Prof. Dra. Alessandra Matos Saliba 

Faculdade de Ciências Médicas - UERJ 

 

________________________________________________ 
Prof. Dra. Wânia Ferraz Pereira Manfro 

Faculdade de Ciências Médicas -UERJ 

 

________________________________________________ 

Dra. Fernanda de Bruycker Nogueira 

Instituto Oswaldo Cruz  

 

________________________________________________ 

Dra. Claudia Cristina Ferreira Vasconselos 

Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro 

 

________________________________________________ 

Prof. Dr. Cassiano Felipe Gonçalves de Albuquerque 

Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro 

 

 

Rio de Janeiro 

2020  



DEDICATÓRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho a todos os indivíduos que já doaram amostras corporais em 

prol da pesquisa científica e da saúde de terceiros. 

 



AGRADECIMENTOS 

 

 

Agradeço a minha mãe e ao meu pai, Verônica e Tércio. Mesmo longe 

fisicamente, vocês me estimularam todos os dias a dar sempre o meu melhor na 

minha profissão e na minha vida. Vocês são as sábias palavras que me equilibram 

nos momentos de necessidade e a certeza de que qualquer problema pode ter 

solução. 

A minha orientadora, Cleonice Bento, por ser um exemplo de orientação 

acadêmica e de amizade. Muito obrigada por ter confiado no meu potencial desde o 

mestrado e por ter trago a Imunologia para a minha vida.  Você é um dos melhores 

seres humanos que eu já conheci. 

A minha orientadora na UCI, Anshu Agrawal, por me ter dado liberdade para 

desenvolver meus projetos prévios e confiança para iniciar e conduzir projetos de 

pesquisa de alto padrão científico desenvolvido por ela, o que contribuiu 

intensamente para meu desenvolvimento como pesquisadora. 

A todos os médicos que colaboraram para os projetos de pesquisa aqui 

desenvolvidos, por sua disposição e minuciosidade, essenciais para a qualidade de 

nossos resultados.  

A Cristal Dias, minha amiga mais antiga, que acompanhou minha trajetória 

desde a alfabetização e que sempre torceu pelo meu sucesso. Obrigada por me 

mostrar todos os dias que eu tenho a sua amizade pra me apoiar e me confortar.  

A Tayná Benzi, meu porto seguro. Obrigada por nunca soltar a minha mão. 

Você é uma das minhas maiores certezas. Sempre. 

A Karen Padrão, por ter me aceitado como irmã e por ter me ajudado a tomar 

decisões importantes na minha vida quando tudo me parecia confuso.   

A Priscila Mendonça, Aleida Soraia e Lana Lopes, por serem o meu pilar 

pessoal, acadêmico e científico por todos esses anos. Obrigada pela convivência e 

troca, pelo carinho e pelos momentos de desabafo e de descontração. 

A todos os integrantes do LIILiT, laboratório que sou integrante há 6 anos, por 

transmitirem a mim o verdadeiro valor de um trabalho em equipe.  

Agradeço ao Mateus, por me transbordar de calma. Sua assídua presença e apoio 

foram essenciais para a conclusão desse trabalho com êxito.  



Aos Programas de Pós-Graduação da UERJ e da UNIRIO, por me 

proporcionarem uma trajetória científica e acadêmica de qualidade insquestionáveis.   

Agradeço a CAPES, pela bolsa de doutorado no país e de doutorado 

sanduíche, que me possibilitou realizar parte dessa tese na Universidade da 

California Irvine. Também às outras agências de fomento, FAPERJ e CNPq, pelo 

suporte financeiro aos projetos em que fui e continuo sendo integrante durante todos 

esses anos de pesquisa científica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Ser grande, é abraçar uma grande causa. 

William Shakespeare 



RESUMO 

SANTOS, Clarice Monteiro Rodrigues. Estudo da biologia das células TFH em 
condições imunológicas distintas: gestação, infecção pelo HIV-1 e em pacientes 
com desordens do espectro da neuromielite óptica. 2020. 198f. Tese (Doutorado em 
Microbiologia) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de 
Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.  
 

As células T CD4+ auxiliares foliculares (TFH) são um subtipo de células 
responsáveis por regular o desenvolvimento da imunidade humoral através da 
promoção da indução de plasmócitos secretores de anticorpos e células B de 
memória de longa duração. Classicamente, as células TFH são identificadas pela alta 
expressão de CXCR5 associado a uma elevada produção de IL-21. Entretanto, 
diferentes condições ambientais e genéticas podem interferir com o status funcional 
dessas células. Assim, o objetivo geral dessa tese foi estudar a biologia das células 
TFH circulantes em gestantes, infectadas ou não pelo HIV-1, e em mulheres com 
diagnóstico definitivo de NMOSD. Adicionalmente, avaliamos os mecanismos de 
atuação de dose relacionada à gestação de estrogênio e progesterona no status 
funcional desses linfócitos. Nesse sentido, nossos resultados mostraram que a 
gestação, em mulheres saudáveis, favorece a expansão das células T 
CD4+CD45RO+CXCR5+, coexpressando ou não os marcadores CXCR3, PD-1 e 
ICOS. Além disso, a gestação também elevou a porcentagem de células TFH 
CXCR3+ produtoras de IL-21, IL-10 e IL-6. De forma interessante, foi observado uma 
correlação positiva entre a porcentagem das células TFH CXCR3+PD-1+, assim como 
do subtipo IL-21+, com os níveis séricos de estrogênio e dos anticorpos anti-
citomegalovírus e anti-antígeno de superfície do vírus da hepatite B (HBsAg). De 
forma interessante, a ocorrência de gestação acelerou a recuperação numérica e 
funcional das células TFH circulantes em mulheres infectadas pelo HIV-1 após a 
introdução da terapia antirretroviral (TARV), amplificando sua capacidade em auxiliar 
as células B autólogas a produzir IgG em sistemas de cocultura. Adicionalmente, 
incremento na porcentagem das células TFH IL-21+ após TARV foi diretamente 
correlacionado aos níveis plasmáticos de estrogênio e aos títulos de IgG anti-HBs e 
anti-toxoide tetânico (TT). Ao avaliar o efeito direto dos hormônios gestacionais 
sobre as células TFH, o estrogênio elevou a porcentagem de cTFH,  cTFHICOS+,  cTFH

 

IL-21+ e IL17+; e de células B de memória, enquanto a progesterona, com o auxílio 
do estrogênio, elevou, in vitro, não apenas a porcentagem de plasmócitos secretores 
de anticorpos, como também a porcentagem de células TFR IL-10+, subtipo celular 
conhecido em evitar a produção de autoanticorpos em doenças autoimunes 
humorais, tal como a NMOSD. Nesse sentido, nossos resultados mostraram que 
pacientes com NMOSD produtores de IgG anti-AQP4 possuíam uma maior 
frequência de células TFH IL-6+ e IL-17+, que foram diretamente correlacionadas com 
a atividade clínica da doença, como também menor porcentagem de células TFH IL-
10+. Em resumo, nossos resultados sugerem que elevados níveis de estrogênio e 
progesterona favorecem a expansão e diferenciação de células TFH funcionais, o que 
pode estar atrelado a uma melhor resposta humoral específica contra patógenos, 
mas que pode impactar negativamente no desfecho de doenças autoimunes 
mediadas por autoanticorpos, tal como a NMOSD. 

 
Palavras-chave: Células T CD4+ auxiliares foliculares. Estrogênio. Progesterona. HIV-1. 

Desordens do Espectro da Neuromielite Óptica.  



ABSTRACT 

SANTOS, Clarice Monteiro Rodrigues. Biologic study of follicular helper T cells in 
immunologically differentiated conditions: pregnancy, HIV-1 infection, and 
individuals with neuromielitis optical spectrum disorder. 2020. 198f. Tese (Doutorado 
em Microbiologia) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio 
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.  
 

Follicular helper T (TFH) cells are a subtype of lymphocytes responsible for 
regulating the development of humoral immunity by promoting the induction of 
antibody-secreting plasma cells and long-term memory B cells. Classically, TFH cells 
are identified by the high expression of CXCR5 associated with an elevated 
production of IL-21. However, different environmental and genetic conditions can 
interfere with the functional status of these cells. Thus, the general objective of this 
thesis was to study the biology of circulating TFH cells in pregnant women, infected or 
not with HIV-1, and in women with a definitive diagnosis of NMOSD.Additionally, we 
also evaluated the mechanisms of effect of pregnancy-related dose of estrogen and 
progesterone on the functional status of these lymphocytes. In this context, our 
results showed that pregnancy, in healthy women, favors the expansion of 
CD45RO+CXCR5+CD4+ T cells, coexpressing or not CXCR3, PD-1 and ICOS 
markers. In addition, pregnancy also increased the percentage of CXCR3+ TFH cells 
that produce IL-21, IL-10 and IL-6. Interestingly, a positive correlation was observed 
between the percentage of CXCR3+ PD-1+ TFH cells, as well as IL-21+ subtype, with 
serum levels of both estrogen and IgG directed against cytomegalovirus and hepatitis 
B virus (HBsAg). In HIV-1-infected women, the occurrence of pregnancy accelerated 
the numerical and functional recovery of circulating TFH cells after the introduction of 
antiretroviral therapy (ART), amplifying their ability to assist autologous B cells to 
produce IgG in coculture systems. Additionally, an increase in the percentage of IL-
21+ TFH cells after ART was directly correlated with plasma estrogen levels and anti-
HBs and anti-tetanus toxoid (TT) IgG titers. When we evaluated the direct effect of 
gestational hormones on the in vitro TFH cells, estrogen increased the percentage of 
cTFH, ICOS+cTFH, IL-21+ and IL-17+ cTFH, and memory B cells, while progesterone, 
with along estrogen, increased not only the proportion of antibody-secreting plasma 
cells, but also the percentage of IL-10+TFR cells, a cell subtype known to prevent 
autoantibody production in humoral autoimmune diseases, such as NMOSD. In this 
sense, our results showed that NMOSD patients who produce anti-AQP4 IgG had a 
higher frequency of IL-6+ and IL-17+TFH cells, which were directly correlated with the 
clinical activity of the disease, as well as a lower percentage of cells IL-10+TFH. In 
summary, our results suggest that high levels of estrogen and progesterone favor the 
expansion and differentiation of functional TFH cells, which may be linked to a better 
specific humoral response against pathogens, but it can negatively impact the 
outcome of autoimmune diseases mediated by autoantibodies, such as NMOSD. 

 

Keywords: Follicular helper T cells. Estrogen. Progesterone. HIV-1. Neuromielitis Optical 

Spectrum Disorder.    
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INTRODUÇÃO 

 

 

No contexto da imunidade humoral contra agentes infecciosos, a produção de 

anticorpos neutralizantes de alta afinidade é de vital importância para 

eliminar/neutralizar o invasor e/ou seus antígenos. A produção sustentada desses 

anticorpos, no entanto, depende da interação produtiva das células B com um 

subtipo particular de células T CD4+, as células T auxiliares foliculares (TFH - do 

inglês, T folicular helper). As células TFH são fundamentais para auxiliar na 

diferenciação dos linfócitos B em células B de memória e em plasmócitos de longa-

vida secretores de anticorpos com troca de cadeia pesada (CHEVALIER et al., 

2011).  

Apesar de sua origem ser primariamente nos gânglios linfáticos, contrapartes 

circulantes dessas células podem ser detectadas. Essas células TFH circulantes 

(cTFH) expressam vários comuns às TFH dos linfonodos, tais como a expressão 

superficial do receptor de quimiocina CXCR5 e produção de interleucina (IL)-21 

(BENTEBIBEL et al., 2013; CHEVALIER et al., 2011; MORITA et al., 2011). 

Ademais, a expressão do receptor de morte programada-1 (PD-1) e do 

coestimulador induzível (ICOS) (SIMPSON et al., 2010), associada à marcação de 

CCR6 e/ou CXCR3 (MA et al., 2015; MORITA et al., 2011), tem auxiliado na 

identificação de subtipos de células TFH periféricas mais funcionais (MA et al., 2014; 

MORITA et al., 2011; SIMPSON et al., 2010).  

A identificação dessas células no sangue periférico tem permitido aos 

pesquisadores avaliar a biologia das cTFH em diferentes contextos, como na 

gestação, aonde a produção de anticorpos é sabidamente favorecida 

(KANDA;TAMAKI, 1999). Nesse sentido, nosso grupo tem se dedicado a estudar o 

comportamento dessas células em gestantes saudáveis (artigo 1) e infectadas pelo 

vírus da imunodeficiência adquirida do tipo 1 (HIV-1) (artigo 2), bem como em 

pacientes com desordens do espectro da neuromielite óptica (NMOSD) (artigo 3) - 

uma doença autoimune muito prevalente em mulheres cuja imunopatogênese 

envolve a produção de autoanticorpos (LENNON et al., 2004). Finalmente, uma vez 

que os resultados publicados nos artigos 1 e 2 demonstraram uma relação direta 

entre os níveis plasmáticos de estrogênio e a expansão das células TFH, nossa 
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equipe dedicou-se a desvendar o efeito das doses de estrogênio e progesterona 

relacionadas à gestação em modular, in vitro, o comportamento de diferentes 

subtipos desses linfócitos como também de células B circulantes (artigo 4, 

submetido). 

No geral, os resultados obtidos no contexto dos 4 artigos nos levam a sugerir 

que a expansão equilibrada de diferentes subtipos de células TFH no contexto da 

gestação deve favorecer a produção de anticorpos protetores contra diferentes 

patógenos, ao mesmo tempo que evita a ativação de células B autorreativas 

implicadas em doenças autoimunes humorais, tais como a NMOSD. 
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

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 microorganismos invasores 

causadores de doenças. A defesa contra esses microorganismos é mediada por 

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

(ABBAS, 2012). 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, aonde 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) (Figura 1). 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 microorganismos 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 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). 

 Seguindo ativação, um terceiro sinal, deflagrado principalmente por 

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

CD4+ clássicos em 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+ pelas DCs, mas citocinas e hormônios parecem ser imperativos no 

destino do fenótipo diferenciado (WAN;FLAVELL, 2009).  

 

 

1.2    Linfócitos T auxiliares foliculares  

 

 

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

funcionais dessa população referentes à definição de diferentes fenótipos são bem 

caracterizados (SCHIMITT;UENO, 2015). Os linfócitos TFH são um importante 

subtipo de linfócitos T CD4+ especializado em auxiliar os linfócitos B (CROTTY, 

2015). A existência desse fenótipo foi primeiramente proposta por alguns 

pesquisadores entre 2000 e 2001 (SCHAERLI et al., 2000; BREITFELD et al., 2000; 

KIM et al., 2001). Entretanto, a aceitação como uma nova linhagem de células T 

CD4+ ocorreu em 2009, quando o Bcl-6 (do inglês, B-cell lymphoma 6) foi 

identificado como o fator de transcrição único desse subtipo celular (JOHNSTON et 

al., 2009; NURIEVA et al., 2009). Desde então, os linfócitos TFH têm sido descritos 

como células capazes de auxiliar os linfócitos B no desenvolvimento do centro 

germinativo e na troca de classe de anticorpos (JOHNSTON et al., 2009; NURIEVA 

et al., 2009; YU et al., 2009) (Figura 1).  
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As células TFH humanas localizadas nos órgãos linfoides secundários são 

caracterizadas pela alta expressão do fator de transcrição Bcl-6, do PD-1, do ICOS, 

do receptor de quimiocina CXCR5 e da produção de IL-21; e pela baixa expressão 

do receptor de quimiocina CCR7 (ONABAJO et al., 2013). A diferenciação dos 

linfócitos T CD4+ virgens (naïves) em linfócitos TFH (Figura 1) requer principalmente 

a indução do fator de transcrição Bcl-6. Entretanto, o fator regulador de interferon 4 

(IRF4 - do inglês, Interferon Regulatory Fator 4), fator de transcrição de zíper de 

leucina básica (BATF - do inglês, Basic leucine zíper Transcription Fator), c-MAF e 

os transdutores de sinal e ativadores de transcrição (STAT - do inglês, Signal 

Transducer and Activator of Transcription)-1, STAT-3 e STAT-4 também estão 

envolvidos na indução desse fenótipo (VINUESA et al., 2016). A IL-6, assim como a 

IL-21, ativam os STAT-1 e STAT-3 que, juntos, induzem a expressão do Bcl-6 e c-

MAF (CHOI; YANG; CROTTY, 2013; MA et al., 2009a; PALLIKKUTH; PARMIGIANI; 

PAHWA, 2012). A IL-6, secretada por DCs convencionais, DCs foliculares e por 

linfócitos B ativados (TANGYE et al., 2013) induz a produção de IL-21 pelos próprios 

linfócitos TFH (CHOI; YANG; CROTTY, 2013), o que também contribui para o 

estabelecimento do fenótipo celular. Em humanos, as citocinas IL-12, IL-23 e fator 

de crescimento transformador (TGF – transforming growth fator)-β, também são 

capazes de ativar os fatores de transcrição STAT-3 e STAT-4 que, por sua vez, 

induzem a expressão de Bcl-6 (MA et al., 2009b; SCHMITT et al., 2013, 2014). Além 

de citocinas, a interação célula-célula é importante para a indução dos fatores de 

transcrição nas células TFH. A interação entre ICOS e seu ligante (ICOSL), presente 

nas DCs, também é necessária para induzir a expressão do Bcl-6 durante a fase 

inicial de diferenciação (CHOI et al., 2011). Uma vez expresso, o Bcl-6 reprime a 

expressão do CCR7 e de fatores de transcrição, como a proteína de maturação 

induzida em linfócito B (Blimp - do inglês, B lymphocyte induced maturation protein)-

1, envolvida na diferenciação de outros fenótipos de linfócitos T CD4+ não TFH, 

enquanto regula positivamente a expressão de CXCR5, PD-1 e ICOS (CHOI et al., 

2011; KROENKE et al., 2012). Em humanos, enquanto a IL-12 e IL-23, favorecem a 

diferenciação das celulas TFH (SCHMITT et al., 2013), a IL-2 inibe esse fenótipo 

celular por ativar STAT-5 que reprime a expressão de Bcl-6 (BALLESTEROS-TATO 

et al., 2012; JOHNSTON et al., 2012; LOCCI et al., 2016; PEPPER et al., 2011).  
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Figura 1 - Diferenciação das células TFH e geração de células B de memória e 

plasmócitos 

 

Legenda: As células T CD4+ naïve são ativadas na zona de células T dos tecidos linfoides 
secundários após o reconhecimento do complexo peptídeo-MHC de classe II nas DCs. As 
DCs fornecem sinais, através das citocinas IL-6, IL-21 e IL-12 e pela interação ICOS-
ICOSL, que induzem a expressão de Bcl-6, c-MAF e CXCR5, permitindo que as células T 
CD4 pré TFH migrem para os folículos de células B. Na borda do folículo, as células pré-TFH 
interagem com as células B que apresentam o seu peptídeo cognato através do SAP 
(CD84), CD40/CD40L e ICOS/ICOSL. Essa interação permite a completa diferenciação 
das células TFH e a formação dos centros germinativos. As células TFH produzem IL-21 e 
IL-4 que auxiliam na diferenciação das células B em células de memória e em plasmócitos 
secretores de anticorpos.   

Fonte: Adaptado de MA e colaboradores, 2012. 
 

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

imune humoral através do auxílio aos linfócitos B nos folículos dos orgãos linfoides 

secundários (Figura 2). Nesse sentido, a alta expressão de CXCR5 associada à 

baixa expressão do CCR7, permite que os linfócitos TFH migrem, seguindo um 

gradiente de concentração formado pela quimiocina CXCL13, para os folículos; 

aonde irão coordenar a formação dos centros germinativos (CGs) - estruturas 

localizadas nos órgãos linfoides secundários caracterizadas pela intensa proliferação 

e diferenciação de linfócitos B (CROTTY, 2011). A interação ICOS-ICOSL também 

parece desempenhar um papel na migração das células TFH em direção aos folículos 
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(XU et al., 2013), provavelmente por estabilizar a expressão do CXCR5. Além disso, 

a interação entre as células TFH e as células B mantém a expressão de Bcl-6 

estável, o que promove a manutenção funcional do fenótipo TFH (BAUMJOHANN et 

al., 2013; CHOI et al., 2011).  

Uma vez nos folículos, os linfócitos TFH auxiliam na formação dos CGs através 

do fornecimento de sinais necessários para a diferenciação, proliferação e 

sobrevivência dos linfócitos B (TANGYE et al., 2013; CROTTY, 2011) (Figura 2). 

Esses sinais são fornecidos através da interação de moléculas de superfícies nas 

células TFH, como ICOS, ligante de CD40 (CD40L), proteínas associadas ao SLAM 

(SAP) e PD-1, aos seus respectivos ligantes expressos nas células B e pela 

produção de IL-21 e IL-4 (MOIR; FAUCI, 2009; PALLIKKUTH; PARMIGIANI; 

PAHWA, 2012). A interação da SAP com membros da família de moléculas de 

sinalização para ativação linfocítica (SLAM – do inglês, Signaling Lymphocytic 

Activation Molecule) permite a adesão entre as células TFH e células B (YUSUF et 

al., 2010), enquanto que a ligação do PD-1 ao PD-L1 em células B regula 

negativamente a formação do CG (WANG; HILLSAMER; KIM, 2011). Já a interação 

entre CD40 e CD40L é responsável pela proliferação e sobrevivência dos linfócitos 

B, além de promover a expressão da citidina desaminase induzida por ativação (AID 

– do inglês, Activation-Induced cytidine Deaminase) - enzima responsável por 

regular os processos de troca de classe e a hipermutação somática - e de ICOSL, 

que ao se ligar ao ICOS presente nas células TFH, induzindo a produção de IL-21 

(BAUQUET et al., 2009; CROTTY, 2015; LIU et al., 2015). A IL-21, por sua vez, 

induz a expressão de Bcl-6 nos linfócitos B, permitindo a diferenciação dessas 

células em plasmócitos secretores de anticorpos e em células B de memória 

(PALLIKKUTH, 2012; CROTTY, 2011). A IL-4, produzida em baixos níveis pelas 

células TFH, promove a sobrevivência dos linfócitos B, prevenindo a apoptose 

(CROTTY, 2011; YUSUF et al., 2010). Ademais, IL-21 e IL-4, provavelmente por 

estabilizar a expressão de CD40 e CD40L, são importantes para os processos de 

hipermutação somática, maturação de afinidade e troca de classe da cadeia pesada 

do anticorpo (TANGYE 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 
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maior a afinidade, maior a capacidade dessa molécula em neutralizar antígenos. 

Sendo assim, o estudo da biologia das células TFH é fundamental, uma vez que a 

produção de anticorpos neutralizantes é necessária tanto para o desenvolvimento de 

uma imunidade protetora contra patógenos como para o sucesso de diversas 

vacinas (TANGYE et al., 2013).  

 

Figura 2 - Auxílio das células TFH às células B em diferentes fases da resposta imune 

humoral 

 

Legenda: 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. 
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1.2.1 Linfócitos T foliculares circulantes 

 

 

 Por muitos anos, estudos no que diz respeito às células TFH eram limitados, 

pois, por questões éticas, acessá-las nos órgãos linfoides secundários de humanos 

era muito difícil. Entretanto, com as recentes descobertas de subtipos funcionais de 

células TFH no sangue periférico de humanos (KING; TANGYE; MACKAY, 2008; 

UENO, 2016), o conhecimento sobre a biologia das células TFH e a sua contribuição 

em doenças, tem aumentado nas últimas décadas.  

