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RESUMO

SANTOS, Clarice Monteiro Rodrigues. Estudo da biologia das células TFH em
condi¢cBes imunoldgicas distintas: gestacéo, infec¢do pelo HIV-1 e em pacientes
com desordens do espectro da neuromielite 6ptica. 2020. 198f. Tese (Doutorado em
Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

As células T CD4* auxiliares foliculares (Trv) sdo um subtipo de células
responsaveis por regular o desenvolvimento da imunidade humoral através da
promoc¢do da inducdo de plasmécitos secretores de anticorpos e células B de
memoria de longa duracao. Classicamente, as células Tru séo identificadas pela alta
expressdo de CXCR5 associado a uma elevada producdo de IL-21. Entretanto,
diferentes condi¢cbes ambientais e genéticas podem interferir com o status funcional
dessas células. Assim, o objetivo geral dessa tese foi estudar a biologia das células
Trn circulantes em gestantes, infectadas ou ndo pelo HIV-1, e em mulheres com
diagnostico definitivo de NMOSD. Adicionalmente, avaliamos os mecanismos de
atuacdo de dose relacionada a gestacdo de estrogénio e progesterona no status
funcional desses linfécitos. Nesse sentido, nossos resultados mostraram que a
gestacdo, em mulheres saudaveis, favorece a expansdo das células T
CD4*CD45RO*CXCR5*, coexpressando ou ndo os marcadores CXCR3, PD-1 e
ICOS. Além disso, a gestacdo também elevou a porcentagem de células TrH
CXCR3* produtoras de IL-21, IL-10 e IL-6. De forma interessante, foi observado uma
correlacdo positiva entre a porcentagem das células Trn CXCR3*PD-1*, assim como
do subtipo IL-21*, com o0s niveis séricos de estrogénio e dos anticorpos anti-
citomegalovirus e anti-antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAQ). De
forma interessante, a ocorréncia de gestacdo acelerou a recuperagdo numérica e
funcional das células Trn circulantes em mulheres infectadas pelo HIV-1 apés a
introducéo da terapia antirretroviral (TARV), amplificando sua capacidade em auxiliar
as células B autélogas a produzir IgG em sistemas de cocultura. Adicionalmente,
incremento na porcentagem das células Ten IL-21* apds TARV foi diretamente
correlacionado aos niveis plasméticos de estrogénio e aos titulos de IgG anti-HBs e
anti-toxoide tetanico (TT). Ao avaliar o efeito direto dos hormonios gestacionais
sobre as células TrH, 0 estrogénio elevou a porcentagem de cTrH, CTFHICOS?*, CTFH
IL-21* e IL17%; e de células B de memdria, enquanto a progesterona, com o auxilio
do estrogénio, elevou, in vitro, ndo apenas a porcentagem de plasmécitos secretores
de anticorpos, como também a porcentagem de células Trr IL-10*, subtipo celular
conhecido em evitar a producdo de autoanticorpos em doencas autoimunes
humorais, tal como a NMOSD. Nesse sentido, nossos resultados mostraram que
pacientes com NMOSD produtores de IgG anti-AQP4 possuiam uma maior
frequéncia de células Tru IL-6" e IL-17*, que foram diretamente correlacionadas com
a atividade clinica da doenca, como também menor porcentagem de células Trn IL-
10*. Em resumo, nossos resultados sugerem que elevados niveis de estrogénio e
progesterona favorecem a expanséo e diferenciacdo de células Tru funcionais, o que
pode estar atrelado a uma melhor resposta humoral especifica contra patdogenos,
mas que pode impactar negativamente no desfecho de doencas autoimunes
mediadas por autoanticorpos, tal como a NMOSD.

Palavras-chave: Células T CD4* auxiliares foliculares. Estrogénio. Progesterona. HIV-1.

Desordens do Espectro da Neuromielite Optica.



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 Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

Follicular helper T (Trn) 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, Tru 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 TrH 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" Tru cells
that produce IL-21, IL-10 and IL-6. Interestingly, a positive correlation was observed
between the percentage of CXCR3" PD-1" Ten cells, as well as IL-21* subtype, with
serum levels of both estrogen and IgG directed against cytomegalovirus and hepatitis
B virus (HBsAQg). In HIV-1-infected women, the occurrence of pregnancy accelerated
the numerical and functional recovery of circulating TrH 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" Trn 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 Trn cells, estrogen increased the percentage of
CTrH, ICOS*CTFH, IL-21* and IL-17* cTrH, 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*Trr 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*Trn cells, which were directly correlated with the
clinical activity of the disease, as well as a lower percentage of cells IL-10"Trn. In
summary, our results suggest that high levels of estrogen and progesterone favor the
expansion and differentiation of functional Tru 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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INTRODUCAO

No contexto da imunidade humoral contra agentes infecciosos, a producéao de
anticorpos neutralizantes de alta afinidade € de vital importancia para
eliminar/neutralizar o invasor e/ou seus antigenos. A producdo sustentada desses
anticorpos, no entanto, depende da interacdo produtiva das células B com um
subtipo particular de células T CD4*, as células T auxiliares foliculares (Trn - doO
inglés, T folicular helper). As células Tru s@o fundamentais para auxiliar na
diferenciacéo dos linfocitos B em células B de memdria e em plasmacitos de longa-
vida secretores de anticorpos com troca de cadeia pesada (CHEVALIER et al.,
2011).

Apesar de sua origem ser primariamente nos ganglios linfaticos, contrapartes
circulantes dessas células podem ser detectadas. Essas células Trn circulantes
(cTrH) expressam varios comuns as Trn dos linfonodos, tais como a expressao
superficial do receptor de quimiocina CXCR5 e producdo de interleucina (IL)-21
(BENTEBIBEL et al., 2013; CHEVALIER et al., 2011; MORITA et al.,, 2011).
Ademais, a expressao do receptor de morte programada-1 (PD-1) e do
coestimulador induzivel (ICOS) (SIMPSON et al., 2010), associada a marcacao de
CCR6 e/ou CXCR3 (MA et al.,, 2015; MORITA et al., 2011), tem auxiliado na
identificacdo de subtipos de células Trn periféricas mais funcionais (MA et al., 2014,
MORITA et al., 2011; SIMPSON et al., 2010).

A identificacdo dessas células no sangue periférico tem permitido aos
pesquisadores avaliar a biologia das cTen em diferentes contextos, como na
gestacdo, aonde a producdo de anticorpos € sabidamente favorecida
(KANDA;TAMAKI, 1999). Nesse sentido, nosso grupo tem se dedicado a estudar o
comportamento dessas células em gestantes saudaveis (artigo 1) e infectadas pelo
virus da imunodeficiéncia adquirida do tipo 1 (HIV-1) (artigo 2), bem como em
pacientes com desordens do espectro da neuromielite dptica (NMOSD) (artigo 3) -
uma doenca autoimune muito prevalente em mulheres cuja imunopatogénese
envolve a producéo de autoanticorpos (LENNON et al., 2004). Finalmente, uma vez
que os resultados publicados nos artigos 1 e 2 demonstraram uma relacdo direta

entre 0s niveis plasmaticos de estrogénio e a expansao das células TrH, nossa
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equipe dedicou-se a desvendar o efeito das doses de estrogénio e progesterona
relacionadas a gestacdo em modular, in vitro, o comportamento de diferentes
subtipos desses linfocitos como também de células B circulantes (artigo 4,
submetido).

No geral, os resultados obtidos no contexto dos 4 artigos nos levam a sugerir
gue a expansdo equilibrada de diferentes subtipos de células Tr1 N0 contexto da
gestacdo deve favorecer a producdo de anticorpos protetores contra diferentes
patbgenos, a0 mesmo tempo que evita a ativacdo de células B autorreativas

implicadas em doencas autoimunes humorais, tais como a NMOSD.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1Considerac0Oes gerais

O sistema imunoldgico € formado por células e moléculas que atuam juntas a
fim de identificar e eliminar ou confinar potenciais microorganismos invasores
causadores de doencas. A defesa contra esses microorganismos € mediada por
reacoes iniciais da imunidade inata e por respostas tardias da imunidade adaptativa
(ABBAS, 2012). Na hierarquia das func¢des imunes, os linfocitos T CD4* ocupam
uma posicdo de destaque por regular a funcdo de todas as células da imunidade
natural, tais como macréfagos e neutrofilos, bem como as outras células da
imunidade adquirida: os linfécitos T CD8* e as células B. Apesar da participacao
majoritaria das células T CD4* nas fases eferentes da resposta imune, a inducéo e o
estabelecimento da resposta imune primaria especifica mediada por estes linfécitos
sdo dependentes das células apresentadoras de antigeno (APC - do inglés, Antigen
Presenting Cells), particularmente das células dendriticas (DCs - do inglés, Dendritic
Cells) (WAN;FLAVELL, 2009).

Portanto, seguindo os eventos iniciais da resposta imune mediada pelas células
da imunidade natural no local de infec¢do, e sob a acdo de diferentes estimulos
inflamatorios, as DCs adquirem mobilidade e direcionam-se para os tecidos ou
orgaos linfoides secundarios regionais, aonde irdo iniciar a ativagdo dos linfécitos T.
Durante sua trajetéria, as DCs maduras tornam-se, através da expressdo de
diferentes moléculas de superficie, extremamente eficientes em apresentar
diferentes antigenos para os linfocitos T (VERBOOGEN et al., 2016).

Uma eficiente ativacdo priméaria das células T CD4* depende de diferentes
sinais cognitivos e soluveis acionados pelas DCs maduras durante a sinapse
imunologica nos orgaos linfoides secundarios (DUSTIN et al., 2006) (Figura 1). O
primeiro sinal fornecido pelas DCs é a apresentacdo de peptideos antigénicos
acoplados as moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC - do
inglés, Major Histocompatibility Complex) de classe Il. Essa fase da resposta imune
e fundamental, pois permite o reconhecimento, por parte dos linfocitos T CD4*

especificos, de peptideos antigénicos. Entretanto, uma ativacdo eficiente dos
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linfécitos T CD4* contra microorganismos requer que as DCs maduras enviem um
segundo sinal, que é inespecifico ao tipo de antigeno. Esse segundo sinal é
mediado por pares de moléculas coestimuladoras como, por exemplo, moléculas
pertencentes aos membros da familia B7 (B7.1/CD80 e B7.2/CD86) expressos na
superficie das DCs, que se ligam as moléculas CD28 dos linfécitos T CD4*. O
engajamento desses dois sinais, primeiro e segundo, permite a producdo de IL-2
pelas células T CD4*-antigeno especificas. A IL-2, conhecida também como fator de
crescimento de células T, permite a proliferacdo de clones ativados de linfocitos T
CD4* (DUSTIN et al., 2006; HENRICKSON;VON ADRIAN, 2007).

Seguindo ativacdo, um terceiro sinal, deflagrado principalmente por
mediadores sollveis secretados pelas DCs, induz a diferenciacdo desses linfocitos T
CD4* classicos em fendtipos que produzirdo padrdes polarizados de citocinas
capazes de coordenar e regular uma variedade de eventos da resposta imune
(VERBOOGEN et al., 2016). Vérios fatores influenciam na diferenciacéo final de
linfécitos T CD4* pelas DCs, mas citocinas e hormdnios parecem ser imperativos no
destino do fenotipo diferenciado (WAN;FLAVELL, 2009).