Estudos têm mostrado que, uma vez diferenciadas, as células TFH auxiliam em 

todos os eventos associados ao desenvolvimento dos CGs. Em seguida, elas podem 

deixar os folículos secundários e transitar pelos folículos vizinhos (SHULMAN et al., 

2013), ou podem passar a compor o contingente de células T de memória circulante, 

caracterizadas por expressarem CD45RO (KITANO et al., 2011). Essas células TFH 

circulantes são fenotipicamente identificadas pela expressão de CXCR5, apesar de 

apresentarem baixíssima expressão de Bcl-6 (BOSSALLER et al., 2006), e possuem 

a habilidade em auxiliar os linfócitos B, pelo menos em parte, por secretar grandes 

quantidades de IL-21 e IL-10 (BENTEBIBEL et al., 2013; CHEVALIER et al., 2011; 

MORITA et al., 2011). Ademais, a expressão de ICOS e PD-1 (SIMPSON et al., 

2010), associada à marcação de CCR6 e/ou CXCR3 (MA et al., 2015; MORITA et 

al., 2011), tem auxiliado na identificação de subtipos de células TFH periféricas mais 

funcionais (MA et al., 2015; MORITA et al., 2011; SIMPSON et al., 2010) (Figura 3). 

Dessa forma, a expressão de ICOS e PD-1 permite definir as células TFH de 

acordo com o seu estado de ativação. A maioria das células TFH circulantes são 

ICOS-PD-1-, seguido das células ICOS-PD-1+ e uma pequena porcentagem é 

ICOS+PD-1++ (HE et al., 2013; LOCCI et al., 2013). As células TFH circulantes 

ICOS+PD-1++ expressam Ki-67, um marcador indicativo de proliferação celular, 

enquanto que as células TFH circulantes ICOS-PD-1+ e ICOS-PD-1- são negativas 

para Ki-67, ou seja, estão em um estado quiescente (MA et al., 2015; MORITA et al., 

2011; SIMPSON et al., 2010). Entre as células quiescentes, as ICOS-PD-1+ parecem 

mais eficientes em auxiliar as células B do que o subtipo ICOS-PD-1-, que parecem 

necessitar de um tempo maior ou mais sinais de ativação (SCHMITT; BENTEBIBEL; 

UENO, 2014).   
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Classicamente, as moléculas de superfície CCR6 e CXCR3 são receptores de 

quimiocina associados aos subtipos efetores de linfócitos T CD4+, os linfócitos T 

auxiliares do tipo 17 (Th17) e linfócitos T auxiliares do tipo 1 (Th1), respectivamente. 

A ausência de ambos os marcadores de superfície, por sua vez, ajuda a identificar 

os linfócitos T auxiliares do tipo 2 (Th2) . Resumidamente, as células Th1, através da 

produção de elevados níveis de IL-2 e IFN-, medeiam o combate a 

microorganismos intracelulares obrigatórios ou facultativos por ativar fagócitos, 

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

(MCKINSTRY et al., 2010). A principal citocina liberada pelas DCs responsável pela 

indução desse fenótipo é IL-12 (MANETTI et al., 1993), apesar do IFN- também 

contribuir para a diferenciação das células Th1 (FARRAR et al., 2002). A IL-12 e o 

IFN-, por induzirem a expressão do STAT-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 de elevados níveis dos 

receptores de quimiocinas CXCR3 e CCR5 em sua superfície celular, o que permite 

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). Em contrapartida, na presença de elevados níveis 

de IL-4, as DCs favorecem a diferenciação das células Th2. 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). A 

liberação dessas citocinas tem sido implicada na resposta imune protetora contra 

infestações por helmintos e na patogênese das reações de hipersensibilidade do tipo 

I (ZHU et al., 2010a; ZHU et al., 2010b). 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). No que diz 

respeito ao fenótipo Th17, a sua indução depende das citocinas 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, 
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envolvido na regulação da expressão de diferentes genes implicados em sua 

manutenção (GUTCHER;BECHER, 2007). Amplamente implicados na resposta 

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

2015), os linfócitos Th17 classicamente sintetizam IL-17A (IL-17), IL-17F, IL-21 e IL-

22 que induzem as células imunes e parenquimatosas a secretar IL-8, principal 

citocina envolvida no recrutamento de neutrófilos para o local da infecção 

(MIOSSEC, 2009; ANNUNZIATO et al., 2012). 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 de inflamação ricas nas 

quimiocinas CCL3, CCL5 e CCL20 (ACOSTA-RODRIGUEZ et al., 2007; 

ANNUNZIATO et al., 2007).  

Nesse contexto, levando em consideração a habilidade em expressar CXCR3 

e/ou CCR6, SCHIMITT e colaboradores (2014) propuseram, adicionalmente, outra 

classificação das células TFH circulantes, todas capazes de produzir IL-21, em três 

subtipos: CXCR3+CCR6-, CXCR3-CCR6+ e CXCR3-CCR6- (SCHMITT; 

BENTEBIBEL; UENO, 2014) (Figura 3). O subtipo CXCR3+CCR6-, por produzir a 

citocina interferon (IFN)- e expressar T-bet, é chamado de TFH1, enquanto que o 

subtipo CXCR3-CCR6+, por produzir IL-17 e expressar RORt, é designado TFH17. 

Finalmente, o subtipo celular CXCR3-CCR6- é conhecido como TFH2 devido sua 

habilidade em produzir IL-4 e expressar GATA-3 (ACOSTA-RODRIGUEZ et al., 

2007; MA et al., 2015; MORITA et al., 2011). 

Em relação ao status funcional, SCHIMITT e colaboradores (2014) 

classificaram as células TFH circulantes como eficientes (TFH2 e TFH17) e não 

eficientes (TFH1) em auxiliar na resposta primária de anticorpos (SCHMITT; 

BENTEBIBEL; UENO, 2014). Neste estudo, quando linfócitos B virgens (naïves) 

foram colocados em cocultura com células TFH2 ou TFH17 periféricas, diferenciaram-

se em plasmócitos capazes de sofrer o processo de troca de classe de anticorpo e 

produzir IgG e IgE ou IgG e IgA, respectivamente (MORITA et al., 2011). Por outro 

lado, as células TFH1 não foram capazes em auxiliar os linfócitos B naïve in vitro, 

mas sim, em induzir a diferenciação das células B de memória em plasmócitos 

(BENTEBIBEL et al., 2013).  Por outro lado, em algumas situações patológicas, tais 

como nas reações de hipersensibilidades, uma persistente reação dos CGs é 

observada, sendo indicativo de falta de regulação local (SAGE; SHARPE, 2016). 
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Figura 3 -Subtipos de células TFH circulantes 

 

 

Legenda: Os marcadores CXCR3 e CCR6 diferencia a capacidade em auxiliary das células TFH em 
não eficientes (TFH1) e em eficientes (TFH2 e TFH17). A expressão de ICOS define as 
subpopulações celulares quiescentes e ativadas de cada subtipo. A capacidade em 
auxiliar das células TFH1 é limitada ao subtipo de células B de memória.  Embora ambos 
os subtipos quiescentes das células TFH2 e TFH17 serem capazes de auxiliar as células B, 
o subtipo ICOS-PD-1+ CCR7int promove auxílio imediato as células B de memória. As 
células TFH2 e TFH17 produzem diferentes citocinas que regulam diferentemente a troca de 
isotipo.  A intensidade da cor laranja em cada subtipo de TFH está relacionada à 
capacidade em auxíliar as células B.  

Fonte: Adaptado de SCHMITT et al.,2014. 

 

1.2.2 Linfócitos T reguladores foliculares  

 

 

Apesar de não serem completamente elucidados até o momento, os 

mecanismos envolvidos no controle dos CGs devem contar com a participação de 

um subtipo de células TFH, as células T reguladoras foliculares (TFR - do inglês, T 

Follicular Regulatory) (WOLLENBERG et al., 2011). A definição dessa nomenclatura 

provém de outra subpopulação de células T CD4+, fundamental para o 

restabelecimento da homeostase imune, os linfócitos TCD4+ reguladores (Treg) 

(PANKRATZ et al., 2016). 
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Os linfócitos Treg são essenciais na manutenção da autotolerância imune e no 

controle das respostas inflamatórias contra patógenos, suprimindo a ação de 

diversos linfócitos efetores, especialmente os linfócitos Th1, Th2, Th17 e T 

foliculares (OHKURA et al., 2013). Existem diferentes subtipos de células Treg 

descritos na literatura, entretanto, a maioria dos estudos são centrados na descrição 

fenotípica e funcional dessas células 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). 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 - do 

inglês, cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) (FONTENOT  et al., 2005; 

ZHOU et al., 2009). Os mecanismos pelos quais essas células suprimem as 

respostas inflamatórias são variados e envolvem tanto a 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 

antiinflamatórias, tais como IL-10 e TGF-β (RAIMONDI et al., 2007; JONULEIT et al., 

2001; RONCAROLO et al., 2001).  

No que diz respeito às células TFR, assim como as células TFH, são 

caracterizadas pela alta expressão de CXCR5, PD-1 e ICOS, porém expressam Bcl-

6 em níveis inferiores e são capazes de expressar os fatores de transcrição Blimp1 e 

FoxP3. Além disso, também expressam CTLA-4, o receptor do fator de necrose 

tumoral induzido por glicocorticoides (GITR - do inglês, Glucocorticoid-Induced 

Tumor necrosis factor Receptor) e é capaz de produzir IL-10 (CHUNG et al., 2011; 

LINTERMAN et al., 2011; WOLLENBERG et al., 2011) (Figura 4). 

Ao contrário das células TFH, que são diferenciadas a partir de células T CD4+ 

naïves, a maioria das células TFR tem como precursoras as células Treg naturais 

(CHUNG et al., 2011; LINTERMAN et al., 2011) (Figura 4). De fato, análises do 

repertório do receptor das células T (TCR - do inglês, T Cell Receptor) mostraram 

que as células TFR apresentam especificidades diferentes das células TFH do mesmo 

CG, respondendo mais fortemente a antígenos próprios do que a antígenos 

estranhos (MACEIRAS et al., 2017; RITVO et al., 2018). Entretanto, outros estudos 

têm demonstrado que as células TFR também podem ser induzidas à partir de 

células naïves após imunização com antígenos próprios ou não-próprios (ALOULOU 

et al., 2016).  Os mecanismos pelos quais as células TFR executam seus efeitos 
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reguladores nos CGs não estão totalmente elucidados, porém devem envolver 

interações diretas com as células TFH e células B locais (SAGE; SHARPE, 2016; 

ZHU; ZOU; LIU, 2015). Estudos in vitro, tanto em modelo animal como em humanos, 

mostraram que as células TFR podem inibir a proliferação e a produção de citocinas 

pelas células TFH, assim como a proliferação e produção de imunoglobulinas pelas 

células B (FONSECA et al., 2017; SAGE et al., 2013, 2014a; WING et al., 2017). Em 

animais nocauteados para o gene que codifica PD-1, as células TFR apresentaram 

maior atividade supressora sobre as células TFH e as células B (SAGE et al., 2013), 

indicando que a ligação PD-1/PD-L1 atenua a função dos linfócitos TFR. Por outro 

lado, a depleção do CTLA-4 das células TFR diminuiu a sua capacidade supressiva, 

resultando no aumento de células TFH e de CGs (SAGE et al., 2014; WANG et al., 

2015). De forma interessante, animais com células TFR incapazes de produzir IL-10 

apresentaram uma redução no número de células B no CG e nos níveis de 

anticorpos específicos, sugerindo que a IL-10 apresenta um papel na manutenção 

do CG (LAIDLAW et al., 2017).   

Apesar de a dinâmica e a caracterização das células TFR circulantes não 

estarem ainda bem definidas, estudo realizado por SAGE e colaboradores (2014) 

mostrou que as células TFR circulantes, caracterizadas como CD4+CXCR5+FoxP3+, 

apresentam características de células de memória, mas com menor capacidade 

supressiva em relação às células efetoras encontradas nos órgãos linfoides de 

camundongos. Em humanos, FONSECA e colaboradores (2017) demonstraram que 

as células caracterizadas como CD4+CXCR5+FoxP3+ podem ser localizadas tanto 

no sangue periférico como nos CGs. Além disso, a maioria dessas células 

encontradas na circulação não expressam PD-1, ICOS nem Bcl-6 e apresentam 

menor atividade supressora em comparação a sua contraparte encontrada nos CGs. 

Sendo assim, a descoberta das células TFH e TFR circulantes forneceram ferramentas 

experimentais que possibilitam o estudo da biologia dessas células em diferentes 

contextos que envolvem a produção de anticorpos como, por exemplo, em gestantes 

- infectadas ou não pelo HIV-1 - e em doenças autoimunes humorais, como a 

neuromielite óptica (LENNON et al., 2004).  
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Figura 4 - Plasticidade das células T foliculares  

 

Legenda: Subtipos de células TFH e células Treg foram classificadas previamente baseadas na 
produção específica de citocinas (em preto) e na expresssão dos fatores de transcrição. 
Entretanto, estudo recente demonstrou que os subtipos de células T CD4+ tem uma 
grande capacidade de trans-diferenciação e inter-coversão. Evidências indicam que as 
células Treg e TFH estão no centro de um sistema interconectado onde as células estão 
em um estado multifuncional e podem responder a citocinas e fatores de transcrição que 
infleunciam em sua função e diferenciação. Células TFH podem se diferenciar em TFH1 e 
TFH2, que expressam dois fatores de transcrição (Bcl-6 e T-bet ou GATA3, 
respectivamente) e moléculas específicas, bem como STAT-4 e IL-12 (TFH1) e CNS2 e IL-
4 (TFH2).  A adaptação refinada ao microambiente é possibilitada através de um complexo 
processo de remodelação epigenética regulado por fatores de transcrição específicos para 
cada subtipo celular. Neste complexo sistema celular, os mecanismos de interação das 
células TFH e Treg não são totalmente conhecidos. PD-1/CTLA-4 em conjunto contribuem 
para a regulação das células TFR/TFH. PD-1, que é altamente expressa em ambas as 
células, exercem um efeito inibitório na diferenciação/função das células TFR. Através da 
limitação da sinalização via TCR, PD-1 aumena o número de células B que encontram as 
células TFH, prevenindo a sua proliferação acelerada e permitindo a ativação adequada de 
células B. CTL4-4 é altamente expresso pelas células TFR e controla negativamente sua 
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diferenciação e expansão e, consequentemente, o destino das células TFH. A interação de 
alta afinidade de CTLA-4 nas células TFR com B7 nas células B pode prevenir a ligação de 
células TFH com as células B. De acordo com a natureza e do microambiente do estímulo, 
PD-1 e CTLA-4 podem modular o programa folicular de forma distinta. Verde: ativação; 
Vermelho: inibição. Setas tracejadas: interações que ainda não foram confirmadas 
experimentalmente.  

Fonte: Adaptado de SAGE et al. 2013, 2014 e 2016. 
 
 

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., 2012a) 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 
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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).  

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). 

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; 
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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). Ao contrário das células uNK, os 

macrófagos M2 permanecem em níveis elevados no útero gravídico até o término da 

gravidez (ABRAHAMS et al., 2004b; FEST et al., 2007). Acredita-se que essas 

células possam desempenhar um papel-chave na limpeza local por remover células 

trofoblásticas em apoptose, reduzindo assim o tempo de exposição de células semi-

alogênicas potencialmente imunogênicas (HUANG et al., 2006). Outra função 

provável é a de controlar possíveis invasores externos, os patógenos, que podem ter 

efeitos adversos ao desenvolvimento da gestação (FEST et al., 2007). Apesar de 

representarem uma população minoritária no útero gravídico, as células T, sob a 

influência dos hormônios gestacionais, desempenham uma função-chave na 

regulação da resposta imune na interface materno-fetal (TRUNDLEY; MOFFETT, 

2004). 

 

 

1.3.2 Células T e a interface materno-fetal 

 

 

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) 
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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-KIM 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 do concepto (SAITO, 2010). Entretanto, parece 

menos questionável o papel das citocinas antiinflamatórias 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 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 desses linfócitos 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 das Tregs na decídua e no sangue periférico durante o primeiro e o 

segundo trimestre da gestação (HEIKKINEN et al., 2004; XIONG; YUAN; HE, 2013). 

Entretanto, no terceiro trimestre, os níveis das Tregs no sangue periférico começam 

a diminuir (SEOL et al., 2008). Essa diminuição, no entanto, pode estar associada ao 

recrutamento desses linfócitos para o útero gravídico (JASPER; TREMELLEN; 

ROBERTSON, 2006). Adicionalmente, as Tregs também podem ser geradas na 

decídua a partir das células T CD4+ virgens quando estimuladas por DCs 

tolerogênicas locais, identificadas pela expressão da enzima indoleamina 2,3-

dioxigenase (IDO) e produção de TGF-β (ALUVIHARE; KALLIKOURDIS; BETZ, 
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2004; DIETL et al., 2006). Os mecanismos gerais utilizados pelas Tregs para inibir 

as células T CD4+ e T CD8+ efetoras podem ser diretos, através da produção de IL-

10 e TGF-, e/ou indireto, por inibir as APCs imunogênicas (HEIKKINEN et al., 

2004). Nesse último caso, o CTLA-4 expresso pelas Tregs, pode se ligar às 

moléculas da família B7 (B7-1/CD80 e B7-2/CD86), desativando as APCs 

(CEDERBOM; HALL; IVARS, 2000). Outro mecanismo que também está envolvido 

na inibição das células T efetoras é a expressão de FasL pelas células da placenta e 

da decídua que pode levar à apoptose dos linfócitos T ativados que expressam Fas 

(ABRAHAMS et al., 2004a).  

Sendo assim, 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, o controle de suas atividades é mediado por 

diferentes eventos humorais e hormonais (CUTOLO et al., 2004; GROSSMAN, 

1984). 

 

 

1.3.3 Imunomodulação pelos hormônios gestacionais e seus receptores 

 

 

Os hormônios gestacionais exercem diferentes efeitos sobre o sistema imune 

que, dependendo das suas concentrações, podem exercer ações pró-inflamatórias 

ou imunorreguladoras (PATAS et al., 2013) (Figura 5). Este evento ocorre quando as 

células imunes são recrutadas para órgãos e tecidos reprodutores femininos sendo, 

assim, expostas à ação hormonal (CUTOLO et al., 2004; GROSSMAN, 1984) 

através da interação dos hormônios com seus receptores específicos (DUAX et al., 

1985). Durante a gravidez, a gonadotrofina coriônica humana (hCG - do inglês, 

human chorionic gonadotropin) é inicialmente produzida pelo blastocisto, 6 a 8 dias 

após a fertilização (LOPATA;HAY, 1989) e depois, pelo sinciciotrofoblasto 

(HOSHINA et al., 1985). Os níveis de hCG aumentam no primeiro trimestre de 

gravidez e diminuem para 10% 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 
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estímulos. Uma das funções do hCG é elevar a produção de progesterona (CHEN et 

al., 2011), além de atuar localmente modulando as funções das células imunes e 

aumentando a angiogênese (PRABHUDAS et al., 2015). Estudos 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).  

A regulação de vários processos reprodutivos - como a ovulação, implantação 

e manutenção da gestação - é mediada pela progesterona (POLIKARPOVA et al., 

2019). Este hormônio, que auxilia na redução da contração uterina (RAFIEE et al., 

2019), é naturalmente produzido no ovário e na placenta; e a sua concentração, 

tanto no sangue periférico quanto na placenta, eleva-se linearmente com o tempo de 

gestação chegando a atingir valores 90 ng/mL (SIITERI;STITES 1983). Em 

humanos, o corpo lúteo produz progesterona no início da gestação e, após 8 

semanas, a placenta passa a ser a maior fonte desse hormônio (HALL;KLEIN, 

2017). Os efeitos da progesterona sobre o sistema imune são classicamente 

imunossupressores (SZEKERES-BARTHO, 2009), o que inclui a diminuição da 

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. Consequentemente, ao inibir a produção de 

IFN-, a progesterona reduz respostas típicas do fenótipo Th1, o que também 

compromete a função microbicida exercida pelos macrófagos (CLEMENS et al., 

1979; MANNEL et al., 1990; PICCINNI et al., 1995; HUGHES et al., 2013). De forma 

adicional, o estímulo de progesterona suprime o fenótipo Th17 e estimula as células 

Th2 produtoras de IL-4 e IL-5 (HALL;KLEIN, 2017). Em contrapartida, elevados 

níveis de citocinas pró-inflamatórias regulam negativamente a secreção de 

progesterona pelo trofoblasto da placenta e do corpo lúteo (FEINBERG, 1994; 

PEDERSEN et al., 1994; BEST, 1995), favorecendo a expansão de células T 

embriotóxicas - o que compromete, assim, o desenvolvimento do concepto. 

Para exercerem as suas funções, a progesterona e seus metabolitos agem 

principalmente através uma série de receptores nucleares específicos (PR), assim 

como receptores para os glicocorticoides (GR). E mais recentemente, isoformas de 

membrana (mPR) também têm sido descritas (HIERWEGER et al., 2019; 
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POLIKARPOVA et al., 2019), sendo mPRα, β e γ, e seus componentes PGRMC1 e 

PGRMC2 (RAFIEE et al., 2019).  A porcentagem de linfócitos na circulação 

expressando PR aumenta durante a gestação normal, mas é significantemente 

menor em mulheres que apresentam abortos espontâneos recorrentes (SZEKERES-

BARTHO et al., 1989;1990). Na presença de progesterona, linfócitos T PR+ de 

gestantes produzem a proteína PIBF (do inglês, progesterone induced blocking 

factor), responsável por mediar alguns dos efeitos imunológicos desse hormônio 

relacionados com aceitação ao concepto (CHECK et al., 2005; SZEKERES-

BARTHO, 2018). De forma interessante, estudos mostram que um dos estímulos 

mais potentes para elevar a expressão de PR nos linfócitos T maternos é a 

exposição aloantígenos fetais de origem paterna (PALDI et al., 1994), mostrando 

uma relação entre a expressão do PR e o início/manutenção da gestação. Ademais, 

em uma gestação normal, a porcentagem de células Treg mPRα+ também é 

favorecida (AREIA et al.,2016).  

Finalmente, as concentrações séricas do estrogênio mais potente, o 17β-

estradiol (E2), aumentam, em média, de 1 a 6 ng/mL durante a gravidez (HIRANO et 

al., 2007). Dependendo da sua concentração, o E2 pode exercer um efeito pró-

inflamatório ou antiinflamatório (STRAUB, 2007; VAN VOLLENHOVEN;MCGUIRE, 

1994) pela ligação com seus receptores intracelulares ERα ou ERβ, ao induzir 

mecanismos de transdução de sinais em certos subtipos celulares (CUNNINGHAM; 

GILKESON, 2011). Apesar de ERα ser abundantemente encontrado no endométrio, 

essa isoforma também é detecada em várias células do sistema imune, tais como 

linfócitos T e B circulantes (SMITHSON et al., 1995; STIMSON, 1988; HAKURI et al., 

1983; SHIM et al., 2006). E a expressão deste receptor pelos linfócitos em questão é 

aumentada após administração de estrogênio (INUI et al., 2007).  

Em níveis basais (100 a 200 pg/mL), o E2 induz a produção de citocinas pró-

inflamatórias (TNF-α, IL-6 e IL-1β), aumenta a migração de leucócitos para o local da 

inflamação (STRAUB, 2007), além de sua expansão clonal. Em nítido contraste, em 

níveis elevados - como na gravidez (3 a 7 ng/mL) - 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). Um 

estudo conduzido por Tai et al. observou que ERα é expresso em células T 
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CD4+CD25− e que o E2 aumenta a expressão dos genes de FoxP3 e IL-10 in vitro, 

bem como induz a expressão de CD25 por estas células. De forma interessante, 

esse fenômeno de conversão de subtipo celular é revertido ao inibir a expressão de 

ERα (CUNNINGHAM; GILKESON, 2011; TAI et al., 2008). DCs maduras e imaturas 

expressam ambas isorformas ERα e ERβ independente do seu estágio de 

desenvolvimento (KOMI; LASSILA, 2000), e a diferenciação das DC é inibida na 

ausência de doses fisiológicas desse hormônio (PAHARKOVA-VATCHKOVA; 

MALDONADO; KOVATS, 2004). Por outro lado, elevados níveis de E2 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). Adicionalmente, DCs 

tratadas com E2 têm a habilidade de induzir células Tregs CD4+CD25+FoxP3+ 

(POLANCZK et al., 2005). Além desses efeitos diretos, elevados níveis de E2 pode 

atenuar a migração de diferentes leucócitos por reduzir a expressão de moléculas de 

adesão no endotélio vascular da decídua, 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) (HEL et al., 2010). Por outro lado, em células B 

de memória, elevadas doses de E2, eleva a produção de anticorpos 

(KANDA;TAMAKI, 1999) e, após alguns anos, estudo por ERLANDSSON et al. 

demonstrou que esse fenômeno é mediado pelo ERα (ERLANDSSON et al., 2003).  

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. Em contrapartida, equilíbrio imune relacionado à 

gestação pode ser rompido por diferentes intercorrências, tal como a infecção pelo 

vírus da imunodeficiência humana, o HIV.   
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Figura 5 - Resumo da imunomodulação materna em decorrência dos hormônios 
gestacionais 

 

  
 
Legenda: 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 



42 
 

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. 

 

 

1.3.4 A infecção pelo HIV-1 durante a gestação e risco de transmissão vertical 

 

 

O HIV-1 é o agente causador da síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS 

- do inglês, Acquired Immunodeficiency Syndrome) e afeta principalmente os 

linfócitos T CD4+, causando dano progressivo ao sistema imunológico. A infecção 

pelo vírus, em geral, ocorre após o contato direto com fluidos orgânicos, como 

sangue e sêmen, de uma pessoa infectada pelo vírus (WEISS, 1993). Uma intensa 

replicação viral nos linfonodos dos indivíduos infectados é observada entre 2 a 6 

semanas após a primeira exposição do vírus, levando, consequentemente, a uma 

elevada viremia associada a uma queda quantitativa das células T CD4+ (Figura 6). 

Essa fase é caracterizada pela soroconversão e por sintomas inespecíficos como 

febre, linfadenopatia e dor de garganta (FAUCI et al., 1996; STREECK; VAN 

BOCKEL; KELLEHER, 2008). Com o objetivo de eliminar as partículas virais 

presentes no sangue, a resposta imune específica mediada pelas células T é 

acionada. Em contrapartida, a ativação crônica do sistema imune nos pacientes sem 

terapia antirretroviral (TARV), torna-se essencial para infecção do vírus nas células T 

CD4+ (LIEBERMAN et al., 2001). A IL-1β, IL-6 e o TNF-α, por ativarem o fator de 

transcrição NF-kB, favorecem a replicação viral dentro destas células (MANGINO et 

al., 2011). Devido a maior suscetibilidade à ativação durante a resposta imune anti-

HIV, as células Th1 e Th17 são alvos preferenciais tanto da infecção direta pelo 

vírus como também da exaustão clonal, identificadas como células disfuncionais que 

expressam PD-1, Fas/CD95, CTLA-4 e domínio de mucina e imunoglobulina em 

células T (Tim-3 – do inglês, T cell immunoglobulin mucin-3) (DAY et al., 2006; 

DOUEK et al., 2002; FAVRE et al., 2009; RODRIGUEZ et al., 1997; ZHANG et al., 

2007). Portanto, a perda preferencial das células Th1 e Th17 torna o paciente cada 

vez mais susceptível às infecções e neoplasias oportunistas (FAVRE et al., 2009) 

(Figura 6). Finalmente, ao longo da progressão da doença, com a queda numérica e 
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funcional das células T CD4+, os linfócitos T CD8+ HIV-específicos, ou não, se 

acumulam perifericamente (Figura 6). 

 

Figura 6 – História Natural da infecção pelo HIV na ausência de terapia 

 

 

Legenda: Durante o curso da infecção pelo HIV, ocorre a replicação viral e o quadro de 
imunodficiência sofre progressão, embora haja um período de ausência de sintomas, 
chamado de período de latência clínica. A ativação do sistema immune e a secreção de 
citocinas possuem um papel-chave na patogênese da doença e é variável entre os 
indivíduos infectados, algumas vezes aumentando dramaticamente a progressão da 
doença.  

Fonte: FAUCI et al., 1996. 
 

Esses linfócitos T CD8+ expressam marcadores relacionados à senescência, 

tais como CD57 e Tim-3, associada à expressão reduzida de CD38, CD27 e 

perforina (CODES et al., 2007; ELLER et al., 2016; ZHANG et al., 2007). 

Consequentemente, as células T CD8+ apresentam uma capacidade limitada em 

reconhecer e atacar células infectadas pelo HIV-1 e por outros vírus (APPAY et al., 

2000; SHANKAR et al., 2000). O estado inflamatório persistente indica falhas dos 

mecanismos imunológicos de regulação, particularmente das células T reguladoras 

que expressam (Tregs) ou não (Tr-1) a proteína FoxP3 (CHEVALIER et al., 2015). 



44 
 

Na infecção pelo HIV-1, as células T reguladoras têm sido descritas tanto como 

protetoras quanto facilitadoras de progressão para a AIDS por inibir as respostas 

anti-HIV mediadas pelas células T CD4+ e T CD8+ (ANDERSSON et al., 2005; 

EGGENA et al., 2005).  

No contexto da resposta imune anti-HIV, os linfócitos T CD8+ citotóxicos (CTLs 

– do inglês, Cytotoxic T Limphocytes) exercem um importante papel na identificação 

dos peptídeos do HIV apresentados pelas células APCs via moléculas de MHC de 

classe I. Quando ativados, os CTLs matam células infectadas pelo HIV pela via 

exocítica através da liberação de grânulos de perforinas, granzimas, e/ou pela via de 

engajamento de receptores de superfície da célula-alvo contendo domínio de morte 

(SCHOENBERGER et al., 1998). Nesse último caso, as células infectadas pelo HIV-

1 morrem devido à ativação das caspases pela via extrínseca de apoptose. As 

células T CD8+ ativadas podem também bloquear a infecção de células saudáveis 

por produzir e secretar β-quimiocinas (COCCHI et al., 1995; WALKER et al., 1986). 

No entanto, uma ativação eficiente dos linfócitos T CD8+ e a manutenção de uma 

resposta de memória dependem do auxílio de células Th1 funcionais (STREECK; 

VAN BOCKEL; KELLEHER, 2008). Ou seja, a capacidade das células T reguladoras 

em inibir a resposta imune celular do tipo Th1 e CTL contra antígenos virais tem sido 

associada à falha no controle da replicação viral na fase aguda da infecção 

(ANDERSSON et al., 2005). Por outro lado, dano às células Tregs em nível de 

mucosa intestinal parece amplificar os eventos relacionados à exaustão imune 

(EGGENA et al., 2005; FAVRE et al., 2009). Deficiências funcionais dessas células 

podem estar associadas a dois eventos não excludentes, infecção latente pelo HIV 

(SEDDIKI et al., 2009) e produção excessiva de citocinas inflamatórias (FAVRE et 

al., 2009).  

Na gravidez, infecção viral materna pode ter consequências adversas à 

gestação por diferentes vias. A primeira delas pode envolver severo prejuízo ao 

desenvolvimento fetal devido a infecção da placenta e disseminação para o sangue 

do cordão umbilical. A outra via pode ser o rompimento do delicado equilíbrio 

envolvido na tolerância fetal devido à produção de citocinas inflamatórias maternas 

em resposta aos patógenos (YOCKEY; IWASAKI, 2018). Dessa forma, frente a uma 

infecção, a manutenção e desenvolvimento fetal vão depender da capacidade do 

sistema imune materno em montar uma resposta inflamatória adequada contra o 

agente infeccioso sem que os mecanismos envolvidos com a tolerância aos 
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antígenos polimórficos de origem paterna sejam perdidos. No caso específico da 

infecção pelo HIV-1, a resposta imune protetora contra o vírus em pacientes 

infectados contrasta drasticamente com os eventos imunes responsáveis pela 

tolerância ao feto. No entanto, e de forma interessante, o risco de progressão clínica 

da doença na mãe não é aumentado pela gestação, e a taxa de transmissão vertical 

é entre 12 a 40% (SIASSAKOS et al., 2008). 

Essa variação na taxa de transmissão vertical do HIV deve-se a diversos 

fatores clínicos maternos e virológicos, como por exemplo: (a) elevada carga viral 

plasmática (CVP) materna (SHEARER et al., 1997), (b) fase da doença (BLANCHE 

et al., 1989; EUROPEAN COLLABORATIVE STUDY, 1992; JOHNSTONE et al., 

1991; LINDGREN et al., 1991; PEUCHMAUR et al., 1991), (c) estado imune da 

gestante (CLERICI et al., 1993; LEE et al., 1997; WOLINSKY et al., 1992), (d) 

subtipo de HIV-1 infectante (RAGUPATHY et al., 2013), (e) coinfecção com o vírus 

da hepatite C ou outras doenças sexualmente transmissíveis, e (f) complicações 

obstétricas associadas geralmente com uma resposta pró-inflamatória, tais como, 

rotura prematura de membranas fetais, parto pré-termo espontâneo e a presença de 

corioamnionite (GARCIA et al., 1999; HERSHOW et al., 1997; LANDESMAN et al., 

1996).  Apesar disso, a maioria das mulheres, mesmo na ausência de qualquer 

intervenção, não transmite o vírus do HIV-1 para o seu concepto durante a gestação, 

e vários mecanismos têm sido propostos para explicar a proteção do feto contra o 

vírus durante a gravidez (MAARTENS;CELUM;LEWIN, 2014). Estudos realizados in 

vitro mostraram que as células da decídua, principalmente macrófagos e células NK, 

produzem naturalmente fatores solúveis que inibem e controlam a infecção das 

células mononucleares da decídua pelo HIV-1 (MARLIN et al., 2011; QUILLAY et al., 

2016). Os macrófagos da placenta, as células Hofbauer, apresentam menor 

habilidade em replicar o HIV-1, in vitro, quando comparado com macrófagos 

derivados de monócitos do sangue periférico devido a sua capacidade de produzir 

naturalmente altas concentrações de IL-10 e TGF-β (JOHNSON; CHAKRABORTY, 

2012). Corroborando com esses dados, estudo realizado por KUMAR e 

colaboradores (2012) mostrou que a placenta de mulheres que transmitiram o HIV-1 

in útero apresentava elevada produção de citocinas e quimiocinas associadas à 

replicação viral e ao recrutamento de células permissivas a replicação viral em 

comparação com a placenta de mulheres que transmitiram o vírus intraparto ou não 

transmitiram (KUMAR et al., 2012).  
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Dentro do compartimento das células T, estudo conduzido pelo nosso grupo 

mostrou que a gestação, em mulheres infectadas pelo HIV-1 que controlam a CVP, 

aumenta a frequência periférica de células T CD4+ reguladoras produtoras de IL-10 

específicas para o HIV-1 (HYGINO et al., 2012). Além disso, uma correlação direta 

foi encontrada entre o aumento na produção de IL-10 e a baixa replicação viral, 

sugerindo que os níveis elevados de IL-10 podem ajudar a reduzir a transmissão 

vertical por reduzir a produção de citocinas inflamatórias que sabidamente ativam o 

NF- (HYGINO et al., 2012). Esses achados podem ajudar a explicar porque a 

gestação, apesar de atenuar a resposta imune celular, não é considerada um fator 

de risco para a progressão da doença em mulheres infectadas pelo HIV-1 (HYGINO 

et al., 2012). 

Quanto a imunidade humoral, apesar da transferência placentária de 

anticorpos maternos para o feto, o papel da IgG anti-HIV em reduzir o risco de 

transmissão vertical do HIV-1 não está claro (JOHNSON; CHAKRABORTY, 2016). 

OMENDA e colaboradores (2013) mostrou que há uma transferência eficiente de 

anticorpos neutralizantes específicos para o HIV-1 em crianças expostas ao vírus 

durante a gestação, mas nenhuma associação foi encontrada entre a presença 

desses anticorpos e uma redução na transmissão vertical (OMENDA et al., 2013). 

Outros estudos, que também incluíram apenas crianças infectadas durante o parto 

ou na amamentação, não encontraram associação entre os títulos ou a atividade de 

neutralização de anticorpos autólogo e heterólogo contra o HIV-1 e o risco de 

transmissão (CHAILLON et al., 2012; LYNCH et al., 2011; MILLIGAN et al., 2016). 

Por outro lado, os títulos de anticorpos neutralizantes anti-HIV foram maiores no 

sangue periférico de neonatos não infectados (BARIN et al., 2006). Outro estudo 

também observou que gestantes que transmitiram o vírus durante a gestação 

apresentavam títulos menores de anticorpos neutralizantes para o vírus autólogo do 

que as gestantes que não transmitiram (DICKOVER et al., 2006). Dessa forma, não 

a dosagem total de IgG, mas sim, a titulação desses anticorpos com propriedades 

de neutralizar o HIV-1, é que deve contribuir - em conjunto com o controle da 

replicação viral e da inflamação - na proteção da transmissão vertical.  Nesse 

sentido, com a adequação de manobras clínicas às gestantes infectadas pelo HIV-1, 

que incluem o parto cesáreo, a não amamentação e, principalmente, o uso da 

TARV, a taxa de transmissão vertical cai para menos de 1% (HAZRA; SIBERRY; 

MOFENSON, 2010; MOFENSON, 2010; PRENDERGAST et al., 2007).  
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1.3.4.2 Terapia antirretroviral  

 

 

A descoberta de drogas baseadas no entendimento do ciclo viral, na década 

de 80, transformou a infecção pelo HIV, antes considerada uma infecção de 

progressão rápida e letal, em uma condição crônica que pode ser controlada durante 

anos. Atualmente, no Brasil, existem 22 medicamentos disponíveis que são divididos 

em quatro grandes classes de antirretrovirais: os inibidores da transcriptase reversa, 

os inibidores de protease (IP), os inibidores da integrase e os inibidores de entrada. 

Os inibidores da transcriptase, por sua vez, podem ser subdivididos em duas 

classes, os análogos sintéticos de nucleosídeos (ITRNs) e os não análogos 

(ITRNNs) (DE CLERCQ, 2007; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013) (Tabela 1).   

A Organização Mundial da Saúde, assim como o Ministério da Saúde, 

recomenda o início imediato da TARV para todas as pessoas infectadas pelo HIV-1, 

independente da contagem de células T CD4+. Até 2018, era recomendado que a 

primeira linha de tratamento fosse composta por três antirretrovirais, sendo dois 

inibidores da transcriptase reversa análogos de nucleosídeos e nucleotídeos (ITRN) 

associado a um inibidor da transcriptase reversa não análogo de nucleosídeos 

(ITRNN). Dessa forma, o esquema preferencial para gestantes deveria ser composto 

por tenofovir (TDF), lamivudina (3TC) e efavirez (EFV). A partir de 2018, o esquema 

inicial preferencial passou a ser formado pela combinação de 2 ITRN associados a 

um inibidor de integrase, sendo preferencial a escolha de TDF/3TC com raltegravir 

(RAL). Entretanto, o esquema anterior deve ser mantido em pessoas que já estavam 

em tratamento e com carga viral indetectável. A susbtituição do tratamento somente 

é indicada em casos em que haja a necessidade de diminuir efeitos adversos e 

interações medicamentosas, ou em casos de comorbidades incompatíveis com o 

esquema atual (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2018). 
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Tabela 1 - Grupos de antirretrovirais utilizados na terapia anti-HIV disponibilizados 
pelo Ministério da Saúde do Brasil*   

Fonte: * www.aids.gov.br. Acessado em 13 de fevereiro de 2020. 

 

O objetivo principal da TARV é retardar a progressão da imunodeficiência e 

restaurar, na medida do possível, a imunidade aumentando o tempo e a qualidade 

de vida dos indivíduos infectados. Um tratamento eficiente está associado a uma 

rápida redução da CVP e, consequentemente, a um aumento gradativo no número 

de células T CD4+. O aumento na contagem de células T CD4+ ocorre em duas 

fases. A primeira fase reflete na redistribuição rápida de células T CD4+ com 

fenótipo ativado/memória que estavam retidas nos órgãos linfoides secundários e na 

medula-óssea e associada a uma redução na morte por apoptose (ENSOLI et al., 

2000). Já a segunda fase é caracterizada pela expansão de células naïves geradas 

no timo (LAWN; WILKINSON, 2006; YE; KIRSCHNER; KOURTIS, 2004). Para 

muitos autores, a recuperação das células T CD4+ na segunda fase reflete melhor o 

grau de aquisição de imunocompetência do portador de HIV. A timopoiese, após o 

início da TARV, é acompanhada de uma recuperação de linfócitos T CD4+ 

expressando um repertório diverso de receptores de antígeno, os TCRs, 

pertencentes a diferentes famílias Vβ associada à expressão de CD45RA e CD62L 

(FRANCO et al., 2002; KOLTE et al., 2002).  

No Brasil, para reduzir o risco de transmissão vertical do HIV, o “Protocolo 

clínico e diretrizes terapêuticas para prevenção da transmissão vertical de HIV, sífilis 
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e hepatites virais” de 2015 do Ministério da Saúde recomenda a TARV em todas as 

gestantes infectadas pelo HIV-1, independentemente de critérios clínicos e 

imunológicos, e sem interrupção do tratamento após o parto (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2015). Quanto a via de parto, a cesárea eletiva na 38ª semana de gestação 

é indicada para gestantes que não realizaram profilaxia antirretroviral combinada ou 

que tenham sua CVP, com 34 semanas ou mais de gestação, desconhecida ou 

superior a 1.000 cópias de RNA/ml. Para gestantes em uso da TARV e com 

supressão da carga viral sustentada, caso não apresentem indicação de cesárea por 

outro motivo, a via de parto vaginal é indicada. Toda gestante soropositiva para o 

HIV deve receber a infusão intravenosa de zidovudina (AZT) no início do trabalho de 

parto até o clampeamento do cordão umbilical. A manutenção do AZT durante o 

parto não é necessária para as gestantes com carga viral indetectável após a 34ª 

semana de gestação.  O recém-nascido deve receber uma solução oral de AZT, 

preferencialmente ainda na sala de parto, logo após os cuidados imediatos, ou nas 

primeiras 2 horas após o nascimento, devendo ser mantido o tratamento durante as 

primeiras 4 semanas de vida.  No caso de gestantes com carga viral superior a 

1.000 cópias/ml, deve-se acrescentar a nevirapina ao esquema de profilaxia do 

recém-nascido. Por fim, toda mãe soropositiva para o HIV é orientada a não 

amamentar, sendo terminantemente contraindicados o aleitamento cruzado 

(amamentação da criança por outra nutriz), a alimentação mista (leite humano e 

fórmula infantil) e o uso de leite materno com pasteurização domiciliar.  

Adicionalmente, uma melhor recuperação quantitativa e qualitativa das células 

T CD4+ periféricas pela TARV é diretamente proporcional à redução nos índices de 

ativação imune e, portanto, a um aumento na sobrevida das células T CD4+ e T 

CD8+ mais funcionais (LENG et al., 2002). Consequentemente, o sucesso 

terapêutico depende da recuperação das barreiras de mucosa, o que reflete numa 

queda na frequência de linfócitos T periféricos senescentes (TILLING et al., 2002) 

associada a uma recuperação na resposta imune celular (SPITSIN et al., 2012) e 

humoral, esta última dependente das células TFH.   
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1.3.5 Células TFH na infecção pelo HIV-1  

 

 

A infecção crônica pelo HIV está associada a um estado de 

hipergamaglobulinemia. Porém, essa elevada produção de anticorpos não está 

associada à proteção e sim, a uma ativação policlonal e desregulada das células B 

levando à produção de anticorpos de baixa afinidade e não dirigidos contra o HIV 

(PERREAU et al., 2013). Como a formação do centro germinativo e a diferenciação 

dos linfócitos B em células de memória e plasmócitos secretores de anticorpos 

depende do auxílio das células TFH, danos funcionais nessa população de células T 

pode explicar a inadequada produção de anticorpos protetores contra o HIV-1 e 

outros patógenos.  

Estudo realizado por LINDQVIST e colaboradores (2012) mostrou que 

indivíduos infectados pelo HIV apresentam uma elevada frequência de linfócitos TFH 

no linfonodo, principalmente TFH HIV-específicas, quando comparados com 

indivíduos saudáveis, e que esse aumento está associado a uma redução das 

células B de memória, à hipergamaglobulinemia e a um aumento das células B do 

centro germinativo (LINDQVIST, 2012). Outro estudo, realizado por PERREAU e 

colaboradores (2013), também demonstrou que essas células TFH são os principais 

alvos utilizados pelo HIV-1 para manter o seu nicho de replicação, conduzindo, 

portanto, a deficiências funcionais graves dessa subpopulação. Isso impacta na 

capacidade dessas células T em ajudar, de forma adequada, na produção de 

anticorpos pelas células B foliculares (PERREAU et al., 2013). Nesse sentido, 

estudo realizado por CUBAS e colaboradores (2013) mostrou um aumento na 

frequência de células B que expressavam o PD-L1 nos linfonodos de indivíduos 

infectados pelo HIV quando comparado com indivíduos saudáveis. Ainda nesse 

estudo, o aumento da expressão de PD-L1 inibiu, in vitro, a função dos linfócitos 

TFH através da ligação com PD-1 (CUBAS et al., 2013). Estudo conduzido em 

macacos Rhesus infectados com o vírus da imunodeficiência símia (SIV – do inglês, 

Simian Immunodeficiency Virus) demonstrou uma relação entre a expansão das 

células TFH capazes de produzir IL-21 após 14 dias de infecção e a produção de 

anticorpos protetores (HONG et al., 2014).  

Em humanos, a detecção de anticorpos contra o HIV-1 ocorre após a primeira 

semana de infecção, sendo esses anticorpos, no entanto, não neutralizantes e 
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dirigidos contra a gp41 do envelope viral. Aproximadamente após um mês de 

infecção, é possível detectar anticorpos contra a gp120 que também não são 

neutralizantes ou apenas específicos para o vírus autólogo, permitindo mutações de 

escape (DE BREE; LYNCH, 2016). Esses resultados sugerem que a qualidade dos 

anticorpos, e não seus títulos, é que devem ser indicativos de clearance viral. Nesse 

sentido, em cerca de 20% dos indivíduos infectados pelo HIV-1, após 2-4 anos da 

infecção, há a produção de anticorpos amplamente neutralizantes (bNabs – do 

inglês, broadly neutralizing antibodies) que são capazes de neutralizar uma grande 

variedade de isolados virais (NOTO; PANTALEO, 2017). Esses bNabs apresentam 

um número significativo de mutações, indicando intenso processo de hipermutação 

somática nos CGs, sendo necessário o auxílio das células TFH (SADANAND; 

SUSCOVICH; ALTER, 2015).  