1.2 Linfécitos T auxiliares foliculares

Apesar de a biologia das células T CD4* ser complexa, alguns aspectos
funcionais dessa populacao referentes a definicdo de diferentes fenétipos sdo bem
caracterizados (SCHIMITT;UENO, 2015). Os linfécitos Tenw Sd0 um importante
subtipo de linfécitos T CD4* especializado em auxiliar os linfécitos B (CROTTY,
2015). A existéncia desse fendtipo foi primeiramente proposta por alguns
pesquisadores entre 2000 e 2001 (SCHAERLI et al., 2000; BREITFELD et al., 2000;
KIM et al., 2001). Entretanto, a aceitacdo como uma nova linhagem de células T
CD4* ocorreu em 2009, quando o Bcl-6 (do inglés, B-cell lymphoma 6) foi
identificado como o fator de transcrigdo Unico desse subtipo celular (JOHNSTON et
al., 2009; NURIEVA et al., 2009). Desde entédo, os linfocitos Trn tém sido descritos
como ceélulas capazes de auxiliar os linfécitos 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 Trn humanas localizadas nos orgéos linfoides secundarios sao
caracterizadas pela alta expresséo do fator de transcricdo Bcl-6, do PD-1, do ICOS,
do receptor de quimiocina CXCR5 e da producao de IL-21; e pela baixa expresséo
do receptor de quimiocina CCR7 (ONABAJO et al.,, 2013). A diferenciacdo dos
linfécitos T CD4* virgens (naives) em linfocitos Tru (Figura 1) requer principalmente
a inducao do fator de transcricdo Bcl-6. Entretanto, o fator regulador de interferon 4
(IRF4 - do inglés, Interferon Regulatory Fator 4), fator de transcricdo de ziper de
leucina bésica (BATF - do inglés, Basic leucine ziper Transcription Fator), c-MAF e
os transdutores de sinal e ativadores de transcricdo (STAT - do inglés, Signal
Transducer and Activator of Transcription)-1, STAT-3 e STAT-4 também estéo
envolvidos na inducao desse fendtipo (VINUESA et al., 2016). A IL-6, assim como a
IL-21, ativam os STAT-1 e STAT-3 que, juntos, induzem a expresséo 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
linfécitos B ativados (TANGYE et al., 2013) induz a producédo de IL-21 pelos préprios
linfécitos Trn (CHOI; YANG; CROTTY, 2013), o que também contribui para o
estabelecimento do fendtipo celular. Em humanos, as citocinas IL-12, IL-23 e fator
de crescimento transformador (TGF — transforming growth fator)-B, também sé&o
capazes de ativar os fatores de transcricdo STAT-3 e STAT-4 que, por sua vez,
induzem a expressao de Bcl-6 (MA et al., 2009b; SCHMITT et al., 2013, 2014). Além
de citocinas, a interacdo célula-célula € importante para a inducdo dos fatores de
transcricdo nas células TrH. A interagcdo entre ICOS e seu ligante (ICOSL), presente
nas DCs, também € necessaria para induzir a expressdo do Bcl-6 durante a fase
inicial de diferenciacdo (CHOI et al.,, 2011). Uma vez expresso, o Bcl-6 reprime a
expressdo do CCR7 e de fatores de transcricdo, como a proteina de maturacao
induzida em linfécito B (Blimp - do inglés, B lymphocyte induced maturation protein)-
1, envolvida na diferenciagdo de outros fenotipos de linfocitos T CD4* ndo Tew,
enguanto regula positivamente a expressdo 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
diferenciacdo das celulas Trn (SCHMITT et al., 2013), a IL-2 inibe esse fenotipo
celular por ativar STAT-5 que reprime a expressao 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 - Diferenciacdo das células TrH e geracdo de células B de memoria e
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Legenda: As células T CD4* naive sdo ativadas na zona de células T dos tecidos linfoides
secundarios apés o reconhecimento do complexo peptideo-MHC de classe Il nas DCs. As
DCs fornecem sinais, através das citocinas IL-6, IL-21 e IL-12 e pela interacdo ICOS-
ICOSL, que induzem a expressao de Bcl-6, c-MAF e CXCR5, permitindo que as células T
CD4 pré Trn migrem para os foliculos de células B. Na borda do foliculo, as células pré-Tru
interagem com as células B que apresentam o seu peptideo cognato através do SAP
(CD84), CD40/CD40L e ICOS/ICOSL. Essa interacdo permite a completa diferenciacéo
das células Tr4 € a formacao dos centros germinativos. As células Try produzem IL-21 e
IL-4 que auxiliam na diferenciagdo das células B em células de meméria e em plasmaocitos
secretores de anticorpos.

Fonte: Adaptado de MA e colaboradores, 2012.

Classicamente, a funcéo dos linfécitos Trn € promover e sustentar a resposta
imune humoral através do auxilio aos linfocitos B nos foliculos dos orgaos linfoides
secundarios (Figura 2). Nesse sentido, a alta expressdao de CXCR5 associada a
baixa expressdo do CCR7, permite que os linfécitos Trn migrem, seguindo um
gradiente de concentracdo formado pela quimiocina CXCL13, para os foliculos;
aonde irdo coordenar a formacdo dos centros germinativos (CGs) - estruturas
localizadas nos 6rgéaos linfoides secundérios caracterizadas pela intensa proliferacéo

e diferenciacdo de linfécitos B (CROTTY, 2011). A interacdo ICOS-ICOSL também
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< IgA

1) ‘-<lgM

IgG



24

(XU et al., 2013), provavelmente por estabilizar a expressdo do CXCR5. Além disso,
a interacdo entre as células Tru € as células B mantém a expressdo de Bcl-6
estavel, o que promove a manutencao funcional do fenétipo Ten (BAUMJOHANN et
al., 2013; CHOIl et al., 2011).

Uma vez nos foliculos, os linfocitos Trr auxiliam na formacéo dos CGs atraves
do fornecimento de sinais necessarios para a diferenciacdo, proliferacdo e
sobrevivéncia dos linfécitos B (TANGYE et al., 2013; CROTTY, 2011) (Figura 2).
Esses sinais sdo fornecidos através da interacdo de moléculas de superficies nas
células TrH, como ICOS, ligante de CD40 (CD40L), proteinas associadas ao SLAM
(SAP) e PD-1, aos seus respectivos ligantes expressos nas células B e pela
producdo de IL-21 e IL-4 (MOIR; FAUCI, 2009; PALLIKKUTH; PARMIGIANI;
PAHWA, 2012). A interacdo da SAP com membros da familia de moléculas de
sinalizacdo para ativacdo linfocitica (SLAM — do inglés, Signaling Lymphocytic
Activation Molecule) permite a adesdo entre as células Trx e células B (YUSUF et
al., 2010), enquanto que a ligagdo do PD-1 ao PD-L1 em células B regula
negativamente a formag¢édo do CG (WANG; HILLSAMER; KIM, 2011). J& a interacéo
entre CD40 e CD40L é responséavel pela proliferacdo e sobrevivéncia dos linfécitos
B, além de promover a expressao da citidina desaminase induzida por ativacéao (AID
— do inglés, Activation-Induced cytidine Deaminase) - enzima responsavel por
regular os processos de troca de classe e a hipermutagdo somética - e de ICOSL,
que ao se ligar ao ICOS presente nas células Trn, induzindo a producéo de IL-21
(BAUQUET et al., 2009; CROTTY, 2015; LIU et al., 2015). A IL-21, por sua vez,
induz a expressdo de Bcl-6 nos linfocitos B, permitindo a diferenciacdo dessas
células em plasmdcitos secretores de anticorpos e em células B de memoria
(PALLIKKUTH, 2012; CROTTY, 2011). A IL-4, produzida em baixos niveis pelas
células Trn, promove a sobrevivéncia dos linfocitos B, prevenindo a apoptose
(CROTTY, 2011; YUSUF et al., 2010). Ademais, IL-21 e IL-4, provavelmente por
estabilizar a expressdo de CD40 e CD40L, sédo importantes para 0s processos de
hipermutacdo somatica, maturacdo 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 sollveis provindos das
células TrH, outras classes de anticorpos, além de IgM, sdo produzidas, contendo
nas regides variaveis mutagdes pontuais que culminam com o aumento da afinidade

de reconhecimento do anticorpo contra o antigeno. Consequentemente, quanto



25

maior a afinidade, maior a capacidade dessa molécula em neutralizar antigenos.
Sendo assim, o estudo da biologia das células Tru é fundamental, uma vez que a
producdo de anticorpos neutralizantes é necesséria tanto para o desenvolvimento de
uma imunidade protetora contra patégenos como para 0 sucesso de diversas
vacinas (TANGYE et al., 2013).

Figura 2 - Auxilio das células Trn as células B em diferentes fases da resposta imune
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Legenda: Com o objetivo de simplificar, apenas alguns exemplos de fatores de transcricdo, sinais
cognitivos (moléculas de superficie) e sollveis (citocinas) importantes em cada processo
da ativagdo das células B estdo evidenciados na figura. Fonte: Adaptado de CROTTY,
2015.
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1.2.1 Linfécitos T foliculares circulantes

Por muitos anos, estudos no que diz respeito as células Trn eram limitados,
pois, por questdes éticas, acessa-las nos 6rgaos linfoides secundarios de humanos
era muito dificil. Entretanto, com as recentes descobertas de subtipos funcionais de
células Trn no sangue periférico de humanos (KING; TANGYE; MACKAY, 2008;
UENO, 2016), o conhecimento sobre a biologia das células Trn € a sua contribuicao
em doencas, tem aumentado nas Ultimas décadas.

Estudos tém mostrado que, uma vez diferenciadas, as células Trx auxiliam em
todos os eventos associados ao desenvolvimento dos CGs. Em seguida, elas podem
deixar os foliculos secundarios e transitar pelos foliculos vizinhos (SHULMAN et al.,
2013), ou podem passar a compor o contingente de células T de memoria circulante,
caracterizadas por expressarem CD45RO (KITANO et al., 2011). Essas células Tru
circulantes sao fenotipicamente identificadas pela expressédo de CXCR5, apesar de
apresentarem baixissima expresséo de Bcl-6 (BOSSALLER et al., 2006), e possuem
a habilidade em auxiliar os linfocitos 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 expressdo de ICOS e PD-1 (SIMPSON et al.,
2010), associada a marcacdo de CCR6 e/ou CXCR3 (MA et al., 2015; MORITA et
al., 2011), tem auxiliado na identificacdo de subtipos de células TrH periféricas mais
funcionais (MA et al., 2015; MORITA et al., 2011; SIMPSON et al., 2010) (Figura 3).

Dessa forma, a expressao de ICOS e PD-1 permite definir as células Trx de
acordo com o seu estado de ativacdo. A maioria das células Trn circulantes séo
ICOSPD-1,, seguido das células ICOSPD-1* e uma pequena porcentagem é
ICOS*PD-1** (HE et al.,, 2013; LOCCI et al., 2013). As células Trx circulantes
ICOS*PD-1"* expressam Ki-67, um marcador indicativo de proliferagdo celular,
enquanto que as células Trn circulantes ICOSPD-1* e ICOSPD-1" séo negativas
para Ki-67, ou seja, estdo em um estado quiescente (MA et al., 2015; MORITA et al.,
2011; SIMPSON et al., 2010). Entre as células quiescentes, as ICOSPD-1* parecem
mais eficientes em auxiliar as células B do que o subtipo ICOSPD-1, que parecem
necessitar de um tempo maior ou mais sinais de ativacao (SCHMITT; BENTEBIBEL;
UENO, 2014).
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Classicamente, as moléculas de superficie CCR6 e CXCR3 sao receptores de
guimiocina associados aos subtipos efetores de linfocitos T CD4*, os linfocitos T
auxiliares do tipo 17 (Th17) e linfocitos T auxiliares do tipo 1 (Thl), respectivamente.
A auséncia de ambos os marcadores de superficie, por sua vez, ajuda a identificar
os linfécitos T auxiliares do tipo 2 (Th2) . Resumidamente, as células Thl, através da
producdo de elevados niveis de IL-2 e IFN-y, medeiam o combate a
microorganismos intracelulares obrigatérios ou facultativos por ativar fagocitos,
células assassinas naturais (células NK - do inglés natural killer) e linfécitos T CD8*
(MCKINSTRY et al., 2010). A principal citocina liberada pelas DCs responséavel pela
inducdo desse fenotipo é IL-12 (MANETTI et al., 1993), apesar do IFN-y também
contribuir para a diferenciacdo das células Thl (FARRAR et al., 2002). A IL-12 e 0
IFN-y, por induzirem a expressao do STAT-4, favorecem o estabelecimento do
fenétipo Thl através da elevacdo da expressdo de T-bet, considerado o principal
fator de transcricdo envolvido na estabilidade das células Thl (FARRAR et al.,
2002). As células Thl séo caracterizadas pela expressédo de elevados niveis dos
receptores de quimiocinas CXCR3 e CCR5 em sua superficie celular, o que permite
0 seu recrutamento para os sitios inflamatérios que produzem as quimiocinas
CXCL9, CXCL10 e CXCL11 (ligantes do CXCR3); CCL2, CCL8 e CCLS5 (ligantes do
CCR5) (ANTONELLI et al., 2014). Em contrapartida, na presenca de elevados niveis
de IL-4, as DCs favorecem a diferenciacdo das células Th2. Esse processo de
comprometimento se da pela capacidade da IL-4 induzir nas células T CD4* a
expressdo de STAT-6 que, por sua vez, eleva a expressdao de GATA (do inglés,
globin transcription factor)-3. No nucleo, a proteina GATA-3 induz a transcricdo de
genes que codificam as citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 (FARRAR et al.,, 2002). A
liberacdo dessas citocinas tem sido implicada na resposta imune protetora contra
infestacBes por helmintos e na patogénese das reacgdes de hipersensibilidade do tipo
| (ZHU et al., 2010a; ZHU et al., 2010b). Diferente das células Thl, as células Th2
humanas tém sido caracterizadas pela expressdo dos receptores de quimiocinas
CCR3, CCR4 e CCRS8 que as direcionam para areas ricas em certas quimiocinas,
tais como CCL11, CCL26, CCL3, CCL5 e CCL1 (COSMI et al, 2001). No que diz
respeito ao fendtipo Thl7, a sua indugdo depende das citocinas IL-1B8 e,
principalmente, IL-23 em associagédo com o fator transformador de crescimento (TGF
- do inglés, Transforming Growth Factor)-p, que induzem o transativador RORC,
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envolvido na regulacdo da expressdo de diferentes genes implicados em sua
manutencdo (GUTCHER;BECHER, 2007). Amplamente implicados na resposta
imune contra bactérias extracelulares e fungos (Annunziato, 2015; Szulc-Dgbrowska,
2015), os linfécitos 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 neutrofilos para o local da infeccéo
(MIOSSEC, 2009; ANNUNZIATO et al., 2012). Na superficie celular, as células Th17
humanas expressam elevados niveis dos receptores de quimiocina CCR6 e CCR4, o
que facilita esses linfocitos a migrarem para areas de inflamacédo ricas nas
quimiocinas CCL3, CCL5 e CCL20 (ACOSTA-RODRIGUEZ et al., 2007,
ANNUNZIATO et al., 2007).