Em humanos, diversos estudos têm demonstrado uma associação entre a 

frequência de células TFH, e os níveis de bNabs específicos para o HIV-1 e 

progressão para Aids. Estudo realizado por LOCCI e colaboradores (2013) 

identificou uma população de linfócitos TFH de memória circulantes que apresentam 

características semelhantes às células TFH localizadas nos CGs dos linfonodos. A 

frequência dessa população no início da infecção pelo HIV-1, caracterizada 

fenotipicamente como CD4+CXCR5+CXCR3-PD-1+, tem sido correlacionada 

positivamente com a produção de anticorpos neutralizantes contra o vírus (LOCCI et 

al., 2013). COHEN e colaboradores (2014) também observaram que indivíduos que 

foram capazes de produzir bNabs apresentavam uma maior frequência de células T 

CD4+CXCR5+PD-1+ periféricas e um menor risco de progressão para Aids (COHEN 

et al., 2014). No entanto, na grande maioria dos pacientes infectados pelo HIV-1 

sem terapia antirretroviral, o quadro de hipergamaglobulinemia reflete distúrbios no 

compartimento das células TFH (ABUDULAI et al., 2017; KROON et al., 1994; 

PALLIKKUTH et al., 2012). Esses indivíduos, por exemplo, respondem fracamente à 

imunização contra o influenza (PALLIKKUTH et al., 2012). Nos pacientes que 

responderam de forma adequada à vacina contra o influenza, a produção de IgG foi 

correlacionada com a expressão de ICOS e com a produção de IL-21 pelas células 

TFH (PALLIKKUTH et al., 2012). Outro estudo, conduzido por ABUDULAI e 

colaboradores (2017), demonstrou que a baixa produção de anticorpos contra 

polissacarídeos de pneumococo foi associada à não expansão das células TFH 

circulantes após a vacinação em pacientes infectados pelo HIV-1 sob TARV 
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(ABUDULAI et al., 2017). Como o comprometimento das células TFH é um evento 

precoce, a introdução da TARV na fase inicial da infecção pelo HIV-1 tem se 

mostrado mais eficientes em preservar a função das células TFH periféricas e das 

células B de memória (MUIR et al., 2016). Além disso, BOSWELL e colaboradores 

(2014) também observaram um aumento na frequência de células TFH periféricas 

em indivíduos em uso da TARV em comparação com indivíduos infectados pelo HIV-

1 sem tratamento (BOSWELL et al., 2014). De forma interessante, a hipótese de que 

a capacidade da TARV em recuperar as células TFH circulantes pode ser favorecida 

na gestação precisa ser avaliada, uma vez que é uma condição onde a produção de 

anticorpos pelas células B de memória é sabidamente potencializada (KANDA; 

TAMAKI, 1999).   

Por outro lado, diferente do que acontece na infecção pelo HIV-1, incremento 

na produção de anticorpos específicos maternos pode complicar a gestação no 

contexto de doenças autoimunes mediadas por células B autoreativas, como, por 

exemplo, nas desordens do espectro da neuromielite óptica (SHIMIZU et al., 2016; 

SHOSHA et al., 2017). 

 

 

1.4 Desordens do Espectro da Neuromielite Óptica 

 

 

A neuromielite óptica (NMO) é uma doença autoimune desmielinizante 

inflamatória idiopática (DDII) do sistema nervoso central (SNC) (PAPAIS-

ALVARENGA et al., 2015a) caracterizada por episódios simultâneos ou sequenciais 

de neurite óptica (NO) e/ou mielite transversa aguda (MTA) (WINGERCHUK et al., 

2015). Esses ataques autoimunes podem levar à perda de visão, fraqueza e perda 

da sensibilidade dos membros e disfunção da motilidade intestinal e da bexiga 

(ROSALES; KISTER, 2016).  Devido a novos conhecimentos acerca dos achados de 

imagem e de dados sorológicos, permitiu-se que o critério de diagnóstico mais 

recente incluísse a NMO e outras formas mais limitadas da doença numa única 

categoria, conhecida como doenças do espectro da neuromielite óptica (NMOSD - 

do inglês, neuromyelitis optica spectrum disorder) (WINGERCHUK et al., 2015). 

Apesar de alguns pacientes apresentarem a forma monofásica da doença, 

caracterizada por ausência de recidivas adicionais, a grande maioria dos pacientes 
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(> 80 %) é acometida pela forma remitente-recorrente (RR), que cursa com crises 

agudas de MTA, NO ou ambas, seguida de remissão (PEREIRA et al., 2015).  

A NMOSD é uma doença rara. Estima-se que a prevalência seja de 0,5-

4/100.000 indivíduos (ABOUL-ENEIN et al., 2013; ASGARI et al., 2011; CABRERA-

GÓMEZ et al., 2009) com a média de idade do início da doença variando entre 32,6 

e 45,7 anos, porém, novos casos em crianças e idosos também já foram reportados 

(ABOUL-ENEIN et al., 2013; ASGARI et al., 2011; BICHUETTI et al., 2013; CABRE, 

2009; COLLONGUES et al., 2010; HÖFTBERGER et al., 2015; JARIUS et al., 2012; 

KIM et al., 2012a; MEALY et al., 2012; PANDIT et al., 2013). Apesar de existirem 

casos de NMOSD em todo o mundo, as diferenças na prevalência da doença entre 

regiões distintas devem estar relacionada, principalmente, a fatores étnicos. Nesse 

sentido, diversos estudos têm demonstrado que a NMOSD é mais frequente em 

não-caucasianos e em regiões onde a prevalência de EM é baixa (COSSBURN et 

al., 2012; LANA-PEIXOTO, 2008a; MEALY et al., 2012; PAPAIS-ALVARENGA et al., 

2015a; RIVERA et al., 2008). Segundo diversos estudos, a NMOSD afeta 

principalmente o sexo feminino, com uma razão média de 5 mulheres para cada 

homem e, particularmente nos pacientes com a forma RR, dentre os quais até 90% 

são mulheres (COLLONGUES et al., 2010; NAGAISHI et al., 2011; QUEK et al., 

2012; WINGERCHUK et al., 2006). No Brasil, 11,8% dos casos de DDIIs (doenças 

desmielinizantes inflamatórias idiopáticas) são NMOSD, e acomete mais 

frequentemente mulheres, afro-brasileiras, com curso RR e levando a incapacidades 

moderadas a graves (PAPAIS-ALVARENGA et al., 2015a). Com relação à 

hereditariedade, poucos casos familiares foram relatados (por volta de 3% dos 

casos) (MATIELLO et al., 2010; PAPAIS-ALVARENGA et al., 2015b), indicando que 

a manifestação da doença é multifatorial. 

 
 

1.4.1 Critérios de diagnóstico  
 
 

Sabe-se que a NMOSD é uma doença grave e que as incapacidades 

neurológicas se originam dos surtos agudos, com recuperação limitada dos 

mesmos. Dessa forma, torna-se clara a necessidade do rápido diagnóstico para 

início do tratamento o mais breve possível. Para acompanhamento do grau de 

incapacidade neurológica, os pacientes com NMOSD são estadiados usando a 
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escala de EDSS (do inglês, Expanded Disability Status Scale), a mesma utilizada na 

EM (KURTZKE, 1983).  Através da avaliação de distúrbios nos diversos sistemas 

funcionais (Quadro 1), os pacientes são estadiados de 0 a 10, sendo 0 relativo a um 

exame neurológico normal e, valores maiores do que 6 estaria relacionado a um  

elevado grau de incapacidade neurológica (Quadro 2).  

Quadro 1 - Os sistemas funcionais avaliados no âmbito da escala EDSS  

Sistemas funcionais Exemplos de processos relacionados 

Funções Piramidais Movimento voluntário 

Funções Cerebelares Coordenação de movimento 

Equilíbrio 

Funções de Tronco cerebral Movimento dos olhos  

Sensação 

Movimentos da face 

Engolir 

Funções Sensitivas  

Funções Vesicais e Intestinais  

Funções Visuais  

Funções Cerebrais (ou Mentais) Memória  

Concentração 

Humor 

Outros Fadiga 

Fonte: traduzido e adaptado de KURTKE, 1983.  

Quadro 2 - A Escala EDSS  

EDSS Déficit neurológico 

0 Exame neurológico normal 

1 Ausência de incapacidade funcional e exame com achados 

anormais mínimos 

2 Incapacidade funcional mínima em apenas um sistema funcional 

3 Capaz de andar sem ajuda, mas com incapacidade moderada 

em um dos sistemas funcionais 

4 Capaz de andar sem ajuda pelo menos 500 metros, mas tem 

incapacidade grave em um dos sistemas funcionais 
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5 Capaz de andar sem ajuda pelo menos 200 metros, mas a 

incapacidade é muito grave para estar apto para o trabalho a 

tempo inteiro 

6 Precisa de uma bengala, muleta ou outra ajuda para andar 100 

metros, com ou sem pausas 

7 Não consegue andar mais de 5 metros, mesmo com ajuda, pode 

mover a cadeira de rodas e transferir-se sem ajuda 

8 Restringido à cadeira, cama ou cadeira de rodas, braços 

funcionais, mas necessita de assistência para a transferência 

9 Acamado e totalmente dependente, braços não funcionais, mas 

pode comer e falar 

10 Morte devido a NMO 

 

Fonte: traduzido e adaptado de KURTKE, 1983.  

Várias outras doenças autoimunes têm sido reportadas em pacientes com 

NMOSD. Segundo estudos, 30% dos pacientes com a doença apresentam 

comorbidades autoimunes, o que sugere a existência de uma predisposição 

genética para aberrações autoimunes (IYER et al., 2014). Hipotireoidismo 

autoimune, Lupus Eritematoso Sistêmico (SLE – do inglês, Systemic Lupus 

Erithematosus), Síndrome de Sjogren são as doenças autoimunes que mais 

frequentemente acometem pacientes com NMOSD (ROSALES; KISTER, 2016). De 

forma interessante, todas essas doenças autoimunes, semelhante à NMOSD, têm 

um componente humoral autoimune fortemente envolvido (PITTOCK et al., 2008). 

No caso da NMOSD, vários estudos têm demonstrado uma participação de 

anticorpos anti-aquaporina 4 (AQP4) na imunopatogenia das lesões neuronais 

(LENNON et al., 2004). A descoberta do anticorpo anti-AQP4, presente na maioria 

dos pacientes com NMO, foi um grande marco no estudo da doença, pois permitiu a 

inclusão de uma evidência sorológica no suporte diagnóstico da NMOSD e na sua 

consolidação como sendo uma doença distinta da EM (LENNON et al., 2004). Por 

essa razão, a sorologia para anticorpos anti-AQP4 foi incluído no critério diagnóstico 

da doença a partir de 2006 (WINGERCHUK et al., 2006, 2015).  

Desde a sua implementação, a busca pelo anticorpo anti-AQP4 foi realizada 

através das técnicas de ELISA (do inglês, enzyme-linked immunosorbent assay ) e 
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imunofluorescência indireta (KALLURI et al., 2010; LENNON et al., 2004; MADER et 

al., 2010; MATSUOKA et al., 2007; WATERS et al., 2012, 2014). Entretanto, 

atualmente, o ensaio baseado em células (CBA - do inglês, cell-based assay) tem 

sido considerado padrão-ouro na pesquisa de anticorpos anti-AQP4 por apresentar 

melhor sensibilidade que as outras técnicas (JARIUS; WILDEMANN, 2013; SATO et 

al., 2013; WATERS et al., 2012). Após a implementação da técnica CBA, os médicos 

observaram que muitos pacientes eram soropositivos para IgG contra AQP4 e 

apresentavam quadro clínico semelhante, porém limitado, quando comparado à 

NMO (BENNETT, 2016; SATO et al., 2013). Assim, na discussão para a criação do 

mais recente critério, em 2015, concluiu-se que essas formas limitadas, junto com a 

NMO clássica, representariam as NMOSD (WINGERCHUK et al., 2015) (Quadro 3). 

 

Quadro 3 - Atual critério de diagnóstico da NMOSD 

Critério diagnóstico do NMOSD para pacientes adultos (traduzido e adaptado de 

WINGERCHUK et al., 2015) 

✓ Critério diagnóstico para NMOSD com AQP4-IgG 

1. Pelo menos 1 característica clínica maior* 

2. Teste POSITIVO para AQP4-IgG utilizando o melhor método de detecção (cell-based 

assay é fortemente recomendado) 

3. Exclusão de diagnósticos alternativos  

✓ Critério diagnóstico para NMOSD sem AQP4-IgG ou NMOSD com status AQP4-IgG 

desconhecido 

1. Pelo menos 2 características clínicas maiores e ocorrendo como resultado de um ou 

mais recidivas clínicas e de acordo com todos os seguintes requerimentos: 

a. Pelo menos 1 característica clínica maior DEVE ser neurite óptica, mielite aguda com 

LETM, ou síndrome da área postrema 

b. Disseminação no espaço (2 ou mais características clínicas maiores diferentes) 

c. Preenchimento dos critérios adicionais da RM (ressonância magnética), se aplicável 

 

2. Testes negativos para AQP4-IgG usando a melhor técnica disponível ou teste não 

disponível 

3. Exclusão de diagnósticos alternativos  

* Características Clínicas Maiores  

1. Neurite Óptica (Figura 7) 

2. Mielite Aguda (Figura 8) 

3. Síndrome da área postrema: episódio de soluços sem explicação anterior ou 

náuseas e vômitos 

4. Síndrome aguda do tronco cerebral (Figura 9) 
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5. Narcolepsia sintomática ou síndrome clínica diencefálica aguda com lesões 

diencefálicas típicas de NMOSD na RM (Figura 10) 

6. Síndrome cerebral sintomática com lesões cerebrais típicas de NMOSD (Figura 8) 

Requisitos adicionais de MRI para NMOSD sem AQP4-IgG e NMOSD com status AQP4-IgG 

desconhecido 

1. Neurite Óptica Aguda: Requer RM cerebral mostrando (a) achados normais e apenas 

lesões não-específicas de massa branca OU (b) RM do nervo óptico com lesão 

hiperintensa T2 ou lesão pesada em T1 marcada com gadolíneo, que se estenda por 

mais de metade do comprimento do nervo óptico ou que envolva o quiasma óptico 

(Figura 9) 

2. Mielite Aguda: Requer associação com lesão intramedular que se estenda por 3 

segmentos contíguos (LETM) ou 3 segmentos contíguos de atrofia focal da medula 

espinhal em pacientes com história compatível com mielite aguda (Figura 7) 

3. Síndrome de área postrema: Requer associação com lesões na área postrema e 

região dorsal do bulbo (Figura 8) 

4. Síndrome de tronco cerebral aguda: Requer lesões periependimais no tronco 

cerebral  (Figura 9) 

Abreviações: AQP4 = aquaporina-4; IgG = Imunoglobulina G, LETM = lesões longitudinalmente 

extensas de mielite transversa; NMOSD = doenças do espectro da Neuromielite Óptica; RM = 

Ressonância magnética 

Figura 7 – Mielite Transversa Aguda (MTA) e Neurite Óptica (NO) em pacientes com 

NMOSD 

 

Legenda: Em A, à esquerda, RM de medula espinhal apresentando lesão de mielite transversa 
longitudinalmente extensa (LETM), acometendo mais que 3 segmentos vertebrais. Nessa 
figura, a lesão típica de LETM acomete a maior parte da medula espinhal torácica (setas). 
À direita, LETM cervical característica de NMOSD. Em B, NO demonstrada pelo sinal 
aumentado na maior parte do nervo óptico, especialmente na porção posterior (seta). Em 
C, NO com sinal aumentado no quiasma óptico. Imagens de dois pacientes diferentes 
apresentando NO aguda no contexto da NMOSD  

Fonte: WINGERCHUK et al., 2015.  
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Figura 8 – Lesão na região dorsal do bulbo (A, seta) e lesões agudas associadas à 

síndrome clínica de área postrema (B e C) 

  

Fonte: WINGERCHUK et al., 2015. 

Figura 9 – Lesões típicas de síndrome do tronco cerebral 

 

 

Legenda:Lesões periependimais que envolvem a ponte (esquerda, setas). Sinal aumentado 
no entorno do quarto ventrículo (direita, setas)  

Fonte: WINGERCHUK et al., 2015.  
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Figura 10 – Lesões cerebrais e de diencéfalo típicas de NMOSD 
 

 

Legenda: Diversos padrões de lesão cerebral são associadas à NMOSD. Lesões envolvendo o 
tálamo direito (A, seta) e o hipotálamo (B, setas). Extensa lesão subcortical na massa 
branca (C, seta) e com administração de gadolíneo (D, seta). Lesões crônicas 
longitudinalmente extensas e lesões lineares no corpo caloso (E, setas). Envolvimento 
longitudinal do trato costicoespinhal, estendendo-se ao pedúnculo cerebral e ponte (F, 
setas). Lesões cerebrais periependimais agudas (H e I, setas)  

Fonte: WINGERCHUK et al., 2015.  
 

 

 

 

 

 

 



60 
 

1.4.2 Imunopatogênese da NMOSD  

 

 

1.4.2.1 As células Th17 e as células TFH na Imunopatogênese da NMOSD  

 

 

Por ser uma doença autoimune, a imunopatogênese da NMOSD apresenta 

uma alta complexidade por compreender diversos fatores ambientais em indivíduos 

geneticamente predispostos, tais como doenças infecciosas e disbiose intestinal 

(CAMPBELL et al., 2014). Até então, nenhuma causa definitiva para o 

desenvolvimento da NMOSD foi encontrada. No entanto, as células T parecem ter 

um papel significativo em lesões do SNC (PEREIRA et al., 2015), como as células 

Th17 e as células TFH (PAPADOPOULOS et al., 2012). 

Diversos trabalhos têm demonstrado o papel das células Th17 na NMOSD. 

Sabe-se que na ausência do TGF-β, associada à liberação persistente de IL-23, IL-6 

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

muitas doenças inflamatórias crônicas, como as doenças autoimunes (ZHANG, 

2014b; LANGRISH et al., 2005). Nos pacientes com NMOSD, níveis elevados de IL-

17 e IL-8 foram observados tanto no soro, quanto no líquor (BARROS et al., 2015; 

ISHIZU et al., 2005; JACOB et al., 2007; TANAKA et al., 2008; VARRIN-DOYER et 

al., 2012; WU et al., 2012), especialmente durante surtos (JONES et al., 2015). 

Segundo estudo de ISHIZU e colaboradores (2005), altos níveis de IL-17, por induzir 

a produção in situ de IL-8, estariam envolvidos no recrutamento de neutrófilos para o 

SNC, células que estão relacionadas com a gravidade das lesões vistas na 

ressonância magnética (RM) e são detectadas em quase 60% dos espécimes de 

medula espinhal coletados para autópsia de pacientes com a doença (KIRA, 2011). 

O recrutamento de neutrófilos pode contribuir para as lesões através da produção e 

liberação de substâncias tóxicas, tais como as metaloproteinases, elastases e 

radicais livres derivados do oxigênio, tal como contribuindo na destruição da 

neuroglia local e aumento da permeabilidade da barreira hemato-encefálica (KIRA, 

2011).  

Para causar a NMOSD, as células Th17 precisam inicialmente atravessar a 

BHE. Diversos mecanismos parecem estar envolvidos, como a expressão do 

receptor de quimiocina CCR6, o que as permite atravessar a BHE através da ligação 
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à quimiocina CCL20, expressa constitutivamente pelas células do plexo coroide, 

permitindo o acesso desses linfócitos ao espaço subaracnoide, onde são reativadas 

(REBOLDI et al., 2009; WOLBURG; PAULUS, 2010; YAMAZAKI et al., 2008). Ainda, 

a produção de IL-17 e IL-22 reduzem a expressão de moléculas de adesão 

intervascular importantes para a integridade da BHE (HUPPERT et al., 2010; KEBIR 

et al., 2007) e a produção de ligantes de quimiocina CXCL1 e CXCL2, participam 

não apenas na ruptura da barreira hematoencefálica (BHE), como também na 

destruição dos astrócitos opsonizados com IgG anti-AQP4 (CARLSON et al., 2008). 

Uma vez que células Th17 específicas para AQP4 já foram identificadas em 

elevados níveis em pacientes com NMOSD (VARRIN-DOYER et al., 2012), a IL-6, 

citocina importante para a diferenciação do fenótipo Th17, mostra-se elevada em 

pacientes com NMOSD e tem sido sugerida como um possível biomarcador na 

doença (CHANG et al., 2015). Nesse sentido, diversos trabalhos se tornaram 

alicerces para tal associação. Elevados níveis de IL-6 e GFAP (do inglês, Glial 

fibrillary acidic protein), no líquor de pacientes com NMOSD, foram associados com 

a ocorrência de novas crises clínicas (UZAWA et al., 2013). Além disso, altos níveis 

de IL-6 no soro e líquor foram detectados, especialmente em pacientes soropositivos 

para anti-AQP4 (İİÇÖZ et al., 2010). Quanto ao envolvimento concomitante com a 

produção de IL-21, um trabalho publicado pelo nosso grupo demonstrou uma 

expansão de células T CD4+ produtoras de IL-6 e IL-21 no sangue periférico dos 

pacientes com NMOSD, mesmo em fase de remissão clínica; e a produção dessas 

citocinas foi diretamente correlacionada ao nível de incapacidade neurológica dos 

pacientes (LINHARES et al., 2013). A IL-21 possui a capacidade de induzir as DCs a 

secretarem IL-23, que, conforme citado anteriormente, tal mecanismo envolve a 

expansão de clones de células Th17 patogênicas (KORN et al., 2009; SONG; GAO; 

QIAN, 2014). Ademais, sabendo que há um papel bem elucidado da citocina IL-21 

na diferenciação de células B em plasmócitos secretores de anticorpos (LIU; KING, 

2013), o envolvimento de subtipos de células TFH na resposta imune periférica da 

NMOSD tem sido cada vez mais consistente.    

O equilíbrio entre a geração e a função das células TFH é essencial para a 

produção de anticorpos protetores de alta afinidade e, uma hiperativação destas 

células ou uma hiperexpressão das moléculas associadas a esse subtipo celular, 

podem resultar em doenças autoimunes, como a artrite reumatoide (MA et al., 2012) 

e a nefropatia mediada por IgA (ZHANG et al., 2014a). Quanto a patogênese de 
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doenças neuroautoimunes, diversos estudos têm mostrado que um possível 

desequilíbrio destes fatores pode estar envolvido, por exemplo, na EM (CHRISTENSEN 

et al., 2013), na NMOSD (FAN et al., 2016) e na Miastenia Gravis (ZHANG et al., 

2014b).   

No que diz respeito a NMOSD, poucos estudos foram conduzidos quanto ao 

compartimento periférico das células TFH. Através da utilização dos marcadores 

CXCR5, PD-1 e ICOS, alguns autores demonstraram uma maior porcentagem das 

células TFH nos pacientes quando comparados a indivíduos controles, sendo a 

grande maioria durante recaídas clínicas (LI et al., 2015; FAN et al., 2016; ZHAO et 

al., 2017). Apesar do papel das células TFH na resposta imune humoral, nenhuma 

correlação significativa foi observada entre a frequência dessas células com os 

títulos de anti-AQP4 (LI et al., 2015). Acreditamos que essa correlação aconteça ao 

associar os títulos de anticorpos com células TFH relacionadas ao fenótipo Th17, 

subtipo sabidamente envolvido na patogênese da NMOSD. Apesar de promissores, 

nenhum dos estudos conduzidos até o momento avaliou os subtipos de células TFH 

no contexto da produção de citocinas – fator essencial na determinação da 

qualidade funcional dessas células - e a sua correlação com a produção de 

anticorpos anti-AQP4 e anti-MOG. 

 

 

1.4.2.2 Imunopatogênese da NMOSD quanto a produção de anticorpos anti-AQP4 e 

anti-MOG 

 

 

A AQP4, conhecida por facilitar o fluxo de água no cérebro e na medula 

espinhal, é a proteína de canal de água mais abundante no SNC e é expressa, em 

elevados níveis, nos pés dos astrócitos (NIELSEN et al., 1997; RASH et al., 1998). 