Nesse contexto, levando em consideragao a habilidade em expressar CXCR3
e/ou CCR6, SCHIMITT e colaboradores (2014) propuseram, adicionalmente, outra
classificacdo das células Trn circulantes, todas capazes de produzir IL-21, em trés
subtipos: CXCR3*CCR6, CXCR3CCR6* e CXCR3CCR6 (SCHMITT,;
BENTEBIBEL; UENO, 2014) (Figura 3). O subtipo CXCR3*CCR6, por produzir a
citocina interferon (IFN)-y e expressar T-bet, € chamado de Trul, enquanto que o
subtipo CXCR3'CCR6*, por produzir IL-17 e expressar RORyt, € designado TrHl7.
Finalmente, o subtipo celular CXCR3CCR6" é conhecido como Trnv2 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 relagdo ao status funcional, SCHIMITT e colaboradores (2014)
classificaram as células Tru circulantes como eficientes (TrH2 e Trul7) € néo
eficientes (Trnl) em auxiliar na resposta primaria de anticorpos (SCHMITT,;
BENTEBIBEL; UENO, 2014). Neste estudo, quando linfocitos B virgens (naives)
foram colocados em cocultura com células TrH2 ou Trul7 periféricas, diferenciaram-
se em plasmacitos 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 TrHl ndo foram capazes em auxiliar os linfocitos B naive in vitro,
mas sim, em induzir a diferenciacdo das células B de memoria em plasmdécitos
(BENTEBIBEL et al., 2013). Por outro lado, em algumas situacdes patologicas, tais
como nas reacdes de hipersensibilidades, uma persistente reacdo dos CGs é
observada, sendo indicativo de falta de regulacao local (SAGE; SHARPE, 2016).
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Figura 3 -Subtipos de células Trn circulantes
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Legenda: Os marcadores CXCR3 e CCR6 diferencia a capacidade em auxiliary das células Trv em
ndo eficientes (Trnl) e em eficientes (Trv2 € Trul7). A expressdo de ICOS define as
subpopulagbes celulares quiescentes e ativadas de cada subtipo. A capacidade em
auxiliar das células TrHl € limitada ao subtipo de células B de memdria. Embora ambos
0s subtipos quiescentes das células Tru2 e TrHl7 serem capazes de auxiliar as células B,
0 subtipo ICOS-PD-1* CCR7" promove auxilio imediato as células B de memoria. As
células TrH2 e Trul7 produzem diferentes citocinas que regulam diferentemente a troca de
isotipo. A intensidade da cor laranja em cada subtipo de Trn esta relacionada a
capacidade em auxiliar as células B.

Fonte: Adaptado de SCHMITT et al.,2014.

1.2.2 Linfécitos T requladores foliculares

Apesar de ndo serem completamente elucidados até o momento, 0sS
mecanismos envolvidos no controle dos CGs devem contar com a participacédo de
um subtipo de células Trn, as células T reguladoras foliculares (Trr - do inglés, T
Follicular Regulatory) (WOLLENBERG et al., 2011). A definicdo dessa nomenclatura
provéem de outra subpopulacdo de células T CD4*, fundamental para o
restabelecimento da homeostase imune, os linfécitos TCD4* reguladores (Treg)
(PANKRATZ et al., 2016).
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Os linfécitos Treg sdo essenciais na manutencdo da autotolerancia imune e no
controle das respostas inflamatdrias contra patdgenos, suprimindo a acdo de
diversos linfécitos efetores, especialmente os linfécitos Thl, Th2, Thl7 e T
foliculares (OHKURA et al., 2013). Existem diferentes subtipos de células Treg
descritos na literatura, entretanto, a maioria dos estudos sdo centrados na descricao
fenotipica e funcional dessas células que expressam o marcador Foxp3 (do inglés,
X-linked Forkhead box P3), um fator de transcricAo essencial para seu
desenvolvimento, manutencao e funcao (VIGNALI et al., 2008). Outros marcadores
gue podem ser expressos sdo associados a capacidade funcional dessas células,
tais como o CD39 e o antigeno 4 associado ao linfécito T citotoxico (CTLA-4 - do
inglés, cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) (FONTENOT et al., 2005;
ZHOU et al.,, 2009). Os mecanismos pelos quais essas células suprimem as
respostas inflamatérias sdo variados e envolvem tanto a inibicdo das células
efetoras através de contato célula-célula, incluindo a via Fas/FasL e o complexo
granzimas B/perforina, quanto a liberagdo de altos niveis de citocinas
antiinflamatdrias, tais como IL-10 e TGF-B (RAIMONDI et al., 2007; JONULEIT et al.,
2001; RONCAROLO et al., 2001).

No que diz respeito as células Trr, assim como as ceélulas TrH, S&o0
caracterizadas pela alta expressdo de CXCR5, PD-1 e ICOS, porém expressam Bcl-
6 em niveis inferiores e sdo capazes de expressar os fatores de transcricdo Blimpl e
FoxP3. Além disso, também expressam CTLA-4, o receptor do fator de necrose
tumoral induzido por glicocorticoides (GITR - do inglés, 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 contrario das células TrH, que séo diferenciadas a partir de células T CD4*
naives, a maioria das células Trr tem como precursoras as células Treg naturais
(CHUNG et al., 2011; LINTERMAN et al., 2011) (Figura 4). De fato, andlises do
repertorio do receptor das células T (TCR - do inglés, T Cell Receptor) mostraram
gue as células Trr apresentam especificidades diferentes das células Tr1 do mesmo
CG, respondendo mais fortemente a antigenos préprios do que a antigenos
estranhos (MACEIRAS et al., 2017; RITVO et al., 2018). Entretanto, outros estudos
tém demonstrado que as células Trr também podem ser induzidas a partir de
células naives ap0s imunizagcdo com antigenos proprios ou nao-préprios (ALOULOU

et al.,, 2016). Os mecanismos pelos quais as células Trr executam seus efeitos
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reguladores nos CGs nao estdo totalmente elucidados, porém devem envolver
interacdes diretas com as células Tru 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 Trr podem inibir a proliferacdo e a producdo de citocinas
pelas células TrH, assim como a proliferagdo e producdo 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 Trr apresentaram
maior atividade supressora sobre as células Tr1 € as células B (SAGE et al., 2013),
indicando que a ligacdo PD-1/PD-L1 atenua a funcdo dos linfécitos Trr. Por outro
lado, a deplecdo do CTLA-4 das células Trr diminuiu a sua capacidade supressiva,
resultando no aumento de células Trn € de CGs (SAGE et al., 2014; WANG et al.,
2015). De forma interessante, animais com células Trr incapazes de produzir IL-10
apresentaram uma reducdo no numero de células B no CG e nos niveis de
anticorpos especificos, sugerindo que a IL-10 apresenta um papel na manutencéo
do CG (LAIDLAW et al., 2017).

Apesar de a dindmica e a caracterizacdo das células Trr circulantes néo
estarem ainda bem definidas, estudo realizado por SAGE e colaboradores (2014)
mostrou que as células Trr circulantes, caracterizadas como CD4*CXCR5*FoxP3*,
apresentam caracteristicas de células de memdria, mas com menor capacidade
supressiva em relacdo as células efetoras encontradas nos orgdos 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 circulacdo ndo expressam PD-1, ICOS nem Bcl-6 e apresentam
menor atividade supressora em comparagao a sua contraparte encontrada nos CGs.
Sendo assim, a descoberta das células TrH € Trr circulantes forneceram ferramentas
experimentais que possibilitam o estudo da biologia dessas células em diferentes
contextos que envolvem a producéo de anticorpos como, por exemplo, em gestantes
- infectadas ou nédo pelo HIV-1 - e em doengas autoimunes humorais, como a
neuromielite 6ptica (LENNON et al., 2004).
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Figura 4 - Plasticidade das células T foliculares
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Legenda: Subtipos de células Trn e células Treg foram classificadas previamente baseadas na
producdo especifica de citocinas (em preto) e na expresssao dos fatores de transcri¢ao.
Entretanto, estudo recente demonstrou que os subtipos de células T CD4* tem uma
grande capacidade de trans-diferenciacdo e inter-coversdo. Evidéncias indicam que as
células Treg e Trn estdo no centro de um sistema interconectado onde as células estédo
em um estado multifuncional e podem responder a citocinas e fatores de transcricdo que
infleunciam em sua funcéo e diferenciacdo. Células Trn podem se diferenciar em Trul €
TrH2, que expressam dois fatores de transcricdo (Bcl-6 e T-bet ou GATAS3,
respectivamente) e moléculas especificas, bem como STAT-4 e IL-12 (Trul) e CNS2 e IL-
4 (Ten2). A adaptagdo refinada ao microambiente é possibilitada através de um complexo
processo de remodelacdo epigenética regulado por fatores de transcricdo especificos para
cada subtipo celular. Neste complexo sistema celular, os mecanismos de interacdo das
células Trn € Treg ndo sdo totalmente conhecidos. PD-1/CTLA-4 em conjunto contribuem
para a regulacdo das células Trr/TrH. PD-1, que é altamente expressa em ambas as
células, exercem um efeito inibitério na diferenciacdo/funcdo das células Trr. Através da
limitacdo da sinalizagdo via TCR, PD-1 aumena o niumero de células B que encontram as
células TrH, prevenindo a sua proliferacéo acelerada e permitindo a ativacdo adequada de
células B. CTL4-4 é altamente expresso pelas células Trr € controla negativamente sua
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diferenciacéo e expansao e, consequentemente, o destino das células TrH. A interacdo de
alta afinidade de CTLA-4 nas células Trr com B7 nas células B pode prevenir a ligacéo de
células TrH com as células B. De acordo com a natureza e do microambiente do estimulo,
PD-1 e CTLA-4 podem modular o programa folicular de forma distinta. Verde: ativacéo;
Vermelho: inibicdo. Setas tracejadas: interacdes que ainda ndo foram confirmadas
experimentalmente.

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

1.3Imunomodulacdo materna no ciclo gestatorio

Durante a gestacdo, o feto, por ser semi-alogénico, deveria induzir fortes
respostas imunes maternas, o que levaria a sua rejeicdo. Entretanto, mdailtiplos
mecanismos moleculares e celulares evoluiram a fim de permitir o inicio e a
manutengao da gestagdo (HUNT;LANGAT, 2009; TAGLAUER et al., 2010). Dentre
eles, estdo a diminuicdo da expressao de aloantigenos polimorficos na placenta e as
alteracdes locais e sistémicas na resposta imune materna durante a gravidez (DE
MESTRE et al., 2010).

1.3.1 Eventos iniciais ha concepcao

A resposta imune materna aos antigenos paternos inicia-se quando antigenos
presentes no liquido seminal entram em contato com o epitélio da mucosa
cervical/vaginal (MOLDENHAUER et al., 2009). Fatores sollveis contidos no sémen
induzem a expressdo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias pelas células
epiteliais do cérvix e do uUtero (BEAMAN et al., 2011; ROBERTSON et al., 1996;
ROBERTSON, 2005; ROBERTSON, 2007; SHARKEY et al., 2007), o que leva ao
recrutamento de macrofagos (JAISWAL et al, 2012), DCs, granulécitos
(ROBERTSON et al., 1996) e linfocitos (SHARKEY et al., 2012a) que acabam por
acumularem-se neste sitio anatdmico por dias (ROBERTSON et al.,, 1996;
SHARKEY et al., 2012).