Além do seu papel no diagnóstico, a detecção do anticorpo anti-AQP4 na maioria 

dos pacientes fortaleceu a hipótese de que NMOSD trata-se de uma doença 

autoimune de fundo predominante humoral. Esse anticorpo é, majoritariamente, da 

classe IgG1, um anticorpo fixador de complemento, entretanto, também foram 

detectados níveis de IgG2 em alguns pacientes (ISOBE et al., 2015).  A produção do 

anticorpo anti-AQP4 ocorre principalmente no sangue periférico e precisa atravessar 

a BHE para se ligar ao antígeno alvo no SNC (AKAZA et al., 2014). Estudos 
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sugerem que o anti-AQP4 parece atravessar a BHE pelas regiões previamente 

danificadas, ou por regiões aonde a BHE é mais escassa (BRADL; LASSMANN, 

2008; LENNON et al., 2005). A ligação da IgG anti-AQP4 à molécula de AQP4, 

inicialmente, leva a três consequências: ativação do complemento, diminuição da 

expressão de AQP4 e, consequentemente, do transportador do glutamato EAAT2 

(do inglês, excitatory aminoacid transporter-2) (HINSON et al., 2008; ZENG et al., 

2007) (Figura 11).  

Na dinâmica da resposta local, a ativação da via clássica do complemento na 

superfície do astrócito, e a consequente liberação de anafilotoxinas, leva ao 

recrutamento de granulócitos e macrófagos que, através de suas funções efetoras, 

causam dano não apenas aos astrócitos, como também aos oligodendrócitos, 

culminando na desmielinização e morte neuronal (JARIUS et al., 2008; JARIUS; 

WILDEMANN, 2010; PAPADOPOULOS; VERKMAN, 2012; WEINSHENKER; 

WINGERCHUK, 2014). Nesse sentido, sabendo que a AQP4 é expressa em 

conjunto com o principal transportador de glutamato no SNC, o EAAT2 (HINSON et 

al., 2008), diversos estudos têm sugerido que a reduzida expressão de EAAT2 leva 

ao acúmulo de glutamato no meio extracelular, que é particularmente tóxico para os 

oligodendrócitos e neurônios. Assim, a desmielinização na NMOSD pode resultar do 

efeito deletério conjunto mediado pelo sistema imune e pelo distúrbio na 

homeostase do glutamato (MARIGNIER et al., 2010; MCDONALD et al., 1998; PITT; 

WERNER; RAINE, 2000; SALTER; FERN, 2005). Em conjunto, esses dados 

demonstram que, nos pacientes soropositivos para anti-AQP4, a NMOSD é, 

primariamente, uma astrocitopatia que leva a uma desmielinização secundária ao 

ataque imune às moléculas de AQP4 (FUJIHARA et al., 2012). 

A razão pela qual ocorre uma destruição preferencial dos astrócitos nos 

nervos ópticos e na medula espinhal na patogênese NMOSD não é conhecida, uma 

vez que a AQP4 é expressa em outros tecidos e órgãos periféricos, como o rim 

(VAN HOEK et al., 2000) Uma maior expressão de AQP4 nas regiões mais 

comumente afetadas na NMOSD, ou seja, no nervo óptico, na medula espinhal e na 

área postrema, deve ajudar a explicar a razão da restrição topográfica dessas lesões 

(LENNON et al., 2004; ROSSI et al., 2012). Adicionalmente, outra possível 

explicação baseia-se na expressão diferencial de isoformas de AQP4 no SNC, tais 

como AQP4-M1 e AQP4-M23 (NEELY et al., 1999; PAPADOPOULOS, 2004; 

SAADOUN; PAPADOPOULOS, 2015; VERKMAN; ANDERSON; PAPADOPOULOS, 



64 
 

2014). De fato, estudo desenvolvido por IORIO e colaboradores (2013) demonstrou 

que a IgG anti-AQP4 é policlonal, sendo capaz de reagir a diversos epítopos em 

ambas as isoformas AQP4-M1 e AQP4-M23. No entanto, o efeito da ligação da 

AQP4-IgG é diferente em cada isoforma: enquanto a ligação da IgG à isoforma M1 

leva a internalização do imunocomplexo, o reconhecimento da M23 pelo anticorpo 

gera um complexo na superfície dos astrócitos, fazendo com que esses 

aglomerados moleculares sejam alvos da morte mediada pela ativação do 

complemento ou por mecanismos de citotoxicidade celular mediada por fagócitos. 

Tais diferenças sugerem que regiões mais ricas na isoforma M23 possam ser mais 

vulneráveis ao dano, com maior presença de lesões necróticas no parênquima 

cerebral dos pacientes (HINSON et al., 2007).  Ainda, outro estudo publicado por 

SAADOUN e PAPADOPOULOS (2015) sugeriu que, quando comparada à periferia, 

a expressão reduzida de proteínas reguladoras da ativação do complemento no 

SNC seria a causa primária da maior sensibilidade local ao ataque mediado pelos 

anticorpos anti-AQP4 nos pacientes com NMOSD.  

Apesar do conhecimento de que a maioria dos pacientes com NMOSD são 

soropositivos para anticorpos anti-AQP4, outros estudos têm demonstrado uma 

fração significativa de pacientes NMOSD soronegativos para esse anticorpo. 

Estudos mais recentes apontam para o possível papel de anticorpos contra a 

glicoproteína de oligodendrócitos da mielina (MOG - do inglês, myelin 

oligodendrocytes glycoprotein), que estão presentes em aproximadamente 20% dos 

pacientes que são soronegativos para anti-AQP4 (KITLEY et al., 2012; PRÖBSTEL 

et al., 2015; SATO et al., 2014). Estudos em camundongos sugerem que anticorpos 

anti-MOG possam causar lesão no SNC e que, o antígeno-alvo desse anticorpo, a 

MOG, está presente na superfície externa da bainha de mielina (SAADOUN et al., 

2014). A presença de um antígeno-alvo na própria bainha de mielina pode indicar 

que, nesse caso, a imunopatogênese se daria através de desmielinização primária, 

ao contrário do que ocorre com pacientes soropositivos para anti-AQP4 (Figura 11). 

Apesar de pouca informação quanto ao papel patogênico desse anticorpo na 

NMOSD in vivo, recentemente, um estudo desenvolvido por FANG e colaboradores 

(2019) demonstrou que a presença de anticorpos anti-MOG poderia contribuir para 

uma oligodendrocitopatia, mas somente na presença de complemento. Em 

contrapartida, outros estudos mostraram que, em camundongos, anticorpos anti-

MOG causaram danos reversíveis na bainha de mielina e em axônios e que, o 
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mecanismo de lesão por anti-MOG não envolveria a ativação do complemento e 

nem infiltração leucocitária, o que seria determinante para o melhor prognóstico, 

quando comparado a pacientes anti-AQP4+ (MADER et al., 2011; SAADOUN et al., 

2014). Em humanos, indivíduos com NMOSD e positivos para anti-MOG tendem a 

apresentar uma menor frequência de exacerbações clínicas e maior equilíbrio na 

razão entre mulheres e homens afetados quando comparados aos pacientes 

positivos para anti-AQP4, o que sugere que sejam doenças distintas 

(HÖFTBERGER et al., 2015; JARIUS et al., 2016). No geral, pacientes têm melhor 

recuperação dos surtos quando comparados aos pacientes soropositivos para anti-

AQP4, ou mesmo quando soronegativos para ambos os anticorpos (SATO et al., 

2014).  Neste último caso, ainda não se sabe quais seriam os mecanismos 

imunopatogênicos envolvidos no desenvolvimento e exacerbações da NMOSD. A 

AQP1 (aquaporina-1) tem sido sugerida como possível alvo, porém, há muita 

controvérsia sobre o seu papel na doença até então (JASIAK-ZATONSKA et al., 

2016; SANCHÉZ-GOMAR et al., 2016; GARCIA-MIRANDA et al.,2019).  

Finalmente, a existência de pacientes com NMOSD soropositivos para ambos 

os anticorpos (anti-AQP4 e anti-MOG) também vem sendo observada. Apesar de se 

ter pouca informação a respeito, estes pacientes parecem manifestar piores 

sintomas visuais e recuperação deficiente após episódios ópticos agudos e, ainda, 

parecem apresentar um maior EDSS quando comparados a pacientes com 

soropositividade apenas para anti-MOG ou anti-AQP4 (YAN et al. 2016). Sendo 

assim, a compreensão, em conjunto, das características patológicas e 

imunopatológicas da doença torna-se essencial para o manejo terapêutico da 

NMOSD.  
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Figura 11 - Possíveis diferenças entre os mecanismos imunopatológicos da NMO em 

pacientes soropositivos para anti-AQP4 ou para anti-MOG 

 
Legenda: Anticorpos anti-MOG e anti-AQP4 (Ab) têm seus antígenos alvo expressos em diferentes 

populações celulares, os oligodendrócitos (Olig.) ou astrócitos (A), respectivamente. 
Estudos sugerem que os dois anticorpos são produzidos na periferia. Anticorpos anti-
AQP4 são IgG1, subclasse produzida por células B dependente da interação com células 
T helper foliculares (TFH) (CROTTY, 2011). O isotipo do anticorpo anti-MOG ainda não foi 
definido, apesar de aparecer como IgG na figura. Os anticorpos anti-MOG ou anti-AQP4 
não são considerados patogênicos na ausência de resposta inflamatória mediada por 
células T. Possivelmente, células T efetoras específicas para MOG (SHETTY et al., 2014; 
VARRIN-DOYER et al., 2014) ou para AQP4 iniciam a inflamação no SNC, induzindo o 
recrutamento de neutrófilos (Neutro.) e eosinófilos (Eosin.) (LUCCHINETTI et al., 2000). 
Entretanto, a presença de linfócitos (Lymph.) não foi confirmada no caso de inflamação 
associada ao anticorpo anti-MOG, porém são detectados nas lesões característicos de EM 
(LASSMANN; BRÜCK; LUCCHINETTI, 2007) e de EAE (encefalomielite autoimune 
experimental), modelo animal de EM, induzidas por MOG (MOLNARFI et al., 2013; 
SLAVIN et al., 2001). Em ambas as condições, a inflamação dependente de células T 
pode levar ao aumento da permeabilidade ou perda da integridade da BHE, permitindo o 
acesso dos anticorpos ao SNC (BENNETT et al., 2009; BRADL et al., 2009; 
LITZENBURGER et al., 1998). Anticorpos anti-MOG se ligam às moléculas de MOG, 
expressas nos oligodendrócitos e na mielina, que envolve os axônios dos neurônios (N). 
Assim, provavelmente, anticorpos anti-MOG induzem a desmielinização (GENAIN et al., 
1999; LITZENBURGER et al., 1998). Dano aos oligodendrócitos ou à mielina pode expor 
outros antígenos, como o da proteína básica da mielina (MBP) (IKEDA et al., 2015). 
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Anticorpos anti-AQP4 se ligam às moléculas de AQP4, abundantes nos pés dos astrócitos. 
O anti-AQP4 é uma IgG1 e fixa complemento, amplificando o dano no astrócito. GFAP (do 
inglês, glial fibrillary acidic protein) é liberado devido ao dano nos astrócitos (IKEDA et al., 
2015; TAKANO et al., 2010). A resposta contra o AQP4 é caracterizada pela relativa 
preservação da mielina.  

Fonte: Traduzido e adaptado de ZAMVIL; SLAVIN, 2015. 
 
 

1.4.3 Tratamento da NMOSD 

 

 

 Formas progressivas da doença são bastante raras, porém, incapacidades 

surgem devido aos repetidos surtos que causam danos profundos no parênquima do 

SNC. Nesse sentido, é imprescindível que o tratamento de pacientes com NMOSD 

se inicie de maneira rapida, a fim de diminuir a inflamação e as chances de uma 

nova exacerbação, minimizando o risco do desenvolvimento de incapacidades 

neurológicas irreversíveis (SATO et al., 2012).  

A pulsoterapia com corticoides (geralmente 1g/dia por 3-5 dias por via 

intravenosa), ou plasmaferese, para casos refratários à corticoideterapia, são as 

opções padrão para o tratamento das exacerbações de NMOSD (TREBST et al., 

2014). Os corticoides apresentam amplas ações antiinflamatórias e 

imunossupressoras, com redução dos linfócitos e monócitos circulantes, alteração 

da transcrição de citocinas inflamatórias e diminuição da expressão de moléculas de 

adesão e metaloproteinases (BARNES, 2006). Além disso, IL-6, IL-17A e IL-23 

(WANG et al., 2011b), citocinas relacionadas à indução e manutenção do fenótipo 

Th17, parecem ter sua produção diminuída com emprego de corticoides (MULS et 

al., 2012). Já a plasmaferese age através da remoção passiva dos anticorpos 

circulantes, além de diminuir os níveis periféricos de citocinas inflamatórias 

(REEVES; WINTERS, 2014). Entretanto, parece que o benefício decorrente dessa 

última opção de tratamento independe da soropositividade para o anticorpo anti-

AQP4 (BONNAN et al., 2009). Além de seu papel no tratamento de surtos, 

tratamento com corticoides ou a plasmaferese podem ser empregados no esquema 

de profilaxia de novos surtos. Dentre as opções de tratamento para prevenção de 

novos surtos estão a Azatioprina, Micofenolato de mofetila, Metotrexato, 

Mitoxantrona, Ciclofosfamida, Tocilizumabe e Eculizumab. O Rituximabe - um 

anticorpo monoclonal anti-CD20 usado na depleção das células B - tem sido cada 

vez mais empregado nos casos refratários à Azatioprina ou até como droga de 
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primeira linha (TREBST et al., 2014). Em contrapartida, apesar de existirem casos 

em que a terapia com alvo nas células B não é eficaz, independente da produção de 

anticorpos anti-AQP4 (LINDSEY et al., 2012), outro estudo demonstrou que o 

tratamento com Rituximabe foi eficaz em diminuir a porcentagem de células TFH17 e 

em aumentar o fenótipo regulador TFR na circulação (NICOLAS et al., 2019). Em 

modelos experimentais, a injeção de anticorpos anti-AQP4 obtidos de pacientes não 

foi capaz de induzir NMOSD em camundongos na ausência de células T CD4+ 

específicas para a proteína AQP4 (BENNETT et al., 2009; BRADL et al., 2009). 

Estes acontecimentos podem estar relacionados, provavelmente, ao papel das 

células T CD4+ patogênicas na doença, como por exemplo, as células TFH, capazes 

de auxiliar os linfócitos B - que são continuamente produzidos pela medula-óssea 

dos pacientes afetados - na produção de anticorpos. 

Nesse sentido, levando em consideração que, a NMOSD é uma condição 

autoimune predominantemente humoral com maior prevalência em mulheres e 

fatores hormonais referentes ao gênero feminino podem influenciar na patogênese 

dessa doença (SHOSHA et al., 2017) e que, ainda, a gestação é caracterizada por 

um aumento da produção de anticorpos em decorrência hormonal (KANDA;TAMAKI, 

1999), estudos aprofundados no que diz respeito à funcionalidade das células TFH 

em ambas as condições – tendo como grande pilar o papel hormonal - são de 

extrema importância para futuras estratégias terapêuticas e de vacinas em 

diferentes contextos, por exemplo, contra o HIV-1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



69 
 

2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 Geral 

 

 

Estudar a biologia das células TFH circulantes em gestantes, infectadas ou 

não pelo HIV-1, e em mulheres com diagnóstico definitivo de NMOSD. E, ainda, 

avaliar os mecanismos de atuação dos hormônios gestacionais, estrogênio e 

progesterona, no status funcional desses linfócitos.  

 

 

2.2 Específicos 

 

 

Artigo 1: Pregnancy favors the expansion of circulating functional 

follicular helper T cells (Artigo publicado)  

Clarice Monteiro*, Taissa M. Kasahara*, José Roberto Castro, Priscila Mendonça, 

Joana Hygino, Newton Centurião, Tatiane Cassano, Lana M. Ferreira Lopes, Simone 

Leite, Vander Guimarães Silva, Sudhir Gupta and Cleonice A. M. Bento. Journal of 

Reproductive Immunology (2017). Apr 27;121:1-10.  

doi: 10.1016/j.jri.2017.04.007.  

* The first two authors contributed equally to this work 

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

saudáveis, grávidas ou não; 

b) Avaliar o impacto da gestação no perfil de citocinas produzido pelas células 

TFH; 

c) Correlacionar a frequência das células TFH com a produção de hormônios 

gestacionais; 
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d) Correlacionar a frequência das células TFH com a produção de anticorpos IgG 

contra o citomegalovírus e antígeno de superfície do vírus da hepatite B 

(HBsAg). 

Artigo 2: Pregnancy favors circulating IL-21-secreting TFH-like cell 

recovery in ARV-treated HIV-1-infected women (Artigo publicado) 

Taissa M. Kasahara*, Clarice Monteiro*, Joana Hygino, Marcos O. S. D. Cafasso, 

Hugo A. A. Oyamada, Regis M. Andrade, Simone Leite, Vander G. Silva, Sudhir 

Gupta, and Cleonice A. M. Bento. Am J Reprod Immunol. 2019 Oct 31:e13204.  

doi: 10.1111/aji.13204 

* The first two authors contributed equally to this work   

a) Determinar a frequência das células TFH no sangue periférico de gestantes 

infectadas, ou não, pelo HIV-1, antes e após início da TARV; 

b)  Avaliar a produção de IgG pelas células B, in vitro, em coculturas com 

células T CD4+ de mulheres infectadas pelo HIV-1, grávidas ou não; 

c) Avaliar a produção de IL-21 em coculturas de células B com células T CD4+ 

de mulheres infectadas pelo HIV-1, grávidas ou não; 

d) Correlacionar a frequência das células TFH com a produção de hormônios 

gestacionais; 

e) Correlacionar a frequência das células TFH com a produção de anticorpos 

IgG contra HIV-1, HBs e toxóide tetânico (TT). 

 

Artigo 3: The expansion of circulating IL-6 and IL-17-secreting follicular 

helper T cells is associated with neurological disabilities in neuromyelitis 

optica spectrum disorders (Artigo publicado) 

Clarice Monteiro*, Gabriel Fernandes*, Taissa M. Kasahara, Priscila O. Barros, 

Aleida S. O. Dias, Ana Carolina M. A. Araújo, Alice M. M. Ornelas, Renato S. Aguiar, 

Regina Alvarenga and Cleonice A. M. Bento. Journal of Neuroimmunology (2019). 

May 15;330:12-18.  

doi: 10.1016/j.jneuroim.2019.01.015.  
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* The first two authors contributed equally to this work 

a) Avaliar a frequência de células TFH no sangue periférico de pacientes com 

neuromielite óptica, produtores ou não de anticorpos anti-AQP4; 

b) Avaliar o impacto da doença no perfil de citocinas produzido pelas células 

TFH; 

c) Correlacionar a frequência de células TFH com o EDSS e com o índice de 

recaídas clínicas de pacientes com neuromielite óptica produtores, ou não, de 

anticorpos anti-AQP4; 

d) Avaliar a concentração plasmática de diferentes citocinas em pacientes com 

neuromielte óptica produtores ou não de anticorpos anti-AQP4; 

e) Correlacionar a concentração plasmática de diferentes citocinas com o EDSS 

e com o índice de recaídas clínicas de pacientes com neuromielite óptica 

produtores ou não de anticorpos anti-AQP4. 

 

Artigo 4: Pregnancy levels of estrogen and progesterone contribute to 

humoral immunity by activating B /TFH cell axis (Artigo submetido) 

Clarice Monteiroa,b,*, Taissa Kasaharaa,b,*, Priscila M. Sacramentoa, Aleida Diasa,b, 

Sudhir Guptac, Anshu Agrawalc, Cleonice A. M. Bentoa,c 

* The first two authors contributed equally to this work. 

 

a) Avaliar o efeito direto dos hormônios gestacionais estrogênio e progesterona 

na frequência de diferentes subtipos de células TFH e TFR in vitro 

b) Avaliar o efeito direto de estrogênio e de progesterona na frequência de 

células T não foliculares in vitro 

c) Avaliar o efeito direto de estrogênio e de progesterona na frequência 

diferentes subtipos de células B, plasmócitos e plasmablastos in vitro 

d) Avaliar o efeito direto de estrogênio e progesterona na diferenciação de 

células T CD4+ naïve em células TFH 

e) Avaliar a produção de anticorpos IgG e de IL-21 resultante de cocultura de 

células TFH com células B na presença de estrogênio e/ou progesterona 
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f) Comparar a frequência de células TFH entre homens e mulheres saudáveis 

g) Avaliar a expressão dos receptores de estrogênio e de progesterona em 

células T CD4+CXCR5- e CXCR5+ em homem e em mulher saudável. 
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3. ARTIGOS CIENTÍFICOS  

 

 

3.1 Artigo 1 - Pregancy favors the expansion of circulating functional follicular 

helper T cells (Artgo Publicado) 
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3.2 Artigo 2 – Pregnancy favors circulating IL-21-secreting TFH –like cell 

recovery in ARV-treated HIV-1-infected women (Artigo publicado) 
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3.3 Artigo 3 – The expansion of circulating IL-6 and IL-17-secreting follicular 

helper T cells is associated with neurological disabilities in neuromyelitis 

optica spectrum disorders. (Artigo publicado) 
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3.4 Artigo 4 – Pregnancy levels of estrogen and progesterone contribute to 

humoral immunity by activating B /TFH cell axis (Artigo submetido) 

 

Assunto: Eur. J. Immunology - Manuscript number eji.202048658 submitted 

Data: 31/03/2020 18:30 

De: European Journal of Immunology - 2 <onbehalfof@manuscriptcentral.com> 

Para: cbento@globo.com 

Responder para: ejied@wiley-vch.de 

  

31-Mar-2020 

 

Dear Dr. Bento, 

 

Your manuscript entitled "Pregnancy levels of estrogen and progesterone contribute 

to humoral immunity by activating TFH/B cell axis." has been successfully submitted 

online and is presently being given full consideration for publication in the 

European Journal of Immunology. 

  

Your manuscript number is eji.202048658.  Please mention this number in all future 

correspondence regarding this submission. 

 

You can view the status of your manuscript at any time by checking your Author 
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Abstract 

Circulating TFH (cTFH) cells express CXCR5, PD-1 and, when activated, ICOS and 

release IL-21. According to the production of IFN-, IL-4 and IL-17 and expression of 

FoxP3, these cells are also classified as cTFH1, cTFH2, cTFH17 and cTFR cells, 

respectively. This CD4+T-cell subset is pivotal to efficient humoral immunity, and 

pregnancy appears to favor IgG production. Here, not only pregnancy amplified the in 

vivo production of anti-HBsAg IgG in HBV immunized women, but the frequency of 

cTFH cells was directly correlated with estradiol levels. In vitro, pregnancy-related dose 

of 17-β-estradiol (E2) directly increased the percentage of different cTFH subsets. 

While E2 and progesterone (P4) increased the proportion of differentiated TFH cells 

derived from naïve CD4+T-cells, only E2 amplified the release of IL-21 in those cell 

cultures. In addition, E2 and P4 increased the proportion of memory B cells and 

plasma cells, respectively. In SEB-activated B/TFH cell co-cultures, E2, in the presence 

of P4, increased the production of total IgG. Finally, among the hormones, P4 was 

stronger in up regulating the percentage of IL-10+TFR cells. Collectively, our findings 

suggested that E2 and P4 cooperate in the humoral immune response by favoring the 

expansion of different cTFH and B cell subsets. 
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Introduction 

Human follicular helper T (TFH) cells represent a distinct subset of CD4+ T-cells 

found in secondary lymphoid organs. They are identified by a high expression of the 

transcription factor B cell lymphoma-6 (Bcl-6), programmed cell death receptor-1 (PD-

1), inducible T-cell co-stimulator (ICOS) and chemokine receptor CXCR5, and 

associated with the production of their signature cytokine, the IL-21.1-4 The interaction 

of TFH with B cells is facilitated by the production of CXCR5 ligand, the CXCL13 

chemokine, by follicular cells associated with reduced expression of CCR7.5 In addition 

to ICOS/ICOSL, at the TFH/B cell level, positive signals are also triggered through 

CD154/CD40 and IL-21/IL-21R interactions.6-8 Furthermore, TFH cell-derived IL-4 

promotes B cell survival through inhibition of cell apoptosis9-11, and IL-10 and IL-6 that 

promote plasma cell differentiation12-14 contribute to germinal center (GC) reaction. 