No entanto, a inducdo e a manutencdo das respostas inflamatorias maternas
contra 0s antigenos seminais paternos sao incompativeis com a manutencédo da
fertilidade, ja que o concepto expressa alguns alelos do complexo MHC de origem
paterna (TROWSDALE et al., 2006), além da possivel expressdo de antigenos 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; MARTIN-VILLA et al., 1996; TAFURI et al., 1995; THALER et
al, 1989; ZHOU;MELLOR, 1998). Logo, uma manobra para bloquear o avango dessa
resposta inflamatéria € a presenca, no liquido seminal, de agentes
imunomoduladores, como a prostaglandina E2 (PGE2) e TGF-f (ROBERTSON et
al., 2002; KELLY;CRITCHLEY, 1997).

A PGE2 é abundante no sémen humano (Robertson et al., 2002) e, dando
continuidade a fertilizacdo e ao desenvolvimento inicial do concepto, exerce um
papel importante na mobilidade do embrido, na sua implantacdo e na funcao
placentéria (KLEIN, 2015). O TGF-( ¢é sintetizado em altos niveis na forma latente e
€ ativado ap6s a ejaculacdo (TREMELLEN, 1998). Apesar de sua conhecida funcao
imunossupressora, no liquido seminal, o TGF-B contribui para desencadear a
resposta das células cervicais ao sémen, atuando através da via de sinalizacéo
convencional do TGF-B para induzir a expressao do fator estimulador de colbénia de
granuldcitos e macréfagos (GM-CSF - do inglés, Granulocyte-Macrophage Colony-
Stimulating Factor) e IL-6, duas citocinas com func¢des-chave no estabelecimento da
gravidez (SHARKEY et al., 2012b). Estudos mostraram que uma reducdo da
expressdo da IL-6 nos tecidos reprodutivos femininos esta relacionada ao aborto
espontaneo precoce (JASPER et al., 2007; VON WOLFF et al., 2000) e determinou
o GM-CSF como fator-chave na regulacdo da fertilidade, através das suas acdes
nas DCs do trato reprodutivo e no desenvolvimento do embrido (ROBERTSON,
2007).

Acredita-se que o intenso recrutamento de mondcitos para o Utero gravidico
induzido pelo GM-CSF e IL-6 ajude na eliminacdo de residuos potencialmente
deletérios a gestacdo gerados durante os processos de nidagdo e invasdo do
blastocisto (MOLDENHAUER et al., 2009; ROBERTSON, 2005; ROBERTSON et al.,
2009a; ROBERTSON et al., 2009b). Entretanto, no curso natural da gestacao,
eventos inflamatoérios maternos devem ser atenuados para que o desenvolvimento
do concepto possa ocorrer. Esse evento pode ter inicio precoce com a presenca de
TFG-B e IL-10 no liquido seminal (DENISON et al., 1999).

Na decidua do primeiro trimestre, a populacdo de células imunes maternas €&
dominada por células assassinas naturais uterinas (UNK - do inglés, uterine Natural

Killer) ndo citotdxicas, imunomoduladoras e reguladoras do trofoblasto (KING, 2000;
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STARKEY et al., 1988). Ademais, um abundante numero de macréfagos maternos
com um fenotipo alternativo, conhecidos como M2, tem sido associado ao sucesso
da gestacdo (GUSTAFSSON et al.,, 2008). Ao contrario das células uNK, os
macréfagos M2 permanecem em niveis elevados no Utero gravidico 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
trofoblasticas em apoptose, reduzindo assim o tempo de exposi¢do de células semi-
alogénicas potencialmente imunogénicas (HUANG et al., 2006). Outra funcdo
provavel € a de controlar possiveis invasores externos, os patdgenos, que podem ter
efeitos adversos ao desenvolvimento da gestacdo (FEST et al., 2007). Apesar de
representarem uma populagdo minoritaria no utero gravidico, as células T, sob a
influéncia dos hormdnios gestacionais, desempenham uma funcdo-chave na
regulacdo da resposta imune na interface materno-fetal (TRUNDLEY; MOFFETT,
2004).

1.3.2 Células T e a interface materno-fetal

Ha mais de 50 anos, Medawar e colaboradores propuseram pela primeira vez a
existéncia de mecanismos de regulacdo mediados pelas células T que suprimem o
sistema imunitario materno (BILLINGTON, 2003; MEDAWAR, 1953). Apdés a
descoberta da dicotomia funcional das células T auxiliares, na década de 1980, por
varios anos a tolerdncia materna aos aloantigenos fetais foi explorada no contexto
do eixo Th1/Th2, sendo protetoras ao feto as citocinas liberadas pelas células Th2,
por anular a resposta imunitaria materna do tipo Thl, que seria responsavel pelo
aborto (RAGHUPATHY, 1997; WEGMANN et al., 1993). No entanto, esta explicacao
se tornou insuficiente e agora, o paradigma Thl1l/Th2, foi expandido para o
paradigma Th1/Th2/Th17/Treg (SAITO, 2010).

Na dindmica das citocinas, acredita-se que citocinas inflamatorias sao
necessarias em varias fases da gravidez, em particular, durante o periodo inicial da
implantacdo (WILCZNSKI, 2005). Neste periodo, as citocinas, tais como IL-1 e TNF-
a, tornam o estabelecimento da gravidez possivel, estimulando, por exemplo, a

producéo de fator inibidor de leucemia (LIF - do inglés, Leukemia Inhibitory Factor)
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ou aumentando a angiogénese. No entanto, niveis excessivos dessas citocinas e do
IFN-y, produzidos pelas células Thl, sdo deletérios para o sucesso da gravidez
(KWAK-KIM et al., 2014).

Outro fendtipo inflamatoério de células T que tem sido implicado no curso da
gestacdo é o Thl7 (PONGCHAROEN, 2009). Em muitas mulheres que sofrem
abortos espontaneos recorrentes, uma elevada frequéncia de células Th17 tem sido
detectada no sangue periférico e na decidua, seguindo a interrupcdo da gestacao
(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 ndo parecem ser criticas para o
desenvolvimento bem sucedido do concepto (SAITO, 2010). Entretanto, parece
menos questionavel o papel das citocinas antiinflamatoérias no sucesso da gestacao
(GUERIN et al., 2009). Acreditamos que os achados contraditérios sobre o
envolvimento das citocinas tipicas Th2 no sucesso da gestacdo 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-inflamatoria
produzida em grandes quantidades pelas células Treg humanas (RUBTSOV, 2008).

Nesse sentido, as células Treg estdo envolvidas na tolerancia fetal e, a enzima
heme oxigenase-1 (HO-1), uma molécula produzida diretamente na interface
materno-fetal, parece estar envolvida na geracao desses linfécitos no Utero gravidico
(SOLLWEDELL et al., 2005). Ademais, o liquido seminal e os espermatozoides
promovem a inducdo, a expansdo e a atividade regulatéria 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
frequéncia das Tregs na decidua e no sangue periférico durante o primeiro e o
segundo trimestre da gestacao (HEIKKINEN et al., 2004; XIONG; YUAN; HE, 2013).
Entretanto, no terceiro trimestre, os niveis das Tregs no sangue periférico comecam
a diminuir (SEOL et al., 2008). Essa diminuig&o, no entanto, pode estar associada ao
recrutamento desses linfécitos para o utero gravidico (JASPER; TREMELLEN;
ROBERTSON, 2006). Adicionalmente, as Tregs também podem ser geradas na
decidua a partir das células T CD4* virgens quando estimuladas por DCs
tolerogénicas locais, identificadas pela expressdo da enzima indoleamina 2,3-
dioxigenase (IDO) e producdo de TGF-B (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 producéo de IL-
10 e TGF-B, e/ou indireto, por inibir as APCs imunogénicas (HEIKKINEN et al.,
2004). Nesse Ultimo caso, o CTLA-4 expresso pelas Tregs, pode se ligar as
moléculas da familia B7 (B7-1/CD80 e B7-2/CD86), desativando as APCs
(CEDERBOM; HALL; IVARS, 2000). Outro mecanismo que também esta envolvido
na inibicdo das células T efetoras é a expressao de FasL pelas células da placenta e
da decidua que pode levar a apoptose dos linfocitos T ativados que expressam Fas
(ABRAHAMS et al., 2004a).

Sendo assim, numerosas células imunes estdo presentes no endométrio, e
todas elas contribuem, a sua maneira, no estabelecimento da gravidez. No entanto,
para evitar a rejeicdo do embrido, o controle de suas atividades é mediado por
diferentes eventos humorais e hormonais (CUTOLO et al., 2004; GROSSMAN,
1984).

1.3.3 Imunomodulacao pelos hormdnios gestacionais e seus receptores

Os hormonios gestacionais exercem diferentes efeitos sobre o0 sistema imune
que, dependendo das suas concentracdes, podem exercer acbes pré-inflamatdrias
ou imunorreguladoras (PATAS et al., 2013) (Figura 5). Este evento ocorre quando as
células imunes sao recrutadas para 6rgaos e tecidos reprodutores femininos sendo,
assim, expostas a acao hormonal (CUTOLO et al., 2004; GROSSMAN, 1984)
através da interacdo dos hormdnios com seus receptores especificos (DUAX et al.,
1985). Durante a gravidez, a gonadotrofina coribnica humana (hCG - do inglés,
human chorionic gonadotropin) € inicialmente produzida pelo blastocisto, 6 a 8 dias
apos a fertilizacdo (LOPATA;HAY, 1989) e depois, pelo sinciciotrofoblasto
(HOSHINA et al., 1985). Os niveis de hCG aumentam no primeiro trimestre de
gravidez e diminuem para 10% dos valores de pico durante o segundo e terceiro
trimestres (HEALY, 1987). E amplamente conhecido que a hCG tem propriedades
imunomoduladoras, reduzindo, por exemplo, a proliferagéo e producdo de citocinas
inflamatorias pelas células T (KAYE;JONES, 1971; ADCOCK et al., 1973; HAN,
1974) e linfocitos B (HAMMARSTRON et al., 1979) em resposta a diferentes
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estimulos. Uma das funcfes do hCG € elevar a producao de progesterona (CHEN et
al., 2011), além de atuar localmente modulando as fun¢Bes das células imunes e
aumentando a angiogénese (PRABHUDAS et al., 2015). Estudos tém sugerido que
os efeitos supressores do hCG sobre os linfocitos efetores devem ser
preferencialmente indiretos, através do favorecimento da expanséo das células Treg
(BANSAL et al, 2012).

A regulacéo de varios processos reprodutivos - como a ovulagéo, implantacao
e manutencdo da gestacdo - é mediada pela progesterona (POLIKARPOVA et al.,
2019). Este hormonio, que auxilia na reducdo da contracdo uterina (RAFIEE et al.,
2019), é naturalmente produzido no ovario e na placenta; e a sua concentracao,
tanto no sangue periférico quanto na placenta, eleva-se linearmente com o tempo de
gestacdo chegando a atingir valores 90 ng/mL (SHTERISTITES 1983). Em
humanos, o corpo lateo produz progesterona no inicio da gestacdo e, apos 8
semanas, a placenta passa a ser a maior fonte desse horménio (HALL;KLEIN,
2017). Os efeitos da progesterona sobre o sistema imune sdo classicamente
imunossupressores (SZEKERES-BARTHO, 2009), o que inclui a diminuicdo da
migracdo de células NK (SENTMAN et al., 2004), linfocitos e macrofagos (HEL et
al.,2010), além de atenuar a capacidade proliferativa dos linfocitos no trato genital
feminino (WHITELAW;CROY, 1996; INOUE, 1996). Ademais, esse hormdnio inibe
as atividades liticas e a producdo de IFN-y pelas células NK (ARRUVITO et al.,
2008) e pelas células T CD8* citoliticas. Consequentemente, ao inibir a producéo de
IFN-y, a progesterona reduz respostas tipicas do fenétipo Thl, o que também
compromete a funcdo microbicida exercida pelos macréfagos (CLEMENS et al.,
1979; MANNEL et al., 1990; PICCINNI et al., 1995; HUGHES et al., 2013). De forma
adicional, o estimulo de progesterona suprime o fenotipo Th1l7 e estimula as células
Th2 produtoras de IL-4 e IL-5 (HALL;KLEIN, 2017). Em contrapartida, elevados
niveis de citocinas proé-inflamatérias regulam negativamente a secrecdo de
progesterona pelo trofoblasto da placenta e do corpo luteo (FEINBERG, 1994,
PEDERSEN et al., 1994; BEST, 1995), favorecendo a expansao de células T
embriotoxicas - o que compromete, assim, o desenvolvimento do concepto.