Functionally, mature TFH cells up-regulate humoral immunity by supporting proliferation, 

survival, affinity maturation, and differentiation of B lymphocytes into antibody-

producing plasma cells and long-lived memory B cells.1-4 Additionally, GC-TFH cells are 

important for the process of heavy chain class switching of antibodies.1-4 Another GC-

TFH cell subset, called natural follicular regulatory T (TFR) cells (CXCR5+Bcl-

6+FoxP3+CD4+), has been implicated in tolerance and regulate the production of 

autoantibodies and autoantibodies-mediated autoimmune disease.15,16  

Circulating TFH (cTFH) and TFR (cTFR) cells have been identified among the pool of 

memory Bcl-6- CD4+ T-cells.17,18 According to the expression of CXCR3 and CCR6 

markers, cTFH cells are classified as cTFH1 (CXCR5+CXCR3+CCR6-), cTFH2 

(CXCR5+CXCR3-CCR6-) and cTFH17 (CXCR5+CXCR3-CCR6+), all of them able to 

efficiently induce antibody response by memory B cells.19 In addition to IL-21, these 
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different cTFH subsets can also produce, albeit in lower amounts, IL-4 (cTFH2), IFN- 

(cTFH1) and IL-17 (cTFH17).20,21 The expression of PD-1 and ICOS (less than 1% of 

cTFH cells) identifies a more efficient cTFH cell subset.17,18 cTFR cells are identified by 

intracellular expression of FoxP3.22-23 Several investigators have reported a positive 

association between the percentage of different subtypes of cTFH cells and the 

production of neutralizing IgG against human immunodeficiency virus (HIV) and 

influenza.18,24-26 Recently we have shown that pregnancy favors the expansion of cTFH 

cells, that was directly associated with increased plasma anti-HBsAg IgG titers 

following HBV immunization in healthy27 and HIV-1-infected pregnant women.28 

Furthermore, there was a positive correlation with the plasma levels of estrogen (E2) 

but not with progesterone levels (P4).27,28 

E2 and P4 are produced throughout pregnancy by the placenta with levels 

increasing steadily until just prior to delivery. High levels of both hormones are pivotal 

to fetal tolerance through inhibition of potentially embryotoxic maternal CD4+ and CD8+ 

T-cells, as well as Th1 and Th17 cells.29,30 This phenomenon depends on the functional 

expression of intracellular receptors for E2 isoforms (ERα and ERβ) and P4 [PR and 

glucocorticoid (GR)] on immune cells able to regulate the transcription of different 

genes.31-35 In addition to inhibiting the expression of pro-inflammatory cytokines33-35  E2 

and P4 increased the number and functional status of FoxP3+ and FoxP3- regulatory T 

cells,34-37 thus helping to prevent fetus rejection. On the other hand, pregnancy appears 

to favor humoral response.38,39 Studies have suggested that this event is due to the 

capacity of E2, via ERα, to promote B cell differentiation and immunoglobulin (Ig) 

production.40-43 In the context of normal pregnancy, this biological phenomenon should 

help to increase fetal protection against different pathogens from maternal IgG 

placental transfer.44 We have previously reported 27,28 a positive correlation between 
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plasma E2 levels with cTFH cell subsets in pregnant women. In the present study, we 

not only demonstrated that pregnancy amplifies the production of anti-HBV IgG 

following HBsAg immunization, but we also demonstrated, for the first time, the ability 

of 17β-estradiol (E2) in directly favoring the expansion of TFH cell subsets and IgG 

production. Furthermore, this hormone amplified in vitro TFH differentiation and IL-21 

production from circulating naïve CD4+ T-cells. Finally, both E2 and P4 up-regulated 

the proportions of TFR cells, which could help to prevent autoreactive B cell activation. 
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Results 

Pregnancy-related levels of estradiol correlated with circulating TFH in women 

immunized against HBV 

Our previous study demonstrated that pregnancy favors the expansion of 

circulating TFH (cTFH) cells.27 Here, taking into account the gate strategy showed in the 

figure 1A, no difference was observed regarding the percentage of peripheral 

CXCR5+CD4+ T cells, expressing or not PD-1 (Fig. 1B) and IL-21 (Fig. 1C), between 

non-pregnant women (nPW) and pregnant women (PW) in the first five weeks of 

pregnancy, just before receiving HBV vaccination (t0). Nevertheless, 6 months after 

immunization (t1), the frequency of those cells, mainly the IL-21+PD-1+ subset, was 

significantly higher in the peripheral blood of PW (Fig. 1B and 1C). As expected, among 

women, mean plasma levels of estradiol [nPw (78.50 ± 28 pg/mL) and PW in the third 

trimester (5,761 ± 1,133 pg/mL)] and progesterone [nPw (4.1 ± 1.8 ng/mL) and PW in 

the third trimester (57.5 ± 14.9 ng/mL)] were higher in the pregnant group. Moreover, 

the in vivo estradiol levels were positively correlated with the frequency of IL-21+PD-

1+CXCR5+CD4+T cells only in PW in the third trimester (Fig. 1E). No relationship was 

observed between progesterone concentrations and this cell subset in the peripheral 

blood of nPW (Fig. 1D) and PW (Fig. 1E). Although only nPW did not reach 10 UI/mL of 

anti-HBsAg IgG, pregnancy clearly amplified the in vivo production of these neutralizing 

antibodies following immunization (Fig. 1F). 

 

17-β-estradiol and progesterone modulate differently non-cTFH and cTFH cell subsets 

The co-expression of CXCR5 and PD-1 is used to identify cTFH cells.1-4 Following 

the gate strategies shown in Figure 2A, we observed that 17-β-estradiol (E2), but not 

progesterone (P4), increased the percentage of TFH cells among CD4+ T-cells in PBMC 
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cultures activated via TCR/CD28 (Fig 2B). In addition, E2 increased the frequency of 

ICOS+ cells (Fig, 2C). A similar but less impressive effect was observed in cultures 

treated with 1ng/mL of E2 (data not shown). 

With regard to the cytokine profile, E2 but not P4, increased the proportion of cTFH 

cells positive for IL-21 and to a lesser extent IL-17, with no change in frequency of IL-4+ 

or IFN-+ cell subsets (Fig 2D). Concerning the role of both hormones on cytokine-

producing non-cTFH cells, pregnancy-related doses of P4 but not E2, significantly 

reduced the percentage of CXCR5-CD4+ T-cells capable of producing IL-4 and IL-17 

(Fig. 2E). The frequency of IL-21+ non-cTFH cells was low and was not affected by 

either hormone. Both E2 and P4 reduced the proportion of the IFN-+ subset (Fig. 2E). 

On the other hand, P4 elevated the frequency of IL-10-producing non-TFH cells mainly 

in the presence of E2 (Fig.2E). 

Neither E2 nor P4 altered the proportion of TFR cells (CXCR5+FoxP3+CD4+ T-cells) 

(Fig. 3A and 3B). However, E2 and mainly P4, significantly up regulated the percentage 

of IL-10+ TFR cells (Fig. 3A and 3C). E2 also significantly increased the frequency of IL-

10- secreting FoxP3-CXCR5+TFH cells (Fig 3A and 3D); this effect was potentiated by 

the addition of P4. No changes were observed in cell cultures maintained in the 

presence E2 and/or P4 alone (data not shown).  

 

17-β-estradiol and progesterone elevated the in vitro frequency of differentiated TFH 

cells  

In order to determine the ability of both hormones in modulating the in vitro 

differentiation of TFH cells, naïve CD4+ T-cells were activated for 5 days in the presence 

of conditioning cultures containing a combination of recombinant human cytokines IL-

12, IL-23 and TGF-β45 with or without E2 and/or P446. As shown in Figure 4A and C, 
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the addition of E2 and P4 elevated the proportion of cTFH cells. By contrast, only E2 

amplified the release of IL-21(Fig. 4D). Neither hormone had any significant effect on 

the percentages of differentiated TFH1 (CXCR3+CCR6-), TFH2 (CXCR3-CCR6-) and 

TFH17 (CXCR3-CCR6+) (4B).  

 

The effects of hormones on B cell subsets and in vitro IL-21 and IgG production  

It is known that E2 and P4 can modulate B cell activation47,48 and plasma cell 

generation.49 In the present study, following the strategy shown in Figure 5A, the 

addition of E2 plus P4 led to a reduction in the percentage of naïve B cells 

(CD19+IgD+CD27-) in PBMC cultures activated with SEB (Fig. 5B). The memory B cell 

subset (CD19+IgD-CD27+) was up-regulated by E2, but not P4 (Fig 5C).  P4 

significantly reduced the proportion of plasmablasts (Fig. 5D), and by contrast, 

increased the frequency of plasma cells in SEB-activated PBMC cultures (Fig. 5E).  

As TFH cells help B cells to generate antibody-producing plasma cells1-4, our 

objective was to evaluate the ability of those hormones in modulating the in vitro 

production of IgG in TFH/B cell co-cultures activated with SEB. E2, in the presence of 

P4, increased the production of total IgG (Figure 6A). Furthermore, E2 also increased 

the production of IL-21 (Fig 6B).  

 

The analysis of cTFH cell frequency in women and men  

We also analyzed the frequency of cTFH cells at baseline between men and women. 

No significant difference was observed in CXCR5+PD-1+CD4+ T-cells between men and 

women (Fig. 7A and 7B). Our preliminary data show that the expression of E2 (ERα) 

receptor in CD4+CD45RA-CXCR5+ subset, by Real time PCR, in a female sample was 

higher as compared to its expression in CD4+CD45RA-CXCR5- subset (Fig. 7C). 
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Moreover, the extent of ERα expression was also higher in a female sample when 

compared with a male sample. The PGR expression was almost absent in CXCR5+ 

CD4+T cells from a male (Fig. 7C). 
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Discussion 

Both 17β-estradiol (E2) and progesterone (P4) alter the function of many body 

systems including the immune system. While P4 exerts essentially immunosuppressive 

actions, immune effects of E2 are concentration- and context-dependent.50-53 In 

physiological concentrations, E2, via ERα, amplified many immune events, such as 

TCR-stimulated T-cell activation and expression of MHCII,54,55 expression of CD40 and 

CD8656 on human myeloid DCs, as well as DC-derived IL-6, IL-23 and IL-12 production 

in response to TLR ligands.57 Nonetheless, like P4, pregnancy-related doses of E2 

downregulate some effector T cell-dependent inflammatory processes.58,59 Pregnancy 

favors humoral responses40-43, and, the findings obtained in the present study suggest 

that this phenomenon is mainly related to the property of E2 to modulate the proportion 

of different circulating TFH (cTFH) cell subsets. 

Taking into account the co-expression of CXCR5, PD-1 markers, we observed a 

direct correlation between the plasma estradiol levels, but not progesterone, and the 

frequency of IL-21-producing cTFH cells in PW in the third trimester. Further, after 

completing the hepatitis B immunization schedule, the plasma titers of anti-HBsAg IgG 

were also higher in PW as compared with nPW. Although we have not analyzed the 

frequency of cells in the second semester of pregnancy, these findings, along with 

other studies27,28,40-43, suggest that pregnancy-related levels of estradiol should improve 

the cTFH cell function.Indeed, here, E2, but not P4, directly increased the frequency of 

both cTFH (PD1+CXCR5+) and ICOS+TFH cell subsets in PBMC cultures containing 

polyclonally-activated T cells. The expression of ICOS on activated T cells, and 

signaling via ICOS-ICOSL interactions are critical for TFH cell differentiation and GC 

formation.60 The study by Rider et al61 revealed the ability of E2 to increase CD40L 

(CD154) expression on CD4+ T cells. It is possible that, in addition to up-regulating 
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ICOS, E2 also increases CD40 ligand (CD154) expression on TFH. In addition to ICOS 

and CD154, some cytokines, particularly IL-21 released by TFH cells, have also been 

implicated in B cell activation and antibody class switching.62,63 Along with IL-21, small 

amounts of IL-4, IL-17 and IFN- can also be produced by cTFH2, cTFH17 and cTFH1 cell 

subsets, respectively.64 In agreement with published literature5,65 regarding cytokine 

profiles, most TFH cells from healthy women were positive for IL-21, and E2 but not P4, 

increased the proportion of IL-21 and IL-17 producing cells without any changes in the 

percentage of cTFH1 or cTFH2 cells. In comparison with cTFH1 cells, cTFH2 and cTFH17 

phenotypes are known to provide efficient help to naïve B cells.19 It is known that IL-

4+IL-21+CXCR5+CD4+ T-cells positively correlated with total IgE in the blood of allergic 

patients,66,67 and the absence of E2 effect on this phenotype in the present study is 

related to exclusion criteria applied to our cohort, whereby none of the women recruited 

for the study suffered from any allergic disease. However, the inability of E2 to 

modulate the in vitro cTFH1 cell subset may also be associated with lower IFN- 

production during pregnancy. Indeed, high E2 and P4 levels reduced the frequency of 

CXCR5- Th1-like cells. Moreover, P4 but not E2 decreased the proportion of non-TFH 

cells positive for IL-21, IL-4 and IL-17. These results suggested that E2 and P4 have 

different immunomodulatory effects in non-TFH and TFH cells. Lower IFN- production by 

Th1-like cells should be pivotal to preventing fetus rejection by embryotoxic maternal 

effector CD4+ T and CD8+ T cells,29,30 but this phenomenon should contribute to known 

maternal susceptibility to infection by intracellular pathogens 68-71 Finally, the ability of 

pregnancy-related doses of E2 and P4 in controlling IFN- production can also explain 

why pregnancy is typically a stabilizing period in the clinical course of multiple 

sclerosis72,73, a demyelinating autoimmune disease of the central nervous system. 
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During the third trimester of pregnancy, the MS relapse rate can be 70% lower when 

compared with the period prior to pregnancy.74  

In addition to reducing pro-inflammatory cytokines, the highest frequency of IL-

10+non-TFH cells was seen in cell cultures stimulated in the presence of E2 and P4. 

Although we did not analyze FoxP3 expression, these observations are in agreement 

with other studies that demonstrate the ability of pregnancy-related doses of E2 and P4 

to favor the expansion of IL-10+CD25+FoxP3+ CD4+ Tregs.34-37 E2 and P4 modulated 

the proportion of different subtypes of IL-10-secreting TFH cells. While E2 and P4 

increased the proportion of the IL-10+TFR phenotype, identified by additional expression 

of FoxP3, only E2 increased the percentage of IL-10+FoxP3-TFH cells. It is known that 

TFR cells are particularly important in the suppression of autoreactive B cell 

responses.75 However, FoxP3-IL-10+ TFH cell subset can promote GC response.19,76,77 

Therefore, during normal pregnancy it is possible that cTFR expansion controls 

production of autoantibodies rather than reducing maternal Ig production against 

different pathogens. In fact, a direct correlation between plasma estrogen levels with 

both frequencies of IL-21-secreting TFH cells and in vivo anti-HBsAg IgG production 

following HBV immunization was observed in both healthy and HIV-1-infected pregnant 

women.27,28 In the present study, E2, mainly in the presence of P4, directly increased 

IgG production by B cells co-cultured with purified cTFH cells. Further, in the 

supernatants of these cultures, higher IL-21 levels were quantified after the addition of 

E2. Interestingly, in SEB-activated PBMC cultures, while E2 elevated the percentage of 

memory B cells, P4 reduced the proportion of plasmablasts but enhanced the 

percentage of plasma cells. In line with our study, another study published by Parr and 

Parr50 in ovariectomized mice demonstrated the ability of P4 to elevate the number of 

plasma cells in the uterus at the outset of pregnancy. Here, the capacity of P4 to 
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elevate in vitro plasma cells, coupled with its inability to increase IgG production in the 

absence of E2, suggests that both hormones are necessary for optimal humoral 

immune response.  

The effects of hormones depend not only on their concentrations, but also on the 

cell maturation stage. In the present study, although P4 did not change the percentage 

of CXCR5+PD-1+ CD4+ T-cells in activated PBMC cultures, it did amplify just like E2, 

the differentiation of circulating naïve CD4+ T-cells into TFH cells; no changes were 

observed in the proportion of TFH1, TFH2 and TFH17 subsets. E2 also increased the 

levels of IL-21. These results suggested that during pregnancy these hormones can 

boost maternal neutralizing antibody production following maternal primary 

immunization. The differential effects of P4 on naïve CD4+ T cells could be related to 

the differential expression of the receptor for this hormone. Regardless of the existence 

of membrane isoforms, the biological effects of E2 and P4 effects are mainly mediated 

by intracellular ER (α and β) isoforms and PGR, respectively.78,79 In humans, ERα 

signaling increases the production of B cell activating factor (BAFF), a vital cytokine for 

survival and maturation of B cells,48 as well as increasing immunoglobulin 

production.80,38 Interestingly, estrogen response elements (ERE) region for ERα was 

identified within the heavy chain switch (S) regions, indicating that this hormone can 

directly regulate class switch recombinations.42  In the present study, quantification of 

ERα and PGR via Real time PCR in one woman from our cohort demonstrated a higher 

expression of ERα on CD45RA-CXCR5+CD4+ T-cells when compared with CD45RA-

CXCR5- ones. Further, the expression of ERα on TFH-like cells was lower in a sample 

collected from a male subject as compared to the woman, although TFH cell frequency 

presented no difference at baseline. The expression of these receptors in women and 
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men needs to analyze in a larger number of subjects before a definitive statement can 

be made for gender differences.  

During normal pregnancy, a delicate balance between TFH and TFR phenotypes is 

probably important to avoid immune disorders mediated by excessive antibody 

production. Indeed, mice deficient in TFR cells developed late-onset spontaneous 

autoimmune diseases mediated by antibodies.81 Sex differences in TFH cells help B 

cells contribute to sexual dimorphism in severity of experimental model for rheumatoid 

arthritis.82 Moreover, uncontrolled IgG production in animals lacking functional ERα on 

CD4+ T-cells83 should also be related to a loss of functional TFH cells. Furthermore, an 

imbalance of TFR and TFH cells could result in abnormal germinal center response and 

contribute to progression of pathogenesis of autoimmune diseases, as observed in 

lupus.84 In the murine model of lupus and patients, E2 treatment led to increased serum 

anti-dsDNA IgG, and peripheral lymphoid expansion of high-affinity antibody-positive B 

cells.85.86 In humans, production of high levels of pro-inflammatory cytokines and 

placental transfer of these anti-dsDNA IgG can complicate pregnancy with an increased 

risk of miscarriage, premature delivery, and preeclampsia, as well as heart problems in 

the newborn.87 

In summary, our findings suggested that a combined and balanced effect of high 

E2 and P4 levels on the non-TFH and TFH/TFR axis is important not only to prevent fetal 

rejection but, also, to increase fetal protection against different pathogens from 

immunized maternal IgG placental transfer by booster functional cTFH cell subsets.  
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Materials and methods 

Subjects  

For our study peripheral blood was collected from 30 healthy female volunteers (20 

to 35 years old) after completing a self-administered questionnaire regarding their 

menstrual status, reproductive history and use of oral contraceptives. Women with 

regular menstrual cycles (28 ± 2 days) who had not taken hormone-containing 

medication in the last 3 months were recruited for the study. In order to attenuate 

interaction of endogenous E2 and P4 with the in vitro immune assays, blood samples 

were taken at the beginning of the follicular phase of the menstrual cycle (days 6-7). As 

we aimed to evaluate the impact of pregnancy on the immunization against hepatitis B 

virus (HBV), pregnant (n=10) or not pregnant (n=10 from 30 healthy female volunteers) 

women, who were not previously immunized to this virus (anti-HBsAg IgG less than 10 

UI/m), received a three-dose hepatitis B vaccine schedule. The evaluation of anti-

HBsAg IgG and TFH cells was performed just before (t0) and 15 days (t1) after the 

application of the last dose of the vaccination schedule (approximately 6 after the first 

dose). For some assays, blood samples from 20 age-matched healthy men were also 

collected. In the present study, subjects with autoimmune and allergic diseases or 

cancer, immunocompromised individuals, smokers, illicit substance users, and those 

with a clinical or serological indication of acute or chronic disease, such as influenza, 

HCV, HBV and HIV-1/2 were excluded. The subjects were recruited from the Federal 

University of the State of Rio de Janeiro, Fernando Figueiras Institute /IOC, and the 

Institute for Immunology/University of California (UC/Irvine), with written consent being 

obtained from all subjects. 

 

 



118 
 

Peripheral blood mononuclear cell cultures 

Peripheral blood was collected in heparin-containing tubes (BD Vacutainer, 

Franklin Lakes, NY) and peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained 

by centrifugation on the Ficoll–Hypaque density gradient. Fresh viable PBMC (1 × 

106 /mL) were cultured in 24-well flat-bottomed microplates with 2 mL of AIM-V 

serum free medium without phenol red (ThermoFisher Scientific Inc.) and stimulated 

with anti‐CD3/anti‐CD28 Dynabeads™ (10 μL/mL) for 3 days or with 1µg/mL of 

Staphylococcal enterotoxin B (SEB) from Staphylococcus aureus (Sigma-Aldrich Co) 

for 6 days. The effects of hormones on cTFH cells were evaluated after addition of 

pregnancy-related doses87 of 17β-estradiol (E2, 5 ng/ml) and/or Progesterone (P4, 

50 ng/mL) (Sigma-Aldrich Inc.) at the beginning of cell cultures.  In order to optimize 

the detection of intracellular cytokines, PBMC cultures were stimulated with 

phorbolmyristate acetate (PMA, 20 ng/mL; Sigma-Aldrich) plus Ionomycin (600 

ng/mL; SigmaAldrich) for 4 hours in the presence of brefeldin A (10 µg/mL) (BD 

Biosciences, San Diego, CA, USA). The cell cultures were maintained at 37 °C in a 

humidified 5% CO2 incubator. 

Flow Cytometry 

To determine the percentage of different cTFH and B-cell subtypes, we used mouse 

anti-human monoclonal antibodies (mAbs) directed against surface (CD3-APC/FITC, 

CD4-FITC/PECy7, CD19-FITC/APC, CXCR5-PECy7/PerCPCy5.5/Alexa Fluor 488, 

CCR6-PE, CXCR3-PECy7/BV421, PD1-APC/PECF594, CD45RA/PECy7, ICOS-

BB515/PE/BV786, CD3-APC/PE, CD38-PE, CD138-PECy7, IgD-PECy7 and CD27-

FITC/PE) and intracellular (IL-21-PE/APC, IFN--APC, IL-10-APC, IL-17-PECy7, IL-

4-APC, IL-6-PE, FoxP3-PE) markers. Antibodies and isotype controls were 

purchased from BioLegend (San Diego, CA, USA). Briefly, the cells were incubated 
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with various combinations of mAbs for 30 minutes at room temperature in the dark, 

according to manufacturer’s instructions. The cells, washed with phosphate-buffered 

saline (PBS) containing 1% bovine serum albumin, were permeabilized by incubating 

them with Cytofix/Cytoperm solution (BD Pharmigen, San Diego, CA) at 4°C for 20 

minutes. The mAbs for intracellular staining were incubated for 30 minutes at 4 °C. 