Para exercerem as suas funcdes, a progesterona e seus metabolitos agem
principalmente através uma série de receptores nucleares especificos (PR), assim
como receptores para os glicocorticoides (GR). E mais recentemente, isoformas de
membrana (mPR) também tém sido descritas (HIERWEGER et al., 2019;
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POLIKARPOVA et al., 2019), sendo mPRa, B e y, e seus componentes PGRMC1 e
PGRMC2 (RAFIEE et al., 2019). A porcentagem de linfécitos na circulagcéao
expressando PR aumenta durante a gestacdo normal, mas é significantemente
menor em mulheres que apresentam abortos espontaneos recorrentes (SZEKERES-
BARTHO et al., 1989;1990). Na presenca de progesterona, linfocitos T PR* de
gestantes produzem a proteina PIBF (do inglés, progesterone induced blocking
factor), responsavel por mediar alguns dos efeitos imunolégicos desse hormdnio
relacionados com aceitacdo ao concepto (CHECK et al., 2005; SZEKERES-
BARTHO, 2018). De forma interessante, estudos mostram que um dos estimulos
mais potentes para elevar a expressdo de PR nos linfocitos T maternos é a
exposicdo aloantigenos fetais de origem paterna (PALDI et al., 1994), mostrando
uma relacdo entre a expressao do PR e o inicio/manutencédo da gestacdo. Ademais,
em uma gestacdo normal, a porcentagem de células Treg mPRa* também é
favorecida (AREIA et al.,2016).

Finalmente, as concentracdes séricas do estrogénio mais potente, o 17[3-
estradiol (E2), aumentam, em média, de 1 a 6 ng/mL durante a gravidez (HIRANO et
al., 2007). Dependendo da sua concentracdo, o E2 pode exercer um efeito pro-
inflamatorio ou antiinflamatério (STRAUB, 2007; VAN VOLLENHOVEN;MCGUIRE,
1994) pela ligacdo com seus receptores intracelulares ERa ou ER[B, ao induzir
mecanismos de transducéo de sinais em certos subtipos celulares (CUNNINGHAM;
GILKESON, 2011). Apesar de ERa ser abundantemente encontrado no endométrio,
essa isoforma também € detecada em vérias células do sistema imune, tais como
linfécitos T e B circulantes (SMITHSON et al., 1995; STIMSON, 1988; HAKURI et al.,
1983; SHIM et al., 2006). E a expressao deste receptor pelos linfocitos em questéao é
aumentada apds administracdo de estrogénio (INUI et al., 2007).

Em niveis basais (100 a 200 pg/mL), o E2 induz a producao de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-6 e IL-13), aumenta a migragao de leucdcitos para o local da
inflamagéo (STRAUB, 2007), aléem de sua expansao clonal. Em nitido contraste, em
niveis elevados - como na gravidez (3 a 7 ng/mL) - o E2 inibe a resposta imunitaria
celular e diminui a expressédo de varios marcadores de ativacdo (HEL et al., 2010).
Neste caso, o E2 inibe a produgdo de TNF-a, IL-6 e IL-1B pelas células T,
macrofagos e DCs (HEL et al.,, 2010), e induz a producédo de IL-10 e TGF-B,
resultando em um efeito imunossupressor (LUO et al., 2011; ZANG et al., 2002). Um

estudo conduzido por Tai et al. observou que ERa é expresso em células T
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CD4*CD25™ e que o0 E2 aumenta a expressao dos genes de FoxP3 e IL-10 in vitro,
bem como induz a expressdo de CD25 por estas células. De forma interessante,
esse fendbmeno de conversdo de subtipo celular € revertido ao inibir a expresséo de
ERa (CUNNINGHAM; GILKESON, 2011; TAI et al., 2008). DCs maduras e imaturas
expressam ambas isorformas ERa e ERP independente do seu estagio de
desenvolvimento (KOMI; LASSILA, 2000), e a diferenciacdo das DC é inibida na
auséncia de doses fisiologicas desse horménio (PAHARKOVA-VATCHKOVA,;
MALDONADO; KOVATS, 2004). Por outro lado, elevados niveis de E2 favorece a
expansdo 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 deplecdo do
aminoécido triptofano, €& conhecida por inibir a producdo de IL-12 e,
consequentemente, a diferenciagdo das células T CD4* (STECKEL et al., 2003).
Sendo assim, as DCs IDO* tém um papel importante na inibicdo da funcédo das
células T potencialmente embriotoxicas (ITO et al., 2002). Adicionalmente, DCs
tratadas com E2 tém a habilidade de induzir células Tregs CD4*CD25*FoxP3*
(POLANCZK et al., 2005). Além desses efeitos diretos, elevados niveis de E2 pode
atenuar a migracao de diferentes leucocitos por reduzir a expressédo de moléculas de
adesdo no endotélio vascular da decidua, tais como a molécula de adesédo
intercelular 1 (ICAM-1 - do inglés, Intercellular Adhesion Molecule 1 ou CD54), E-
selectinas, e molécula de adeséo celular vascular 1 (VCAM-1 - do inglés, Vascular
Cell Adhesion Molecule 1 ou CD106) (HEL et al., 2010). Por outro lado, em células B
de memodria, elevadas doses de E2, eleva a producdo de anticorpos
(KANDA; TAMAKI, 1999) e, ap0Os alguns anos, estudo por ERLANDSSON et al.
demonstrou que esse fendmeno é mediado pelo ERa (ERLANDSSON et al., 2003).
Apesar dos efeitos predominantemente imunossupressores exercidos pelos
horménios da gestacao, classicamente a producédo de anticorpos pelas células B de
memoria € amplificado nas gestantes e esse fenbmeno pode estar relacionado aos
efeitos dos hormoénios gestacionais em favorecer a expansdo das células TrH €m
detrimento de uma reducdo na fracdo de ceélulas T efetoras relacionados aos
fendtipos Thl, Th2 e Thl7. Em contrapartida, equilibrio imune relacionado a
gestacdo pode ser rompido por diferentes intercorréncias, tal como a infeccéo pelo

virus da imunodeficiéncia humana, o HIV.
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Figura 5 - Resumo da imunomodulacdo materna em decorréncia dos hormoénios
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niveis de progesterona e estrogénio. Nesse momento, o resgate dos eventos inflamatérios
maternos devem ajudar no preparo do Utero para o parto. B) Alguns eventos imunoldgicos
na interface materno-fetal e sistemicamente.

Fonte: PATAS et al., 2013.

1.3.4 A infeccdo pelo HIV-1 durante a gestacao e risco de transmissao vertical

O HIV-1 é o agente causador da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS
- do inglés, Acquired Immunodeficiency Syndrome) e afeta principalmente os
linfécitos T CD4*, causando dano progressivo ao sistema imunolégico. A infec¢ao
pelo virus, em geral, ocorre apés o contato direto com fluidos orgéanicos, como
sangue e sémen, de uma pessoa infectada pelo virus (WEISS, 1993). Uma intensa
replicacdo viral nos linfonodos dos individuos infectados é observada entre 2 a 6
semanas apo0s a primeira exposicdo do virus, levando, consequentemente, a uma
elevada viremia associada a uma queda quantitativa das células T CD4* (Figura 6).
Essa fase € caracterizada pela soroconversdo e por sintomas inespecificos como
febre, linfadenopatia e dor de garganta (FAUCI et al., 1996; STREECK; VAN
BOCKEL; KELLEHER, 2008). Com o objetivo de eliminar as particulas virais
presentes no sangue, a resposta imune especifica mediada pelas células T é
acionada. Em contrapartida, a ativacao crbnica do sistema imune nos pacientes sem
terapia antirretroviral (TARV), torna-se essencial para infeccdo do virus nas células T
CD4* (LIEBERMAN et al., 2001). A IL-1B, IL-6 e o TNF-a, por ativarem o fator de
transcricdo NF-kB, favorecem a replicacéo viral dentro destas células (MANGINO et
al., 2011). Devido a maior suscetibilidade a ativacao durante a resposta imune anti-
HIV, as células Thl e Thl7 sdo alvos preferenciais tanto da infeccdo direta pelo
virus como também da exaustdo clonal, identificadas como células disfuncionais que
expressam PD-1, Fas/CD95, CTLA-4 e dominio de mucina e imunoglobulina em
células T (Tim-3 — do inglés, 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 Thl e Th1l7 torna o paciente cada
vez mais susceptivel as infeccbes e neoplasias oportunistas (FAVRE et al., 2009)
(Figura 6). Finalmente, ao longo da progresséo da doenca, com a queda numérica e



funcional das células T CD4*, os linfocitos T CD8* HIV-especificos,

acumulam perifericamente (Figura 6).

Figura 6 — Histdria Natural da infeccdo pelo HIV na auséncia de terapia
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Durante o curso da infeccdo pelo HIV, ocorre a replicagdo viral e o quadro de

imunodficiéncia sofre progressdo, embora haja um periodo de auséncia de sintomas,
chamado de periodo de laténcia clinica. A ativagdo do sistema immune e a secre¢édo de
citocinas possuem um papel-chave na patogénese da doenca e € variavel entre os
individuos infectados, algumas vezes aumentando dramaticamente a progressdo da
doenca.
Fonte: FAUCI et al., 1996.

Esses linfocitos T CD8* expressam marcadores relacionados a senescéncia,

tais como CD57 e Tim-3, associada a expressdo 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 virus (APPAY et al.,
2000; SHANKAR et al., 2000). O estado inflamatério persistente indica falhas dos
mecanismos imunolégicos de regulagdo, particularmente das células T reguladoras
que expressam (Tregs) ou nado (Tr-1) a proteina FoxP3 (CHEVALIER et al., 2015).
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Na infeccdo pelo HIV-1, as células T reguladoras tém sido descritas tanto como
protetoras quanto facilitadoras de progressédo 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 linfocitos T CD8* citotoxicos (CTLs
— do inglés, Cytotoxic T Limphocytes) exercem um importante papel na identificacdo
dos peptideos do HIV apresentados pelas células APCs via moléculas de MHC de
classe |. Quando ativados, os CTLs matam células infectadas pelo HIV pela via
exocitica através da liberacdo de granulos de perforinas, granzimas, e/ou pela via de
engajamento de receptores de superficie da célula-alvo contendo dominio de morte
(SCHOENBERGER et al., 1998). Nesse ultimo caso, as células infectadas pelo HIV-
1 morrem devido a ativacdo das caspases pela via extrinseca de apoptose. As
células T CD8" ativadas podem também bloquear a infec¢cdo de células saudaveis
por produzir e secretar B-quimiocinas (COCCHI et al., 1995; WALKER et al., 1986).
No entanto, uma ativacdo eficiente dos linfécitos T CD8* e a manutencdo de uma
resposta de memoria dependem do auxilio de células Thl funcionais (STREECK;
VAN BOCKEL; KELLEHER, 2008). Ou seja, a capacidade das células T reguladoras
em inibir a resposta imune celular do tipo Thl e CTL contra antigenos virais tem sido
associada a falha no controle da replicacdo viral na fase aguda da infeccéo
(ANDERSSON et al., 2005). Por outro lado, dano as células Tregs em nivel de
mucosa intestinal parece amplificar os eventos relacionados a exaustdo imune
(EGGENA et al., 2005; FAVRE et al., 2009). Deficiéncias funcionais dessas células
podem estar associadas a dois eventos ndo excludentes, infeccéo latente pelo HIV
(SEDDIKI et al., 2009) e producgdo excessiva de citocinas inflamatérias (FAVRE et
al., 2009).

Na gravidez, infeccdo viral materna pode ter consequéncias adversas a
gestacdo por diferentes vias. A primeira delas pode envolver severo prejuizo ao
desenvolvimento fetal devido a infeccdo da placenta e disseminacdo para o sangue
do corddo umbilical. A outra via pode ser o rompimento do delicado equilibrio
envolvido na tolerancia fetal devido a producéo de citocinas inflamatérias maternas
em resposta aos patdogenos (YOCKEY; IWASAKI, 2018). Dessa forma, frente a uma
infecgdo, a manutengdo e desenvolvimento fetal vao depender da capacidade do
sistema imune materno em montar uma resposta inflamatéria adequada contra o

agente infeccioso sem que o0os mecanismos envolvidos com a tolerancia aos
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antigenos polimorficos de origem paterna sejam perdidos. No caso especifico da
infeccdo pelo HIV-1, a resposta imune protetora contra 0 virus em pacientes
infectados contrasta drasticamente com 0s eventos imunes responsaveis pela
tolerancia ao feto. No entanto, e de forma interessante, o risco de progressao clinica
da doenca na mae nao é aumentado pela gestacéo, e a taxa de transmissao vertical
é entre 12 a 40% (SIASSAKOS et al., 2008).

Essa variagdo na taxa de transmisséo vertical do HIV deve-se a diversos
fatores clinicos maternos e virolégicos, como por exemplo: (a) elevada carga viral
plasmatica (CVP) materna (SHEARER et al., 1997), (b) fase da doenca (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) coinfeccdo com o virus
da hepatite C ou outras doencas sexualmente transmissiveis, e (f) complicacbes
obstétricas associadas geralmente com uma resposta pro-inflamatoria, tais como,
rotura prematura de membranas fetais, parto pré-termo espontaneo e a presenca de
corioamnionite (GARCIA et al., 1999; HERSHOW et al., 1997; LANDESMAN et al.,
1996). Apesar disso, a maioria das mulheres, mesmo na auséncia de qualquer
intervencao, ndo transmite o virus do HIV-1 para o seu concepto durante a gestacao,
e varios mecanismos tém sido propostos para explicar a protecdo do feto contra o
virus durante a gravidez (MAARTENS;CELUM;LEWIN, 2014). Estudos realizados in
vitro mostraram que as células da decidua, principalmente macréfagos e células NK,
produzem naturalmente fatores solGveis que inibem e controlam a infeccdo das
células mononucleares da decidua pelo HIV-1 (MARLIN et al., 2011; QUILLAY et al.,
2016). Os macréfagos da placenta, as células Hofbauer, apresentam menor
habilidade em replicar o HIV-1, in vitro, quando comparado com macréfagos
derivados de mondcitos do sangue periférico devido a sua capacidade de produzir
naturalmente altas concentragdes de IL-10 e TGF-B (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 Utero apresentava elevada producdo de citocinas e quimiocinas associadas a
replicacdo viral e ao recrutamento de ceélulas permissivas a replicacdo viral em
comparacdo com a placenta de mulheres que transmitiram o virus intraparto ou nao
transmitiram (KUMAR et al., 2012).
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Dentro do compartimento das células T, estudo conduzido pelo nosso grupo
mostrou que a gestacdo, em mulheres infectadas pelo HIV-1 que controlam a CVP,
aumenta a frequéncia periférica de células T CD4* reguladoras produtoras de IL-10
especificas para o HIV-1 (HYGINO et al., 2012). Além disso, uma correlacdo direta
foi encontrada entre o aumento na producdo de IL-10 e a baixa replicacéo viral,
sugerindo que os niveis elevados de IL-10 podem ajudar a reduzir a transmisséo
vertical por reduzir a producéo de citocinas inflamatorias que sabidamente ativam o
NF-xf (HYGINO et al.,, 2012). Esses achados podem ajudar a explicar porque a
gestacdo, apesar de atenuar a resposta imune celular, ndo é considerada um fator
de risco para a progressao da doenca em mulheres infectadas pelo HIV-1 (HYGINO
et al., 2012).

Quanto a imunidade humoral, apesar da transferéncia placentaria de
anticorpos maternos para o feto, o papel da IgG anti-HIV em reduzir o risco de
transmisséo vertical do HIV-1 néo esta claro (JOHNSON; CHAKRABORTY, 2016).
OMENDA e colaboradores (2013) mostrou que ha uma transferéncia eficiente de
anticorpos neutralizantes especificos para o HIV-1 em criancas expostas ao virus
durante a gestacdo, mas nenhuma associacdo foi encontrada entre a presenca
desses anticorpos e uma redugdo na transmissao vertical (OMENDA et al., 2013).
Outros estudos, que também incluiram apenas criancas infectadas durante o parto
ou ha amamentacdo, ndo encontraram associacao entre os titulos ou a atividade de
neutralizacdo de anticorpos autélogo e heterdlogo contra o HIV-1 e o risco de
transmissdo (CHAILLON et al., 2012; LYNCH et al., 2011; MILLIGAN et al., 2016).
Por outro lado, os titulos de anticorpos neutralizantes anti-HIV foram maiores no
sangue periférico de neonatos nao infectados (BARIN et al., 2006). Outro estudo
também observou que gestantes que transmitiram o virus durante a gestacdo
apresentavam titulos menores de anticorpos neutralizantes para o virus autélogo do
gue as gestantes que nao transmitiram (DICKOVER et al., 2006). Dessa forma, néao
a dosagem total de IgG, mas sim, a titulacdo desses anticorpos com propriedades
de neutralizar o HIV-1, € que deve contribuir - em conjunto com o controle da
replicacdo viral e da inflamacdo - na protecdo da transmissao vertical. Nesse
sentido, com a adequagédo de manobras clinicas as gestantes infectadas pelo HIV-1,
que incluem o parto cesareo, a ndo amamentacdo e, principalmente, o uso da
TARYV, a taxa de transmissao 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 infeccdo pelo HIV, antes considerada uma infeccdo de
progresséo rapida e letal, em uma condicao crénica que pode ser controlada durante
anos. Atualmente, no Brasil, existem 22 medicamentos disponiveis que sao 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, 0s analogos sintéticos de nucleosideos (ITRNs) e os ndo analogos
(ITRNNs) (DE CLERCQ, 2007; MINISTERIO DA SAUDE, 2013) (Tabela 1).

A Organizacdo Mundial da Saude, assim como o Ministério da Saude,
recomenda o inicio 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 trés antirretrovirais, sendo dois
inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideos e nucleotideos (ITRN)
associado a um inibidor da transcriptase reversa ndo analogo de nucleosideos
(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 combinagéo 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 ja estavam
em tratamento e com carga viral indetectavel. A susbtituicdo do tratamento somente
€ indicada em casos em que haja a necessidade de diminuir efeitos adversos e
interacfes medicamentosas, ou em casos de comorbidades incompativeis com o
esquema atual (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).
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Tabela 1 - Grupos de antirretrovirais utilizados na terapia anti-HIV disponibilizados
pelo Ministério da Saude do Brasil*

Inibidor da Transcriptase Inibidor da Imibidor de Inibidor de Inibidor de Inibidor de
Reversa nucleosidios ou Transcriptase Reversa Protease Integrase * Fusio™ Co-receptor™
nucleotidios nio nucleosidios (IP)
(ITRN) (ITRNN)

Zidovudina (AZT) Nevirapina (NVP) Ritonavir (RTV) Raltegravir (RAL)  Enfuvirida(T-  Maraviroque
Abacavir (ABC) Efavirenz (EFV) Lopinavir (LPV) Dolutegravir (DTG) 20) (MVC)
Estavudina (d4t) Etravirina (ETR) Atazanavir (ATV)

Lamivudina (3TC) Darunavir (DRV)

Tenofovir (TDF) Tipranavir (TPV)
Entricitabina (FTC) Fosamprenavir (FPV)

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

O objetivo principal da TARV é retardar a progressédo da imunodeficiéncia e
restaurar, na medida do possivel, a imunidade aumentando o tempo e a qualidade
de vida dos individuos infectados. Um tratamento eficiente est4 associado a uma
rapida reducédo da CVP e, consequentemente, a um aumento gradativo no namero
de células T CD4+. O aumento na contagem de células T CD4+ ocorre em duas
fases. A primeira fase reflete na redistribuicdo rapida de células T CD4+ com
fendtipo ativado/memoria que estavam retidas nos 6rgéaos linfoides secundarios e na
medula-0ssea e associada a uma reducdo na morte por apoptose (ENSOLI et al.,
2000). Ja a segunda fase é caracterizada pela expanséo de células naives geradas
no timo (LAWN; WILKINSON, 2006; YE; KIRSCHNER; KOURTIS, 2004). Para
muitos autores, a recuperacao das células T CD4+ na segunda fase reflete melhor o
grau de aquisi¢cdo de imunocompeténcia do portador de HIV. A timopoiese, ap0s o
inicio da TARV, é acompanhada de uma recuperacdo de linfocitos T CD4+
expressando um repertorio diverso de receptores de antigeno, os TCRs,
pertencentes a diferentes familias V[ associada a expressdo de CD45RA e CD62L
(FRANCO et al., 2002; KOLTE et al., 2002).

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

clinico e diretrizes terapéuticas para prevencgao da transmisséo vertical de HIV, sifilis



49

e hepatites virais” de 2015 do Ministério da Saude recomenda a TARV em todas as
gestantes infectadas pelo HIV-1, independentemente de critérios clinicos e
imunologicos, e sem interrupcdo do tratamento ap6s o parto (MINISTERIO DA
SAUDE, 2015). Quanto a via de parto, a cesarea eletiva na 382 semana de gestacéo
€ indicada para gestantes que néo realizaram profilaxia antirretroviral combinada ou
que tenham sua CVP, com 34 semanas ou mais de gestacdo, desconhecida ou
superior a 1.000 copias de RNA/mI. Para gestantes em uso da TARV e com
supressao da carga viral sustentada, caso ndo apresentem indicacdo de ceséarea por
outro motivo, a via de parto vaginal é indicada. Toda gestante soropositiva para o
HIV deve receber a infuséo intravenosa de zidovudina (AZT) no inicio do trabalho de
parto até o clampeamento do corddo umbilical. A manutencdo do AZT durante o
parto ndo é necessaria para as gestantes com carga viral indetectavel apos a 342
semana de gestacdo. O recém-nascido deve receber uma solucdo oral de AZT,
preferencialmente ainda na sala de parto, logo apos os cuidados imediatos, ou nas
primeiras 2 horas ap0s 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 coépias/ml, deve-se acrescentar a nevirapina ao esquema de profilaxia do
recém-nascido. Por fim, toda mae soropositiva para o HIV é orientada a nao
amamentar, sendo terminantemente contraindicados o aleitamento cruzado
(amamentacédo da criangca por outra nutriz), a alimentacdo mista (leite humano e
férmula infantil) e o uso de leite materno com pasteurizacdo domiciliar.

Adicionalmente, uma melhor recuperacdo quantitativa e qualitativa das células
T CD4+ periféricas pela TARV é diretamente proporcional a reducdo nos indices de
ativagdo imune e, portanto, a um aumento na sobrevida das células T CD4+ e T
CD8+ mais funcionais (LENG et al.,, 2002). Consequentemente, 0 Ssucesso
terapéutico depende da recuperacéo das barreiras de mucosa, o que reflete numa
gueda na frequéncia de linfécitos T periféricos senescentes (TILLING et al., 2002)
associada a uma recuperacao na resposta imune celular (SPITSIN et al., 2012) e
humoral, esta ultima dependente das células TFH.
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1.3.5 Células TrH na infeccao pelo HIV-1

A infeccdo cronica pelo HIV estd associada a um estado de
hipergamaglobulinemia. Porém, essa elevada producdo de anticorpos néo esta
associada a protecdo e sim, a uma ativacao policlonal e desregulada das células B
levando a producéo de anticorpos de baixa afinidade e n&o dirigidos contra o HIV
(PERREAU et al., 2013). Como a formagéo do centro germinativo e a diferenciagao
dos linfécitos B em células de memoria e plasmocitos secretores de anticorpos
depende do auxilio das células TrH, danos funcionais nessa populacéo de células T
pode explicar a inadequada producédo de anticorpos protetores contra o HIV-1 e
outros patégenos.

Estudo realizado por LINDQVIST e colaboradores (2012) mostrou que
individuos infectados pelo HIV apresentam uma elevada frequéncia de linfocitos TFH
no linfonodo, principalmente TFH HIV-especificas, quando comparados com
individuos saudaveis, e que esse aumento esta associado a uma reducdo das
células B de memodria, a 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 sdo os principais
alvos utilizados pelo HIV-1 para manter o seu nicho de replicagdo, conduzindo,
portanto, a deficiéncias funcionais graves dessa subpopulacdo. Isso impacta na
capacidade dessas células T em ajudar, de forma adequada, na producdo de
anticorpos pelas células B foliculares (PERREAU et al., 2013). Nesse sentido,
estudo realizado por CUBAS e colaboradores (2013) mostrou um aumento na
frequéncia de células B que expressavam o PD-L1 nos linfonodos de individuos
infectados pelo HIV quando comparado com individuos saudaveis. Ainda nesse
estudo, o aumento da expressdo de PD-L1 inibiu, in vitro, a fungdo dos linfocitos
TFH através da ligacdo com PD-1 (CUBAS et al.,, 2013). Estudo conduzido em
macacos Rhesus infectados com o virus da imunodeficiéncia simia (SIV — do inglés,
Simian Immunodeficiency Virus) demonstrou uma relagcdo entre a expansao das
células TFH capazes de produzir IL-21 ap6s 14 dias de infeccdo e a producéo de
anticorpos protetores (HONG et al., 2014).

Em humanos, a detec¢éo de anticorpos contra o HIV-1 ocorre apés a primeira

semana de infeccdo, sendo esses anticorpos, no entanto, ndo neutralizantes e
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dirigidos contra a gp4l do envelope viral. Aproximadamente apds um més de
infeccdo, € possivel detectar anticorpos contra a gpl20 que também nédo sao
neutralizantes ou apenas especificos para o virus autélogo, permitindo mutacées de
escape (DE BREE; LYNCH, 2016). Esses resultados sugerem que a qualidade dos
anticorpos, e ndo seus titulos, é que devem ser indicativos de clearance viral. Nesse
sentido, em cerca de 20% dos individuos infectados pelo HIV-1, apds 2-4 anos da
infeccdo, hd a producdo de anticorpos amplamente neutralizantes (bNabs — do
inglés, broadly neutralizing antibodies) que s&o capazes de neutralizar uma grande
variedade de isolados virais (NOTO; PANTALEO, 2017). Esses bNabs apresentam
um numero significativo de mutacdes, indicando intenso processo de hipermutacao
somatica nos CGs, sendo necessério o auxilio das células TFH (SADANAND;
SUSCOVICH; ALTER, 2015).