The cells were acquired on Attune NxT Flow Cytometer (ThermoFisher Scientific 

Inc.), Accuri C6 (AccuriTM Ann Arbor, MI, USA) or FACS LRS II Fortessa (BD 

Biosciences, San Diego, CA, USA) and analyzed by using ©FlowJo or Cflow 

Software. Isotype control antibodies and single-stained samples were used to 

periodically check the settings and gates on the flow cytometer. After acquisition of 

100,000 to 200,000 events, lymphocytes were gated based on forward and side 

scatter properties after the exclusion of dead cells and doublets. 

 

In vitro differentiation of TFH cells 

Naïve CD4+ T-cells were obtained from PBMCs by negative selection using magnetic 

columns according to manufacturer’s instructions (EasySepTM, StemCell Technology, 

Canada). The purity of CD4+ T-cell was > 98%, as measured by flow cytometry (data 

not shown). To induce TFH cell differentiation, 0.8 x 106 of naïve CD4+ T-cells were 

resuspended in 2 mL of AIM-V serum free medium without phenol red (ThermoFisher 

Scientific Inc.) and stimulated in 24-well flat bottom tissue culture plates with 

anti‐CD3/anti‐CD28 Dynabeads™ (10 μL/mL) plus the recombinant human IL-12 

(0.5ng/mL), IL-23 (25 ng/mL) and TGF-β (5 ng/mL).88 In some wells, E2 (5 ng/ml) 

and/or P4 (50 ng/mL) (Sigma-Aldrich Inc.) were added at the beginning of cell 

cultures. The cell cultures were maintained for 5 days at 37 °C in a humidified 5% 

CO2 incubator. 
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TFH/B cell co-culture assays 

For cTFH and B cell cocultures, TFH cells were sorted as CD4+CXCR5+CD45RA- 

after staining PBMC with CD4/PerCP, CXCR5/Alexa Fluor 488 and CD45RA/APC. 

The sorting was conducted using BD FACS ARIA II (BD Biosciences, San Diego, CA, 

USA). To acquire B cells, PBMCs were submitted to negative selection using 

magnetic bead based kits according to manufacturer’s instructions (EasySepTM, 

StemCell Technology, Canada). The cells were resuspended in AIM-V serum free 

medium without phenol red (ThermoFisher Scientific Inc.). Using a round bottom 96-

well plate, cTFH (1 x 104/100 µL) and B (2x 104/100 µL) cells were stimulated with 

1µg/mL of Staphylococcal enterotoxin B (SEB) from Staphylococcus aureus (Sigma-

Aldrich Co) with or without  hormones [E2 (5 ng/mL) and P4 (50 ng/ml)] (Sigma-

Aldrich Inc.) The cells were maintained at 37 °C in a humidified 5% CO2 incubator for 

6 days. Just prior to analyzing the cells by flow cytometry, the supernatants were 

collected for quantification of IL-21 and total IgG via ELISA. 

 

Enzyme-linked Immunosorbent Assay  

The quantification of IL-21 and total IgG antibodies in supernatants of SEB-

activated TFH/B cell co-cultures were performed using ELISA kits (Invitrogen, 

ThermoFischer), according to manufacturer's instructions. Recombinant human IgG, at 

concentrations ranging from 1.6 to 100 ng/mL, were used to construct the standard 

curve. Results concerning IL-21 were interpolated from a standard curve plotted using 

recombinant human IL-21 ranging from 78 to 5,000 pg/mL. Peripheral progesterone 

and estradiol levels were also measured using Abcam`s ELISA kit (Cambridge, USA), 

according to manufacturers’ instructions. Reagents supplied by the manufacturer were 
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used to construct the standard curve from 0–1,000 pg/mL for estrogen and 0–40 ng/mL 

for progesterone. The anti-hepatitis B (HBsAg) titers were determined through ELISA 

kits [Bioclin (Belo Horizonte, BRA), according to manufacturers’ instructions. Reagents 

supplied by the manufacturer were used to construct the standard curve from 0–

500 mUI/mL to anti-HBsAg IgG. 

 

Real Time PCR 

For the quantification of estradiol and progesterone human receptor expression in 

TFH and non-TFH cells, 1x106 TFH (CD45RA-CXCR5+CD4+) and non-TFH (CD45RA-

CXCR5-CD4+) cells were sorted from PBMCs according to the previous protocol using 

BD FACS ARIA II (BD Biosciences, San Diego, CA, USA). The total RNA was 

extracted using a Total RNA Purification Kit (Norgen Biotek Corp.), according to 

manufacturer's instructions. cDNA was prepared using the High Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Quantitative real-time PCR was 

performed with SYBR Green PCR Master Mix on a CFX96 Real-Time PCR system 

(Bio-Rad), as per  manufacturer’s instructions, using gene-specific primers for human 

Estrogen Receptor 1 (ESR-1/ERα), Progesterone Receptor (PGR) , and GAPDH (as 

internal control) (see Table 1, for a list of all primers). Relative gene expression was 

quantified by normalizing Ct values with the corresponding GAPDH value. The specific 

primers  used in this study for ESR-1, PGR and GAPDH were: ESR-1 sense 5’- GAA 

AGG TGG GAT ACG AAA AGA CC-3’, antisense 5’- GCT GTT CTT CTT AGA GCG 

TTT GA-3’; PGR sense 5’-ACCCGCCTTATCTCAACTACC-3’, antisense 5’-AGG ACA 

CCA TAA TGA CAG CCT-3’; GAPDH sense 5’- CTA CAG CAA CAG GGT GGT GG-3’, 

anti-sense 5’- TAT GGG GGT CTG GGA TGG-3’. Data were reported as the relative 

expression normalized to the housekeeping gene GAPDH.  
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Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using Prism 5.0 software (GraphPad Software, 

San Diego, CA). To compare >2 groups (control, E2, P4, E2 + P4), we used two-way 

ANOVA. The nonparametric Mann-Whitney U test and the Student's t-test were applied 

to determine whether the two groups were statistically different for nonparametric and 

parametric variables, respectively. We used Spearman and 

Pearson´s correlation coefficient test to determine the relation of different hormones 

and cTFH cells, as appropriate. Significance in all experiments was defined as p < 0.05. 
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Figures legend 

 

Figure 1. The impact of pregnancy on the frequency of cTFH cells and the anti-

HBsAg IgG in women immunized against HBV. PBMC cultures (1 x 106/mL) 

obtained from nPW (n=10) and PW (n=10) just before (t0) and after (t1) anti-HBV 

vaccine were maintained for 4 h in the presence of PM (20 ng/mL) plus Ionomycin (600 

ng/mL). In (A) representative flow cytometry dot-plots and histograms of cytokine-

producing CXCR5+ CD4+ T cells positives for PD-1 and IL-21. In (B) and (C), the mean 

(± SD) percentage of CXCR5+CD4+T cells, expressing or not PD-1, and IL-21+PD-

1+CXCR5+CD4+T cells, respectively. The data are shown as mean ± SD from five 

independent experiments with 4 samples for experiment. Significance was calculated 

by comparing nPW (n=10) versus PW (n=10), and the p values, obtained by using 

unpaired Student’s t-test, are presented in the figures. In (D) and (E), the correlation of 

Pearson was applied to evaluate the relationship  between the proportion of IL-21+PD-

1+CXCR5+CD4+T cells and the plasma levels of estradiol and progesterone, 

respectively. In (F), the plasma titers of anti-HBsAg IgG in nPW and PW just before and 

after immunization against HBV. The mean ± SD of 10 nPW and 10 PW plasma 

samples were compared by using unpaired Student’s test and the significant p values 

shown in the Figure.   

 

 

Figure 2. The effect of E2 and P4 on non-TFH and TFH cells.  PBMC cells (1 x 106/mL) 

from healthy women (n=20) were stimulated with anti-CD3/anti-CD28 beads (10 L/mL) 

in the presence or absence of 17β-estradiol (E2, 5ng/mL) and/or progesterone (P4, 50 

ng/mL) every 3 days. In (A) representative flow cytometry dot-plots and histograms of 
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cytokine-producing CXCR5-CD4+ T (non-TFH) and different cTFH (total CXCR5+PD-1+ 

and ICOS+CXCR5+PD-1+ subset) cells. In (B) and (C), the mean percentage of the total 

cTFH and ICOS+ cTFH cell subset, respectively. In (D), the mean percentage of different 

cTFH cells, and (E) non-TFH cells able, to produce IL-21, IL-4, IL-17 and IFN- after the 

addition of PMA and Ionomycin 4 h before finishing culture time. Data are shown as 

mean ± SD of five independent experiments with 4 samples per experiments. 

Significance was calculated by comparing different cell cultures conditions (medium, 

E2, P4, and E2 plus P4; two-away ANOVA). 

 

Figure 3. The effect of E2 and P4 on TFR cell frequency. PBMC cells (1 x 106/mL) 

from healthy women (n=20) were stimulated with αCD3/αCD28 beads (10L/mL) in the 

presence or absence of 17β-estradiol (E2, 5ng/mL) and/or progesterone (P4, 50 ng/mL) 

for 3 days.  (A) Representative dot-plots of cTFR and IL-10+FoxP3-CXCR5+ T cell 

subsets. The mean percentage of FOXP3+CXCR5+ CD4+ T cells (B), 

FOXP3+CXCR5+IL-10+CD4+ T (C), and FOXP3-CXCR5+IL-10+CD4+ T (D) were 

determined after incubation of PBMC cultures with PMA and Inomycin for 4 hours 

before finishing culture time. Data are shown as mean ± SD of five independent 

experiments with 4 samples per experiments. Significance was calculated by 

comparing different cell cultures conditions (medium, E2, P4, and E2 plus P4; two-away 

ANOVA). 

Figure 4: The impact of E2 and P4 on in vitro cTFH cell differentiation. Naïve CD4+ 

T cells (0.8 x 106/2 mL) from healthy women (n=10) were stimulated with α-CD3/CD28 

beads (10 L/mL) in the presence of hrIL-12 (0.5 ng/mL), hrIL-23 (25 ng/mL) and 

hrTGF-β (5 ng/mL). In some wells, 17β-estradiol (E2, 5ng/mL) and/or progesterone 

(P4, 50 ng/mL) were added at the start of the cell culture period. After 5 days, the 
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differentiated frequency of TFH (iTFH) cells was determined by cytometry. In (A) and (B) 

representative dot-plots of TFH cells (PD-1+CXCR5+CD4+T cells) and TFH1 

(CXCR3+CCR6-), TFH2 (CXCR3-CCR6-) and TFH17 (CXCR3-CCR6+) cells, respectively. 

The mean percentage of cTFH cells (CXCR5+PD-1+CD4+ T cells) (C) and IL-21 

secretion (D) were analyzed by flow cytometry and ELISA, respectively. Data are 

shown as mean ± SD of five independent experiments with 4 samples per experiments. 

Significance was calculated by comparing different cell cultures conditions (medium, 

E2, P4, and E2 plus P4; two-away ANOVA). 

 

Figure 5: The effect of E2 and P4 on the frequency of B cell subsets. PBMC 

cultures (1 x 106/mL) from healthy women (n=20) were stimulated with SEB (1g/mL) 

for 6 days and, following the strategies in (A), we determined the frequency of (B) naïve 

(CD3- CD19+ CD27- IgD+), (C) memory (CD3- CD19+ CD27+ IgD-), (D) plasmablasts 

(CD3- CD19+ CD38+ CD138-), and (E) plasma cells (CD3- CD19+ CD38+ CD138+) by 

cytometry. Data are shown as mean ± SD of five independent experiments with 4 

samples from women per experiments. Significance was calculated by comparing 

different cell cultures conditions (medium, E2, P4, and E2 plus P4; two-away ANOVA). 

 

Figure 6: The effect of E2 and P4 on IgG and IL-21 production by SEB-activated 

TFH/B cell co-cultures. Purified TFH cells (CD4+CD45RA-CXCR5+) and B cells from 

healthy women (n=10) were co-cultured in the presence of medium (negative control) 

or stimulated with SEB (1g/mL) for 6 days. Both IgG production (A) and IL-21 release 

(B) were dosed in the supernatants through ELISA. Data are shown as mean ± SD of 

four independent experiments with 2-3 samples per experiments. Significance was 
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calculated by comparing different cell cultures conditions (medium, E2, P4, and E2 plus 

P4; two-away ANOVA). 

 

Figure 7. cTFH cell frequency in women and men. The percentage of PD-

1+CXCR5+CD4+T cells (A and B) was determined in peripheral blood of healthy women 

(n=20) and men (n=20) through cytometry. Data are shown as mean ± SD of from 5 

independent experiments with 4 women and 4 men samples for experiment. 

Significance was calculated by using paired Student’s test and the p values are shown 

in the Figure.  In (C), the expression of ERα and PGR on CXCR5+CD4+ and CXCR5-

CD4+ T cells from a women and a man determined via Real-time PCR from one 

independent experiment with 1 woman and 1 man samples (unpaired Student’s t-teste).  
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4. DISCUSSÃO 

 

O sistema imunológico atua, em conjunto, a fim de impedir que organismos 

potencialmente patogênicos causem doença no hospedeiro (ABBAS, 2012). 

Entretanto, diversos eventos ambientais podem contribuir para uma alteração ou 

desequilibrio dessa homeostase imune, como é o caso da gestação (KANDA; 

TAMAKI, 1999). Sabendo que o sucesso da gravidez está atrelado a uma 

modulação negativa da resposta imune celular materna contra diferentes patógenos 

com incremento na produção de anticorpos IgG por células B de memória (KANDA; 

TAMAKI, 1999; MUZZIO et al., 2013); nossa primeira teoria foi de que, além das 

células B, a frequência e a função de outras células envolvidas na produção de 

anticorpos poderiam ser moduladas na gestação, tal como as células TFH. As células 

TFH podem ser identificadas principalmente pela expressão de CXCR5, PD-1 e pela 

produção de IL-21 (ONABAJO et al., 2013); e estão envolvidas na resposta humoral 

de alta eficiência por regularem positivamente vários eventos das células B nos 

centros germinativos (KIM et al., 2001; YUSUF et al., 2010). Nesse sentido, em 

nosso primeiro trabalho publicado (MONTEIRO et al., 2017, Artigo 1), observamos 

pela primeira vez um aumento na porcentagem de células T CD4+CD45RO+CXCR5+ 

e também dessas células capazes de expressar os marcadores PD-1 e ICOS, no 

sangue periférico de gestantes saudáveis no terceiro trimestre de gestação, quando 

comparado a mulheres não grávidas. 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 e a função dessas células (CUBAS, 2013). De fato, alguns 

estudos têm demonstrado uma maior frequência de células T PD-1+ associada à 

aceitação do feto e ao sucesso na gestação (WANG et al., 2016) pela promoção da 

tolerância imune (FU et al., 2011; GRIMALDI et al., 2002). Na circulação, apesar de 

estudos mostrarem que menos de 1% das células cTFH 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), as células cTFH 

ICOS+PD-1+ seguido de células ICOS-PD-1+ são subtipos celulares considerados os 

mais eficientes em auxiliar as células B (MA et al., 2015; MORITA et al., 2011; 

SIMPSON et al., 2010).  
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De forma complementar, diferentes subtipos de células cTFH podem ser 

identificados através da combinação da expressão dos marcadores CXCR3 e CCR6 

(SCHMITT;BENTEBIBEL;UENO,2014), todos capazes de produzir IL-21, em três 

subtipos: CXCR3+CCR6-, CXCR3-CCR6+ e CXCR3-CCR6-, denominados  cTFH1,  

cTFH17 e cTFH2, respectivamente.  No artigo 01, observamos uma maior 

porcentagem de células cTFH CXCR3+ e também cTFH CXCR3+PD-1+ em gestantes, 

em comparação com mulheres não grávidas. Por limitações técnicas do momento, 

não utilizamos o marcador CCR6 em nossas primeiras análises. Entretanto, dentro 

desse subtipo celular CXCR3+, BENTEBIBEL e colaboradores (2013) demonstraram 

uma correlação positiva entre a frequência de células cTFH CXCR3+ ICOS+ e a 

produção de anticorpos específicos contra Influenza após vacinação. Além disso, 

essas células cTFH foram capazes de produzir IL-2, IL-10, IL-21 e IFN-γ quando 

estimuladas in vitro com o antígeno do vírus influenza (BENTEBIBEL et al., 2013). 

Ademais, sabe-se que o subtipo CXCR5+CXCR3+CCR6-, apesar de não ser muito 

eficiente em auxiliar os linfócitos B naïve in vitro, são capazes de induzir a 

diferenciação das células B de memória em plasmócitos através da secreção de IL-

21 e IL-10 (BENTEBIBEL et al., 2013). Estudos mais recentes também têm 

demonstrado uma correlação positiva entre as células cTFH PD-1+ e os níveis de 

anticorpos após vacinação (HEIT et al., 2017). No contexto da gestação, a resposta 

protetora mediada por vacinas é imprescindível para o desenvolvimento de 

imunidade da mãe e do feto (BARUG et al., 2019; KAY et al., 2015; ZHONG et al., 

2019). Nesse sentido, nós demonstramos no artigo 1 que os níveis séricos de IgG 

anti-CMV e anti-HBsAg não apenas foram superiores nas gestantes, quando 

comparado às mulheres não grávidas, como foram correlacionados positivamente 

com a porcentagem de células TFH CXCR3+PD-1+ e também com essas células 

produtoras de IL-21 (MONTEIRO et al., 2017).  

Classicamente, as células TFH modulam várias funções das células B nos 

folículos secundários através da liberação de citocinas, principalmente a IL-21 

(YUSUF et al., 2010). 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 (RANKIN et al., 2011).  Nesse sentido, caracterizamos o perfil de citocinas 

produzido pelas células cTFH CXCR3+ através de uma rápida ativação com forbol-

12-miristato-13-acetato (PMA) e ionomicina, considerados potentes estimuladores 

da síntese de diferentes citocinas. Em nosso estudo, a gestação claramente 
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favoreceu a expansão de células cTFH
 CXCR3+ 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. Esses 

resultados sugerem que, biologicamente, as alterações do sistema imune 

promovidas pela gestação têm como objetivo maior criar um ambiente de tolerância 

imune ao feto ao mesmo tempo em que favorece a transferência de proteção 

passiva contra diferentes agentes infecciosos através da passagem placentária de 

anticorpos maternos.  

Apesar de a manutenção dos eventos imunes que garantem a gestação ser um 

evento delicado que pode ser rompido por diferentes intercorrências, na infecção 

pelo HIV-1, a resposta imune protetora contra o vírus contrasta drasticamente com 

os eventos imunes responsáveis pela tolerância ao feto. Sendo assim, o risco de 

progressão clínica da doença não é aumentado pela gestação (GRAY; MCINTYRE, 

2007). De toda maneira, a TARV é indicada a todas as gestantes infectadas pelo 

HIV-1 e tem como objetivo suprimir a replicação viral, prevenindo a transmissão 

vertical; reduzir o risco de progressão da doença, melhorar a qualidade de vida, 

além de preservar e restaurar o sistema imunológico (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2015). Ademais, estudos mostraram que indivíduos infectados pelo HIV-1 

apresentam um estado de hipergamaglobulinemia com a produção de anticorpos 

inespecíficos ao vírus (PERREAU et al., 2013), fator que pode ser decorrente de 

uma alteração funcional das células TFH mediada pela doença. Dessa forma, de 

forma inédita, o objetivo do nosso segundo artigo foi avaliar o impacto da infecção 

pelo HIV-1 e da TARV sobre as células cTFH em gestantes. Nossos resultados 

mostraram que a infecção pelo HIV-1 diminuiu a porcentagem de células cTFH e cTFH 

PD1+ em gestantes quando comparada às mães saudáveis; e a terapia com TARV 

por 6 meses levou a uma queda na frequência dessas células somente nas 

gestantes. Por outro lado, BOSWELL e colaboradores (2014) mostraram um 

aumento na frequência de células TFH e TFH PD-1+ no sangue periférico de indivíduos 

infectados pelo HIV-1 após 1 ano de tratamento. A divergência entre os nossos 

resultados, que não mostraram dado algum signicativo quanto ao impacto do 

tratamento em mulheres não grávidas, com os achados obtidos por BOSWELL et al. 

pode ser explicada, em parte, pelo período em que nossas análises foram realizadas 

após o início da TARV. Uma TARV eficiente é capaz de reduzir a carga viral 

plasmática e aumentar o número de células T CD4+ após 6 meses de uso. Todavia, 
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apesar do aumento na contagem de células T CD4+ periféricas ser o marcador 

clássico de reconstituição imune após a TARV, a recuperação funcional das células 

T, assim como das células B, é um processo mais lento e quase sempre parcial (HE 

et al., 2012), podendo levar até 2 anos para ser observada (NDUMBI et al., 2013; 

ZHANG et al., 2013). Em se tratando das gestantes infectadas, a diminuição das 

células cTFH pode ser explicada devido a alterações imunológicas da gestação 

envolvendo a rede de citocinas.   

Nesse sentido, observamos que a TARV reduziu a porcentagem de células 

cTFH IL-6+, em mulheres, grávidas ou não, infectadas pelo HIV-1. No entanto, houve 

um aumento na porcentagem de células cTFH IL-10+ somente nas gestantes após a 

TARV. Dentro dos órgãos linfoides secundários, as células TFH ou TFR produzem IL-

10. O subtipo celular TFR, que expressa FoxP3, tem sido descrito como responsável 

por regular as reações do centro germinativo (LINTERMAN et al., 2011). 

Infelizmente, no presente estudo, não foi possível determinar o subtipo de cTFH IL-

10+ quanto à expressão de FoxP3, mas o aumento da proporção desse subtipo 

celular poderia exercer efeitos protetores no contexto da infecção pelo HIV-1 em 

gestantes. Estudos anteriores publicados pelo nosso grupo demonstraram que 

elevados níveis de IL-10 produzidos pelas células T CD4+ durante a gestação, 

apesar de classicamente atenuarem a resposta imune celular mediada por TH1/Tc-

1, inibem diretamente a replicação viral, o que deve contribuir para reduzir o risco de 

transmissão vertical do vírus (HYGINO et al., 2012). Ademais, incremento na 

produção de IL-10 pode auxiliar na redução na produção de IL-6, citocina capaz de 

aumentar a replicação viral e favorecer a expansão de células TFH disfuncionais 

(PETROVAS et al., 2012). Portanto, a habilidade da TARV em aumentar a razão 

entre TFH IL-10+/TFH IL-6+ em gestantes pode ajudar no controle da replicação viral 

nos linfonodos, reduzindo o risco de transmissão vertical, como também facilitando a 

recuperação funcional da resposta imune humoral. De fato, também observamos 

que a TARV foi capaz de aumentar a porcentagem de células cTFH IL-21+ nas 

pacientes, principalmente entre as gestantes, o que parece ser um fenômeno natural 

relacionado à imunomodulação materna, como visto no artigo 1. Em indivíduos 

infectados pelo HIV-1, a produção de IL-21 pelas células TFH foi correlacionada 

positivamente com a produção de anticorpos após a vacinação contra o influenza 

(PALLIKKUTH et al., 2012). Ademais, ainda na infecção pelo HIV-1, o aumento na 

frequência de células TFH IFN-γ+ tem sido correlacionado negativamente com a carga 
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viral e positivamente com títulos de anticorpos específicos para o HIV-1 

(BAIYEGUNHI et al., 2018; VELU et al., 2016). Em nosso estudo, além da IL-21, 

aumento na percentagem de células cTFH IFN-+ foi observado particularmente nas 

amostras de sangue obtidas de gestantes sob tratamento com TARV quando 

comparado às pacientes não grávidas. Coletivamente, os dados publicados no artigo 

2 sugerem que a gestação amplificaria a capacidade da TARV em recompor a 

funcionalidade das células cTFH em mulheres infectadas pelo HIV-1.   