Em humanos, diversos estudos tém demonstrado uma associacdo entre a
frequéncia de células TFH, e os niveis de bNabs especificos para o HIV-1 e
progressdo para Aids. Estudo realizado por LOCCI e colaboradores (2013)
identificou uma populacéo de linfécitos TFH de memoaria circulantes que apresentam
caracteristicas semelhantes as células TFH localizadas nos CGs dos linfonodos. A
frequéncia dessa populacdo no inicio da infeccdo pelo HIV-1, caracterizada
fenotipicamente como CD4+CXCR5+CXCR3-PD-1+, tem sido correlacionada
positivamente com a producéo de anticorpos neutralizantes contra o virus (LOCCI et
al., 2013). COHEN e colaboradores (2014) também observaram que individuos que
foram capazes de produzir bNabs apresentavam uma maior frequéncia de células T
CD4+CXCR5+PD-1+ periféricas e um menor risco de progressao 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 distarbios no
compartimento das células TFH (ABUDULAI et al., 2017, KROON et al.,, 1994,
PALLIKKUTH et al., 2012). Esses individuos, por exemplo, respondem fracamente a
imunizacdo contra o influenza (PALLIKKUTH et al.,, 2012). Nos pacientes que
responderam de forma adequada a vacina contra o influenza, a producgéo de IgG foi
correlacionada com a expressdo de ICOS e com a producgéo de IL-21 pelas células
TFH (PALLIKKUTH et al., 2012). Outro estudo, conduzido por ABUDULAI e
colaboradores (2017), demonstrou que a baixa producdo de anticorpos contra
polissacarideos de pneumococo foi associada a ndo expansao das células TFH

circulantes apdés a vacinagcdo em pacientes infectados pelo HIV-1 sob TARV
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(ABUDULAI et al., 2017). Como o comprometimento das células TFH & um evento
precoce, a introducdo da TARV na fase inicial da infeccdo pelo HIV-1 tem se
mostrado mais eficientes em preservar a fungcédo das células TFH periféricas e das
células B de memdria (MUIR et al., 2016). Além disso, BOSWELL e colaboradores
(2014) também observaram um aumento na frequéncia de células TFH periféricas
em individuos em uso da TARV em comparacao com individuos infectados pelo HIV-
1 sem tratamento (BOSWELL et al., 2014). De forma interessante, a hipétese de que
a capacidade da TARV em recuperar as células TFH circulantes pode ser favorecida
na gestacao precisa ser avaliada, uma vez que € uma condi¢do onde a producédo de
anticorpos pelas células B de memodria é sabidamente potencializada (KANDA,;
TAMAKI, 1999).

Por outro lado, diferente do que acontece na infeccéo pelo HIV-1, incremento
na producdo de anticorpos especificos maternos pode complicar a gestacdo no
contexto de doencas autoimunes mediadas por células B autoreativas, como, por
exemplo, nas desordens do espectro da neuromielite 6ptica (SHIMIZU et al., 2016;
SHOSHA et al., 2017).

1.4Desordens do Espectro da Neuromielite Optica

A neuromielite oOptica (NMO) € uma doenca autoimune desmielinizante
inflamatoria idiopatica (DDIl) do sistema nervoso central (SNC) (PAPAIS-
ALVARENGA et al., 2015a) caracterizada por episédios simultdneos ou sequenciais
de neurite optica (NO) e/ou mielite transversa aguda (MTA) (WINGERCHUK et al.,
2015). Esses atagues autoimunes podem levar a perda de viséo, fraqueza e perda
da sensibilidade dos membros e disfungdo da motilidade intestinal e da bexiga
(ROSALES; KISTER, 2016). Devido a novos conhecimentos acerca dos achados de
imagem e de dados sorologicos, permitiu-se que o critério de diagndstico mais
recente incluisse a NMO e outras formas mais limitadas da doenca numa Unica
categoria, conhecida como doencas do espectro da neuromielite 6ptica (NMOSD -
do inglés, neuromyelitis optica spectrum disorder) (WINGERCHUK et al., 2015).
Apesar de alguns pacientes apresentarem a forma monofasica da doenca,

caracterizada por auséncia de recidivas adicionais, a grande maioria dos pacientes



53

(> 80 %) é acometida pela forma remitente-recorrente (RR), que cursa com crises
agudas de MTA, NO ou ambas, seguida de remissdo (PEREIRA et al., 2015).

A NMOSD é uma doenca rara. Estima-se que a prevaléncia seja de 0,5-
4/100.000 individuos (ABOUL-ENEIN et al., 2013; ASGARI et al., 2011; CABRERA-
GOMEZ et al., 2009) com a média de idade do inicio da doenca variando entre 32,6
e 45,7 anos, porém, novos casos em criancas e idosos também ja foram reportados
(ABOUL-ENEIN et al., 2013; ASGARI et al., 2011; BICHUETTI et al., 2013; CABRE,
2009; COLLONGUES et al., 2010; HOFTBERGER 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 diferencas na prevaléncia da doenca entre
regides distintas devem estar relacionada, principalmente, a fatores étnicos. Nesse
sentido, diversos estudos tém demonstrado que a NMOSD € mais frequente em
nao-caucasianos e em regides onde a prevaléncia 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 razdo média de 5 mulheres para cada
homem e, particularmente nos pacientes com a forma RR, dentre os quais até 90%
sdo 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 (doencas
desmielinizantes inflamatérias idiopaticas) sao NMOSD, e acomete mais
frequentemente mulheres, afro-brasileiras, com curso RR e levando a incapacidades
moderadas a graves (PAPAIS-ALVARENGA et al.,, 2015a). Com relacdo a
hereditariedade, poucos casos familiares foram relatados (por volta de 3% dos
casos) (MATIELLO et al., 2010; PAPAIS-ALVARENGA et al., 2015b), indicando que
a manifestacdo da doenca é multifatorial.

1.4.1 Critérios de diagndstico

Sabe-se que a NMOSD € uma doenca grave e que as incapacidades
neuroldgicas se originam dos surtos agudos, com recuperacdo limitada dos
mesmos. Dessa forma, torna-se clara a necessidade do rapido diagnostico para
inicio do tratamento o mais breve possivel. Para acompanhamento do grau de

incapacidade neurolégica, os pacientes com NMOSD sdo estadiados usando a
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escala de EDSS (do inglés, Expanded Disability Status Scale), a mesma utilizada na
EM (KURTZKE, 1983). Através da avaliacdo de disturbios nos diversos sistemas
funcionais (Quadro 1), os pacientes sao estadiados de 0 a 10, sendo O relativo a um
exame neurolégico normal e, valores maiores do que 6 estaria relacionado a um

elevado grau de incapacidade neurologica (Quadro 2).

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

Sistemas funcionais Exemplos de processos relacionados
Funcdes Piramidais Movimento voluntario
Funcgdes Cerebelares Coordenagéo de movimento
Equilibrio
Funcdes de Tronco cerebral Movimento dos olhos
Sensacéao
Movimentos da face
Engolir

Funcgdes Sensitivas

Funcdes Vesicais e Intestinais

Funcdes Visuais

Funcdes Cerebrais (ou Mentais) Memoria
Concentracao
Humor

Outros Fadiga

Fonte: traduzido e adaptado de KURTKE, 1983.

Quadro 2 - A Escala EDSS

EDSS Déficit neurolégico
0 Exame neuroldgico normal
1 Auséncia de incapacidade funcional e exame com achados

anormais minimos
2 Incapacidade funcional minima 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 € 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 N&o consegue andar mais de 5 metros, mesmo com ajuda, pode
mover a cadeira de rodas e transferir-se sem ajuda

8 Restringido & cadeira, cama ou cadeira de rodas, bracos
funcionais, mas necessita de assisténcia para a transferéncia

9 Acamado e totalmente dependente, bragcos nao funcionais, mas
pode comer e falar

10 Morte devido a NMO

Fonte: traduzido e adaptado de KURTKE, 1983.

Véarias outras doencas autoimunes tém sido reportadas em pacientes com
NMOSD. Segundo estudos, 30% dos pacientes com a doenca apresentam
comorbidades autoimunes, 0 que sugere a existéncia de uma predisposicao
genética para aberracdes autoimunes (IYER et al., 2014). Hipotireoidismo
autoimune, Lupus Eritematoso Sistémico (SLE - do inglés, Systemic Lupus
Erithematosus), Sindrome de Sjogren sdo as doencas autoimunes que mais
frequentemente acometem pacientes com NMOSD (ROSALES; KISTER, 2016). De
forma interessante, todas essas doencas autoimunes, semelhante a NMOSD, tém
um componente humoral autoimune fortemente envolvido (PITTOCK et al., 2008).
No caso da NMOSD, vérios estudos tém demonstrado uma participacdo de
anticorpos anti-aquaporina 4 (AQP4) na imunopatogenia das lesdes 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 doenca, pois permitiu a
inclusdo de uma evidéncia soroldgica no suporte diagnéstico da NMOSD e na sua
consolidagédo como sendo uma doenca distinta da EM (LENNON et al., 2004). Por
essa razao, a sorologia para anticorpos anti-AQP4 foi incluido no critério diagnéstico
da doenca a partir de 2006 (WINGERCHUK et al., 2006, 2015).

Desde a sua implementacéo, a busca pelo anticorpo anti-AQP4 foi realizada
através das técnicas de ELISA (do inglés, enzyme-linked immunosorbent assay ) e
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imunofluorescéncia 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 inglés, cell-based assay) tem
sido considerado padréo-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). Apos a implementacéo da técnica CBA, os médicos
observaram que muitos pacientes eram soropositivos para IgG contra AQP4 e
apresentavam quadro clinico semelhante, porém limitado, quando comparado a
NMO (BENNETT, 2016; SATO et al., 2013). Assim, na discusséo para a criacao do
mais recente critério, em 2015, concluiu-se que essas formas limitadas, junto com a
NMO classica, representariam as NMOSD (WINGERCHUK et al., 2015) (Quadro 3).

Quadro 3 - Atual critério de diagnostico da NMOSD

Critério diagndstico do NMOSD para pacientes adultos (traduzido e adaptado de
WINGERCHUK et al., 2015)

v Critério diagnéstico para NMOSD com AQP4-IgG

1. Pelo menos 1 caracteristica clinica maior*

2. Teste POSITIVO para AQP4-IgG utilizando o melhor método de detecgdo (cell-based
assay é fortemente recomendado)

3. Exclusdo de diagnésticos alternativos

v Critério diagndstico para NMOSD sem AQP4-IgG ou NMOSD com status AQP4-IgG
desconhecido

1. Pelo menos 2 caracteristicas clinicas maiores e ocorrendo como resultado de um ou
mais recidivas clinicas e de acordo com todos os seguintes requerimentos:

a. Pelo menos 1 caracteristica clinica maior DEVE ser neurite 6ptica, mielite aguda com
LETM, ou sindrome da area postrema

b. Disseminac¢do no espaco (2 ou mais caracteristicas clinicas maiores diferentes)
Preenchimento dos critérios adicionais da RM (ressonancia magnética), se aplicavel

2. Testes negativos para AQP4-1gG usando a melhor técnica disponivel ou teste ndo
disponivel
3. Exclusdo de diagnésticos alternativos

* Caracteristicas Clinicas Maiores
1. Neurite Optica (Figura 7)
Mielite Aguda (Figura 8)
Sindrome da area postrema: episddio de solugos sem explicagdo anterior ou
nauseas e vomitos
4. Sindrome aguda do tronco cerebral (Figura 9)
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5. Narcolepsia sintomatica ou sindrome clinica diencefalica aguda com lesdes
diencefalicas tipicas de NMOSD na RM (Figura 10)
6. Sindrome cerebral sintomdtica com leses cerebrais tipicas de NMOSD (Figura 8)

Requisitos adicionais de MRI para NMOSD sem AQP4-1gG e NMOSD com status AQP4-1gG
desconhecido

1. Neurite Optica Aguda: Requer RM cerebral mostrando (a) achados normais e apenas
lesGes ndo-especificas de massa branca OU (b) RM do nervo éptico com lesao
hiperintensa T2 ou lesdo pesada em T1 marcada com gadolineo, que se estenda por
mais de metade do comprimento do nervo éptico ou que envolva o quiasma dptico
(Figura 9)

2. Mielite Aguda: Requer associacdao com lesdo intramedular que se estenda por 3
segmentos contiguos (LETM) ou 3 segmentos contiguos de atrofia focal da medula
espinhal em pacientes com histdria compativel com mielite aguda (Figura 7)

3. Sindrome de drea postrema: Requer associacdo com lesGes na area postrema e
regido dorsal do bulbo (Figura 8)

4. Sindrome de tronco cerebral aguda: Requer lesGes periependimais no tronco
cerebral (Figura 9)

Abreviacdes: AQP4 = aquaporina-4; 19gG = Imunoglobulina G, LETM = les6es longitudinalmente
extensas de mielite transversa; NMOSD = doencas do espectro da Neuromielite Optica; RM =
Ressonancia magnética

Figura 7 — Mielite Transversa Aguda (MTA) e Neurite Optica (NO) em pacientes com
NMOSD

Legenda: Em A, & esquerda, RM de medula espinhal apresentando lesdo de mielite transversa
longitudinalmente extensa (LETM), acometendo mais que 3 segmentos vertebrais. Nessa
figura, a lesao tipica de LETM acomete a maior parte da medula espinhal toracica (setas).
A direita, LETM cervical caracteristica de NMOSD. Em B, NO demonstrada pelo sinal
aumentado na maior parte do nervo éptico, especialmente na por¢do posterior (seta). Em
C, NO com sinal aumentado no quiasma Optico. Imagens de dois pacientes diferentes
apresentando NO aguda no contexto da NMOSD

Fonte: WINGERCHUK et al., 2015.
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Figura 8 — Lesdo na regido dorsal do bulbo (A, seta) e lesbes agudas associadas a

sindrome clinica de area postrema (B e C)

Fonte: WINGERCHUK et al., 2015.