Para avaliar a recuperação funcional dessas células mais diretamente, 

realizamos ensaios de cocultura de células T CD4+ com células B de pacientes, 

grávidas ou não, em sucesso terapêutico. Nós observamos que a gestação, de fato, 

potencializou a capacidade da TARV em reconstituir a capacidade das células T 

CD4+ em ajudar as células B a produzirem IgG, sendo esse fenômeno associado à 

maior produção de IL-21. Além disso, os níveis séricos de IgG anti-HBsAg e anti-TT 

foram maiores nas gestantes infectadas pelo HIV-1 em comparação com as 

pacientes não grávidas. Sabendo que a presença de anticorpos neutralizantes 

contra o HIV-1 tem sido observada em indivíduos capazes de controlar a carga viral 

(BAIYEGUNHI et al., 2018; MARTIN-GAYO et al., 2017), a presença desses 

anticorpos em gestantes poderia contribuir na redução da transmissão vertical do 

vírus. Em nosso estudo, não observamos diferenças nos níveis séricos de IgG anti-

gp41 entre nenhum dos subgrupos estudados. A produção de IgG anti-gp41 ocorre 

já no início da infecção pelo HIV-1, porém sua presença não está relacionada a 

eliminação do vírus, em parte, devido a sua baixa afinidade (VAIDYA et al., 2018). 

Por outro lado, altos títulos de IgG anti-p24 tem sido encontrado em pacientes que 

apresentam progressão lenta da doença (ZWART et al., 1994). Infelizmente, por 

questões técnicas não foi possível realizar a dosagem de outros anticorpos, como 

IgG anti-p24.  

Nossos resultados, de fato, indicam que a gestação favorece a expansão de 

células cTFH mais funcionais em pacientes infectadas pelo HIV-1 após 6 meses do 

início da TARV. No entanto, esse curto período de tratamento da infecção pelo HIV-

1 não foi capaz de normalizar a proporção dessas células quando comparada às 

gestantes saudáveis. Também demonstramos que as gestantes infectadas pelo HIV-

1 apresentaram menor porcentagem de células cTFH totais produtoras de IL-21, IL-

10 e IFN-γ; e que, ademais, os títulos de IgG anti-HBsAg foram significativamente 

inferiores nas gestantes infectadas. De forma interessante, as gestantes infectadas 
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apresentaram níveis séricos de estrogênio inferiores em comparação com as 

gestantes saudáveis e estudos têm observado o envolvimento da TARV nas 

alterações séricas de estrogênio e progesterona em mulheres (XIANG et al., 2014). 

Dessa forma, a redução nos níveis séricos de estrogênio também poderia estar 

contribuindo para a não recuperação das células cTFH em gestantes infectadas. 

Infelizmente, não foi possível continuar as análises sobre o papel da TARV em 

manter essas células em períodos após o parto porque o segmento ambulatorial 

delas é descontinuado após alta hospitalar. Resumidamente, sugerimos que a 

gestação, provavelmente através do estrogênio, favorece a expansão das células 

TFH periféricas funcionais, responsáveis por auxiliar as células B na produção de 

anticorpos e que intercorrências durante a gestação, como a infecção pelo HIV-1, 

prejudicam a expansão dessas células mesmo com introdução da terapia 

antirretroviral no início da gestação.  

De fato, a imunomodulação que ocorre durante a gestação é particularmente 

mediada pelos hormônios gestacionais, entre eles o estrogênio e a progesterona. 

Esses hormônios, através de interações com várias células imunes e não imunes, 

são capazes de atenuar a resposta imune celular mediada pelas células T 

embriotóxicas dirigidas contra antígenos paternos, particularmente os fenótipos TH1, 

TH17 e Tc-1 (KANDA; TAMAKI, 1999; WANG et al., 2010). O estabelecimento de 

rede de citocinas inflamatórias relacionadas a esses fenótipos pode auxiliar na 

produção de IgG, dirigidos contra antígenos paternos expressos pelas células da 

placenta, por favorecer a expansão de linfócitos TFH. Uma elevada frequência de 

células TFH tem sido associada a intercorrências na gestação, tais como pré-

eclâmpsia (HEYDARLOU et al., 2019) e abortos espontâneos (LUAN et al., 2017). 

Esses distúrbios na produção de anticorpos patogênicos podem estar associados a 

uma desregulação na produção dos hormônios gestacionais (VERMA et al., 2019). 

De fato, o controle funcional desses linfócitos T efetores é particularmente executado 

pelas células T reguladoras que têm suas funções potencializadas pelos hormônios 

gestacionais. Em dois dos nossos estudos (Artigo 01 e 02), a concentração 

plasmática de estrogênio - mas não de progesterona - foi positivamente 

correlacionada com a porcentagem de células cTFH IL-21+ e com os títulos de IgG 

anti-HBsAg em mulheres saudáveis e em mulheres infectadas pelo HIV-1 

(MONTEIRO et al., 2017; KASAHARA et al., 2019). Estudos têm demonstrado que o 

estrogênio atua diretamente nas células B, promovendo a produção de anticorpos 
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(JONES et al., 2019; KANDA; TAMAKI, 1999), o que nos levou a avaliar o efeito 

direto desses hormônios no compartimento funcional do eixo TFH/B. Nosso grupo 

sugeriu que, somente o estrogênio foi capaz de elevar diretamente as células cTFH e 

cTFH ICOS+ capazes de produzir IL-21 e IL-4, além de incrementar a porcentagem de 

células B de memória. E, ao menos in vitro, a progesterona seria capaz de amplificar 

a produção de IgG induzida pelo estrogênio, fato associado ao aumento da 

frequência de plasmócitos nessas culturas em respostas à progesterona. Ademais, 

ainda nesse último estudo, a presença de elevados níveis de progesterona foi 

suficiente para atenuar a expressão de fenótipos de células T efetoras e 

potencialmente embriotóxicas produtores de IL-21, IL-4 e IL-17 (MONTEIRO et al., 

2020, submetido), relevando o papel desse hormônio na manutenção de uma 

gestação normal. Em acordância com nossas análises, Parr e Parr (1986) 

demonstraram a habilidade de P4 em elevar o número de células plasmáticas no 

útero no início da gestação. Aqui, a capacidade de P4 em elevar plasmócitos in vitro, 

mas a inabilidade de aumentar a produção de IgG na ausência de E2 indica que a 

ação conjunta de ambos os hormônios são essenciais na promoção da resposta 

imune humoral na gestação. 

O efeito da progesterona, que parece ser direto, também poderia ser indireto 

ao favorecer a expansão de subtipos de células T reguladoras capazes de produzir 

IL-10. De fato, observamos uma maior frequência de células T CD4+ CXCR5- IL10+ 

em cultura na presença de estrogênio e progesterona. Embora não tenhamos 

analisado a expressão de FoxP3, esses achados estão de acordo com outros 

estudos que demonstram a habilidade de doses relacionadas à gestação de 

estrogênio e progesterona em favorecer a expansão de células Tregs CD4+IL-

10+CD25+FoxP3+ . (SZEKERES-BARTHO, 2018; SHAH;IMAMI; JOHNSON, 2018;  

POLANCZYK et al., 2004, 2015). De forma complementar, estrogênio e 

progesterona também elevaram a proporção do subtipo TFR IL10+, identificado por 

expressar FoxP3, e apenas o estrogênio foi capaz de aumentar a porcentagem de 

células TFH IL-10+FoxP3-. Nesse caso, as células TFR seriam capazes de suprimir 

respostas autorreativas das células B (FONSECA et al., 2019), enquanto células TFH 

IL10+ FOXP3- poderiam promover respostas no centro germinativo (MORITA et al., 

2011; CHEVALIER et al. 2011; BENTEBIBEL et al., 2013). Sendo assim, durante a 

gestação, é possível essa maquinaria envolvendo as células TFH e TFR promova o 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szekeres-Bartho%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29949797
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controle da produção de autoanticorpos enquanto reduz a produção de 

imunoglobulinas maternas contra patógenos.    

 Acredita-se que os efeitos qualitativos desses hormônios sobre as células T 

CD4+ podem estar relacionados à expressão dos seus receptores nas células em 

questão.  Apesar da existência de isoformas de membrana, os efeitos biológicos de 

estrogênio e progesterona são classicamente mediados pelas isoformas 

intracelulares do receptor de estrogênio ER (α e β) e pelo receptor de progesterona 

PGR, respectivemente (YASAR et al., 2016; KYURKCHIEV; IVANOVA-

TODOROVA;KYURKCHIEV, 2010). Em humanos, a sinalização de ERα aumenta a 

produção do fator de ativação de células B (BAFF), citocina importante para a 

sobrevivência e maturação das células B 3(PANCHANATHAN;CHOUBEY, 2013) 

bem como no aumento da produção de imunoglobulinas (ENGDAHL et al., 

2018;KANDA;TAMAKI,1999). De forma interessante, elementos da região de 

resposta do estrogênio para ERα foi identificada dentro das regiões de troca de 

cadeia pesada, indicando que o hormônio pode regular a recombinação envolvida na 

troca de classe (JONES et al., 2016).  No presente estudo, a quantificação de ER 

foi maior nas células TFH em comparação às não-TFH. E, ainda, embora não 

tenhamos observado diferença alguma na frequência de células TFH PD1+ entre 

homens e mulheres, a expressão de ER e PGR foi maior nas células TFH do sexo 

feminino quando comparada ao masculino. Em nota, estima-se que o nosso grupo 

avalie a expressão desses receptores em um número maior de homens e mulheres.    

Levando em consideração que a influência dos hormônios sobre as células não 

depende somente das suas concentrações, mas também do estágio de maturação 

celular, objetivamos avaliar - in vitro - se o aumento da proporção das células TFH na 

presença estrogênio e progesterona poderia influenciar, não somente na 

proliferação, como também na diferenciação das células T CD4+ naïve em células 

TFH. Embora a progesterona não tenha alterado a porcentagem de células TFH PD1+ 

nas culturas de PBMC policlonalmente ativadas, ambos os hormônios influenciaram 

na diferenciação de células T CD4+ naïve em células TFH. Ainda, o estrogênio 

aumentou a produção de IL-21 nessas culturas. Esses resultados sugerem que, 

durante a gestação, os hormônios podem ser um grande fator contribuinte para a 

produção de anticorpos materna em resposta a esquemas de imunização realizados 

durante o pré-natal. Adicionalmente, nossos achados também mostraram uma 

inabilidade do estrogênio em modular a diferenciação das células TFH CXCR3+ 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kyurkchiev%20SD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20638907
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CCR6- (TFH1) in vitro. Acreditamos que esse efeito possa estar associado à 

diminuição da produção de IFN-γ durante a gestação, evento importante na 

prevenção da rejeição fetal por células T CD4+ e CD8+ embriotóxicas maternas 

(CHAOUAT et al., 1982; DESHMUCK;WAY, 2019) , o que, por outro lado, também 

contribui para a susceptibilidade materna a infecções por patógenos intracelulares, 

como Mycobacterium tuberculosis, Toxoplasma gondii, Listeria monocytogenes e 

diferentes vírus (YAO et al.,2017 ; BAUDE;GREUB, 2011). Ainda, doses de 

estrogênio e progesterona relacionadas a gestação capazes de controlar a produção 

de IFN-γ também se associam a uma estabilização do curso clínico da Esclerose 

Múltipla, por exemplo (GOLD;VOSKU, 2009; SEIFERT et al., 2017), cujo - no último 

trimestre - as taxas de recaídas clínicas diminuem em 70% quando comparadas ao 

período antes da gestação (AIRAS;KAAJA, 2012). Nossos resultados sugerem que 

efeitos combinados e balanceados de células não foliculares e do eixo TFH/TFR pode 

ser importante não apenas para prevenir a rejeição fetal, mas também para 

aumentar a proteção contra diferentes patógenos, por meio de transferência 

placentária de IgG após imunização materna. 

Nesse sentido, um equilíbrio entre a porcentagem das células TFH e TFR deve 

ser fundamental para evitar desordens imunes mediadas pela produção excessiva 

de anticorpos. Camundongos com deficiência de células TFR desenvolveram 

autoimunidade mediada por anticorpos, e a produção descontrolada de IgG foi 

associada a perda da funcionalidade do receptor de estrogênio ER em células T 

CD4+ , o que poderia estar relacionado a perda funcional das células TFH (FU et al., 

2018). De fato, tratamento com estrogênio leva a um aumento de IgG anti-dsDNA e 

a expansão de células B periféricas produtoras de anticorpos de alta afinidade 

(KANDA; TSUCHIDA;TAMAKI,1999;GRIMALDI et al., 2006). Sendo assim, em 

gestantes, a alta produção de citocinas pró-inflamatórias e a transferência 

placentária de IgG anti-dsDNA pode levar ao aborto, nascimento prematuro e 

preeclampsia (BUYON et al., 2015; LEPOUTRE et al., 2012;EMAN et al., 2016) (XU 

et al., 2017). O desequilíbrio entre as células TFH e TFR, induzido ou não pelos 

hormônios gestacionais, poderia resultar em uma resposta anormal do CG e 

contribuir para a patogênese de doenças autoimunes humorais, como a NMOSD. 

 A NMOSD é uma doença autoimune caracteristicamente humoral, que envolve 

o ataque de autoanticorpos contra diferentes proteínas do SNC, particularmente a 

AQP4, expressa nos pés dos astrócitos (KINOSHITA et al., 2009). Apesar de 
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sugerirem o envolvimento das células B na imunopatogênese da NMOSD, a síntese 

de IgG pelos plasmócitos depende da capacidade dos linfócitos B em interagir com 

células TFH (QI, 2016). Em nosso terceiro artigo, uma maior proporção de células TFH 

IL-21+ foi observada no sangue de pacientes portadores de NMOSD após breve 

estimulação policlonal ex vivo, especialmente entre os pacientes soropositivos para 

IgGanti-AQP4. Esses achados estão em acordância com outros estudos que têm 

demonstrado a expansão de células T CD4+CXCR5+PD-1+ (LI et al., 2015; ZHAO et 

al., 2017) correlacionadas diretamente com os níveis plasmáticos de IL-21 (ZHAO et 

al., 2017), em pacientes com NMOSD quando comparados ao grupo controle. 

De modo interessante, um estudo publicado recentemente por NICOLAS e 

colaboradores (2019) avaliou - utilizando marcadores de superfície - os diferentes 

subtipos de células TFH (TFH1, TFH2, TFH17 e TFR) e observou um aumento da 

frequência das células TFH17 e uma diminuição das células TFR nos pacientes com 

NMOSD.  De fato, observamos em nosso estudo uma menor proporção de células 

TFH produtoras de IL-10 nos pacientes, especialmente entre aqueles com maiores 

níveis de incapacidade neurológica. De forma interessante, animais com células TFR 

incapazes de produzir IL-10 apresentaram uma redução no número de células B no 

CG e nos níveis de anticorpos específicos (LAIDLAW et al., 2017). Esses dados 

sugerem que baixas proporções do subtipo TFR em pacientes com NMOSD 

soropositivos para anti-AQP4 podem impactar na patogenia da doença. Em 

contraste, observamos também elevadas concentrações de IL-10 nos pacientes 

quando comparado aos indivíduos saudáveis, indicando que esse parâmetro seja 

proveniente de células Treg CXCR5- numa tentativa do sistema imune em modular o 

estado inflamatório mediado pela doença.   

Sabendo que diferentes subtipos de células TFH são determinados não só pela 

associação de marcadores de superfície específicos, como também pela produção 

combinada de IL-21 com outras citocinas (MORITA et al., 2011;QI, 2016 TANGYE et 

al.,2013;RASMUSSEN, 2008), observamos de forma inédita que os subtipos TFH 

IL21+ IL-6+ e TFH IL21+IL-17+ foram associados a maior grau de incapacidade 

neurológica e à ocorrência de novas recaídas clínicas nos pacientes.  Evidências 

têm sugerido, de fato, o envolvimento das citocinas IL-6 e IL-17 na patogênese da 

NMOSD (CHIHARA et al., 2011; WANG et al.,2011). Conforme estudo publicado 

pelo nosso grupo (BARROS et al., 2015),  uma relação estreita entre a proporção de 

células T CD4+ positivas para os receptores toll-like TLR2 e TLR4 produtoras de IL-6 
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e IL-17 com a atividade da NMOSD foi observada. Baseado na informação de que 

diferentes padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) expressos por 

bactérias podem se ligar a TLR2 e TLR4, revela-se uma possível habilidade de 

produtos microbianos em modular o comportamento funcional das células T CD4+ 

envolvidas nas lesões clássicas da NMOSD. Apesar de não termos avaliado a 

expressão de TLR nas células TFH dos nossos pacientes com NMOSD, existe a 

possibilidade de que uma parcela desses linfócitos T CD4+ TLR+ IL-17+ IL-6+ possam 

coexpressar CXCR5 e IL-21, o que poderia capacitá-las a auxiliar as reações dos 

centros germinativos na vigência de doenças infecciosas ou disbiose. 

No que diz respeito à produção de autoanticorpos, a proporção desses 

subtipos de células TFH IL21+ secretores de IL-6 e IL-17 foi maior nos pacientes com 

NMOSD soropositivos para IgG anti-AQP4 quando comparada aos pacientes 

soronegativos para esse anticorpo. Em acordância com nossos resultados, a 

produção de autoanticorpos foi dependente de células TFH ICOS+IL-21+IL-17+ em 

modelo animal de Lupus Eritematoso Sistêmico, modelo clássico de doença 

autoimune de fundo humoral (WU et al.,2008).Sabendo que a IL-6 auxilia na 

sobrevivência de plasmócitos, amplificando assim, a produção de anti-AQP4 

(CHIHARA et al., 2011), o aumento da população de células TFH produtoras dessa 

citocina pode ajudar a explicar, ao menos parcialmente, a relação entre a 

soropositividade para anti-AQP4 e o maior risco e/ou pior recuperação de recaídas 

clínicas nos pacientes com NMOSD (SATO et al., 2014). Infelizmente, não foi 

possível comparar os títulos de anticorpos anti-AQP4 às porcentagens de células 

TFH no presente estudo, uma vez que, apesar da sua elevada sensibilidade, a 

dosagem de esses anticorpos pelo método CBA não é um método quantitativo 

clássico.  

Por fim, ZHAO e colaboradores (2017) demonstraram a habilidade do 

rituximabe – medicamento imunobiológico constituído de mAb anti-CD20 que 

depleta as células B – em atenuar a atividade da NMOSD. Esse efeito benéfico foi 

relacionado a uma significante redução na proporção de células cTFH circulantes e 

nos níveis plasmáticos de IL-21 e IL-6 (ZHAO et al., 2017). Por outro lado, em nosso 

estudo, todos os pacientes com NMOSD estavam sob a ação de algum tratamento, 

não necessariamente com rituximabe, e não observamos qualquer impacto na 

porcentagem das células TFH no que diz respeito à modalidade de tratamento. 

Entretanto, o grupo avaliado nesse estudo foi muito pequeno e acreditamos que, ao 
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aumentar o número de participantes, alguma significância nesses resultados seja 

observada. 

Em conclusão, nossos resultados sugerem que a gestação e a NMOSD 

favorecem a expansão das células TFH periféricas funcionais capazes de auxiliar as 

células B na produção de anticorpos, sendo esse fenômeno associado a alterações 

na concentração de hormônios, como o estrogênio e a progesterona, promovida pela 

gestação. Além disso, a gestação também potencializa a capacidade da terapia 

antirretroviral em reconstituir a resposta imune humoral em mulheres infectadas pelo 

HIV-1, doença que sabidamente acomete as células TFH.  
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CONCLUSÕES 

 

a) A gestação, em mulheres saudáveis, favorece a expansão de células T 

CD4+ CD45RO+ CXCR5+, capazes de expressar, ou não, os marcadores ICOS, 

PD-1 e CXCR3; 

b) As células TFH de gestantes saudáveis são capazes de produzir 

maiores quantidades de IL-21, IL-6 e IL-10, principalmente pelo compartimento 

de células TFH CXCR3+; 

c) A frequência de células TFH CXCR3+PD-1+IL-21+ circulantes foi 

diretamente relacionada aos níveis sistêmicos de estrogênio e de anticorpos anti-

CMV e anti-HBsAg em gestantes; 

d) A infecção pelo HIV-1 reduziu a frequência de diferentes subtipos de 

células TFH em gestantes; 

e)  A ocorrência de gestação amplificou a capacidade da terapia 

antirretroviral (TARV) em reconstituir o status funcional dos linfócitos TFH, 

determinada pela capacidade em produzir IL-21 e em ajudar os linfócitos B 

autólogos a produzir IgG; 

f) Em gestantes infectadas pelo HIV-1, a frequência de células TFH IL-

21+ foi diretamente relacionada aos níveis sistêmicos de estrogênio e anticorpos 

anti-HBsAg; 

g) A capacidade da gestação em amplificar a recuperação de células TFH 

IL-10+ em detrimento a uma queda na porcentagem do subtipo de células TFH 

IL-6+ nas pacientes infectadas pelo HIV-1 em sucesso terapêutico pode ajudar a 

reduzir a expansão de células TFH disfuncionais; 

h) A frequência de células TFH foi maior nos pacientes com NMOSD que 

produziam anticorpos anti-AQP4; 

i) A frequência de células TFH IL-6+ e IL-17+ foi maior nos pacientes IgG 

anti-AQP4+ na NMOSD, fato correlacionado diretamente com o EDSS e com a 

ocorrência de recaídas clínicas; 

j) Os níveis plasmáticos de IL-6, IL-10, IL-17 and IL-21 foi maior na 

NMOSD, independente da produção de anticorpos anti-AQP4 e seus níveis 

foram associados com a frequência de células TFH produtoras das respectivas 

citocinas, exceto pela IL-10;  
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k) A frequência de TFH IL-10+ foi menor nos pacientes com NMOSD 

produtores de IgG anti-AQP4 e a sua porcentagem foi associada ao EDSS dos 

pacientes;  

l) O estrogênio elevou a porcentagem de cTFH, cTFHICOS+, assim 

como dos subtipos de cTFH capazes de produzir IL-21 e IL-17;  

m) Estrogênio e progesterona aumentaram a porcentagem de células 

TFR;  

n) A ação em conjunto do estrogênio com progesterona reduziu a 

porcentagem de células B naïve, já o subtipo de células B de memória aumentou 

apenas na presença de estrogênio;  

o) A progesterona reduziu a proporção de plasmablastos à medida que 

aumentou a porcentagem de plasmócitos secretores de anticorpos na presença 

de estrogênio, além de promover a produção de IgG;  

p) A produção de IL-21 resultante de cocultura das células TFH com 

células B foi incrementada na presença de estrogênio e de progesterona;  

q) A expressão do receptor de estrogênio foi maior nas células TFH, 

quando comparada às células não-TFH, e em mulheres (quando comparado à 

amostra masculina);  

 

Nossos resultados sugerem que a gestação, através da elevada produção 

dos hormônios estrogênio e progesterona, modula a proporção e a diferenciação de 

células TFH funcionais, responsáveis por auxiliar as células B na produção de 

anticorpos. Esse efeito dos hormônios gestacionais pode estar atrelado a atividade 

de doenças autoimunes de fundo humoral, como a NMOSD, na qual um 

desequilíbrio no eixo TFR/TFH estaria associado a produção de autoanticorpos. Ainda, 

intercorrências durante a gestação, como a infecção pelo HIV-1, prejudicam a 

expansão das células TFH em níveis normais mesmo com introdução da terapia 

antirretroviral no início da gestação. Apesar disso, o uso da terapia antirretroviral por 

estas gestantes favorece a expansão de células cTFH funcionais. 
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 ANEXO B – Termo de consentimento livre e esclarecido 

 

    

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: _______________  
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ANEXO C - Parecer consubstanciado do CEP 02 
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