Figura 9 — Lesdes tipicas de sindrome do tronco cerebral

Legenda:Lesdes periependimais que envolvem a ponte (esquerda, setas). Sinal aumentado
no entorno do quarto ventriculo (direita, setas)
Fonte: WINGERCHUK et al., 2015.
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Figura 10 — Les0Oes cerebrais e de diencéfalo tipicas de NMOSD

Legenda: Diversos padroes de lesdo cerebral sdo associadas a NMOSD. Lesdes envolvendo o
talamo direito (A, seta) e o hipotalamo (B, setas). Extensa lesdo subcortical na massa
branca (C, seta) e com administracdo de gadolineo (D, seta). Lesfes cronicas
longitudinalmente extensas e lesdes lineares no corpo caloso (E, setas). Envolvimento
longitudinal do trato costicoespinhal, estendendo-se ao pedulnculo cerebral e ponte (F,

setas). Lesdes cerebrais periependimais agudas (H e |, setas)
Fonte: WINGERCHUK et al., 2015.
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1.4.2 Imunopatogénese da NMOSD

1.4.2.1 As células Th17 e as células Tr1 na Imunopatogénese da NMOSD

Por ser uma doenca autoimune, a imunopatogénese da NMOSD apresenta
uma alta complexidade por compreender diversos fatores ambientais em individuos
geneticamente predispostos, tais como doencgas infecciosas e disbiose intestinal
(CAMPBELL et al., 2014). Até entdo, nenhuma causa definitiva para o
desenvolvimento da NMOSD foi encontrada. No entanto, as células T parecem ter
um papel significativo em leses do SNC (PEREIRA et al., 2015), como as células
Th1l7 e as células Trn (PAPADOPOULOS et al., 2012).

Diversos trabalhos tém demonstrado o papel das células Th17 na NMOSD.
Sabe-se que na auséncia do TGF-3, associada a liberacao persistente de IL-23, IL-6
e IL-1B, as DCs induzem um subtipo de células Th17 envolvidas na patogénese de
muitas doencas inflamatérias crénicas, como as doencas autoimunes (ZHANG,
2014b; LANGRISH et al., 2005). Nos pacientes com NMOSD, niveis elevados de IL-
17 e IL-8 foram observados tanto no soro, quanto no liquor (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 niveis de IL-17, por induzir
a producéo in situ de IL-8, estariam envolvidos no recrutamento de neutréfilos para o
SNC, células que estdo relacionadas com a gravidade das lesdes vistas na
ressonancia magnética (RM) e sao detectadas em quase 60% dos espécimes de
medula espinhal coletados para autopsia de pacientes com a doenca (KIRA, 2011).
O recrutamento de neutrofilos pode contribuir para as lesGes através da producéo e
liberacdo de substancias toxicas, tais como as metaloproteinases, elastases e
radicais livres derivados do oxigénio, tal como contribuindo na destruicdo da
neuroglia local e aumento da permeabilidade da barreira hemato-enceféalica (KIRA,
2011).

Para causar a NMOSD, as células Th17 precisam inicialmente atravessar a
BHE. Diversos mecanismos parecem estar envolvidos, como a expressdo do

receptor de quimiocina CCR6, 0 que as permite atravessar a BHE através da ligagédo
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a quimiocina CCL20, expressa constitutivamente pelas células do plexo coroide,
permitindo o acesso desses linfocitos ao espaco subaracnoide, onde sdo reativadas
(REBOLDI et al., 2009; WOLBURG; PAULUS, 2010; YAMAZAKI et al., 2008). Ainda,
a producdo de IL-17 e IL-22 reduzem a expressdao de moléculas de adesédo
intervascular importantes para a integridade da BHE (HUPPERT et al., 2010; KEBIR
et al., 2007) e a producdo de ligantes de quimiocina CXCL1 e CXCL2, participam
ndo apenas na ruptura da barreira hematoencefélica (BHE), como também na
destruicdo dos astrécitos opsonizados com IgG anti-AQP4 (CARLSON et al., 2008).

Uma vez que células Thl7 especificas para AQP4 ja foram identificadas em
elevados niveis em pacientes com NMOSD (VARRIN-DOYER et al., 2012), a IL-6,
citocina importante para a diferenciagdo do fendtipo Th1l7, mostra-se elevada em
pacientes com NMOSD e tem sido sugerida como um possivel biomarcador na
doenca (CHANG et al., 2015). Nesse sentido, diversos trabalhos se tornaram
alicerces para tal associacdo. Elevados niveis de IL-6 e GFAP (do inglés, Glial
fibrillary acidic protein), no liquor de pacientes com NMOSD, foram associados com
a ocorréncia de novas crises clinicas (UZAWA et al., 2013). Além disso, altos niveis
de IL-6 no soro e liquor foram detectados, especialmente em pacientes soropositivos
para anti-AQP4 (iiCOZ et al., 2010). Quanto ao envolvimento concomitante com a
producdo de IL-21, um trabalho publicado pelo nosso grupo demonstrou uma
expansdo de células T CD4+ produtoras de IL-6 e IL-21 no sangue periférico dos
pacientes com NMOSD, mesmo em fase de remisséo clinica; e a producao dessas
citocinas foi diretamente correlacionada ao nivel de incapacidade neurolégica 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
expansao de clones de células Th17 patogénicas (KORN et al., 2009; SONG; GAO;
QIAN, 2014). Ademais, sabendo que ha um papel bem elucidado da citocina IL-21
na diferenciacdo de células B em plasmdcitos 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 equilibrio entre a geracdo e a fungdo das células TFH é essencial para a
producdo de anticorpos protetores de alta afinidade e, uma hiperativagdo destas
células ou uma hiperexpressao das moléculas associadas a esse subtipo celular,
podem resultar em doencas autoimunes, como a artrite reumatoide (MA et al., 2012)

e a nefropatia mediada por IgA (ZHANG et al., 2014a). Quanto a patogénese de
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doencas neuroautoimunes, diversos estudos tém mostrado que um possivel
desequilibrio 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 utilizacdo dos marcadores
CXCRS5, PD-1 e ICOS, alguns autores demonstraram uma maior porcentagem das
células TFH nos pacientes quando comparados a individuos controles, sendo a
grande maioria durante recaidas clinicas (LI et al., 2015; FAN et al., 2016; ZHAO et
al., 2017). Apesar do papel das células TFH na resposta imune humoral, nenhuma
correlagcdo significativa foi observada entre a frequéncia dessas células com os
titulos de anti-AQP4 (LI et al., 2015). Acreditamos que essa correlacdo aconteca ao
associar os titulos de anticorpos com células TFH relacionadas ao fenotipo Thl7,
subtipo sabidamente envolvido na patogénese da NMOSD. Apesar de promissores,
nenhum dos estudos conduzidos até o0 momento avaliou os subtipos de células TFH
no contexto da producdo de citocinas — fator essencial na determinacdo da
qualidade funcional dessas células - e a sua correlagdo com a producdo de
anticorpos anti-AQP4 e anti-MOG.

1.4.2.2 Imunopatogénese da NMOSD quanto a producdo de anticorpos anti-AQP4 e
anti-MOG

A AQP4, conhecida por facilitar o fluxo de agua no cérebro e na medula
espinhal, é a proteina de canal de 4gua mais abundante no SNC e € expressa, em
elevados niveis, nos pés dos astrocitos (NIELSEN et al., 1997; RASH et al., 1998).
Além do seu papel no diagnoéstico, a deteccdo do anticorpo anti-AQP4 na maioria
dos pacientes fortaleceu a hipétese de que NMOSD trata-se de uma doenca
autoimune de fundo predominante humoral. Esse anticorpo €, majoritariamente, da
classe 1gG1l, um anticorpo fixador de complemento, entretanto, também foram
detectados niveis de IgG2 em alguns pacientes (ISOBE et al., 2015). A producéo do
anticorpo anti-AQP4 ocorre principalmente no sangue periférico e precisa atravessar

a BHE para se ligar ao antigeno alvo no SNC (AKAZA et al.,, 2014). Estudos
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sugerem que o anti-AQP4 parece atravessar a BHE pelas regides previamente
danificadas, ou por regides aonde a BHE é mais escassa (BRADL; LASSMANN,
2008; LENNON et al., 2005). A ligacdo da IgG anti-AQP4 a molécula de AQP4,
inicialmente, leva a trés consequéncias: ativacdo do complemento, diminuicdo da
expressdo de AQP4 e, consequentemente, do transportador do glutamato EAAT2
(do inglés, excitatory aminoacid transporter-2) (HINSON et al., 2008; ZENG et al.,
2007) (Figura 11).

Na dinamica da resposta local, a ativagdo da via classica do complemento na
superficie do astrocito, e a consequente liberacdo de anafilotoxinas, leva ao
recrutamento de granulécitos e macréfagos que, através de suas funcdes efetoras,
causam dano ndo apenas aos astrocitos, como também aos oligodendrécitos,
culminando na desmielinizagdo 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 tém sugerido que a reduzida expressao de EAAT?2 leva
ao acumulo de glutamato no meio extracelular, que € particularmente téxico para os
oligodendrdcitos e neurdnios. Assim, a desmielinizacdo na NMOSD pode resultar do
efeito deletério conjunto mediado pelo sistema imune e pelo distarbio 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 &,
primariamente, uma astrocitopatia que leva a uma desmielinizacdo secundaria ao
ataque imune as moléculas de AQP4 (FUJIHARA et al., 2012).

A razdo pela qual ocorre uma destruicdo preferencial dos astrécitos nos
nervos opticos e na medula espinhal na patogénese NMOSD néao é conhecida, uma
vez que a AQP4 é expressa em outros tecidos e 6rgaos periféricos, como o0 rim
(VAN HOEK et al., 2000) Uma maior expressdo de AQP4 nas regides mais
comumente afetadas na NMOSD, ou seja, no nervo optico, na medula espinhal e na
area postrema, deve ajudar a explicar a razao da restricao topografica dessas lesdes
(LENNON et al.,, 2004; ROSSI et al, 2012). Adicionalmente, outra possivel
explicagéo baseia-se na expresséo 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,
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2014). De fato, estudo desenvolvido por IORIO e colaboradores (2013) demonstrou
que a IgG anti-AQP4 é policlonal, sendo capaz de reagir a diversos epitopos em
ambas as isoformas AQP4-M1 e AQP4-M23. No entanto, o efeito da ligacdo da
AQP4-IgG é diferente em cada isoforma: enquanto a ligacdo da IgG a isoforma M1
leva a internalizacdo do imunocomplexo, o reconhecimento da M23 pelo anticorpo
gera um complexo na superficie dos astrocitos, fazendo com que esses
aglomerados moleculares sejam alvos da morte mediada pela ativagcdo do
complemento ou por mecanismos de citotoxicidade celular mediada por fagocitos.
Tais diferencas sugerem que regidées mais ricas na isoforma M23 possam ser mais
vulneraveis ao dano, com maior presenca de lesdes necrdticas no paréngquima
cerebral dos pacientes (HINSON et al., 2007). Ainda, outro estudo publicado por
SAADOUN e PAPADOPOULOS (2015) sugeriu que, quando comparada a periferia,
a expressao reduzida de proteinas reguladoras da ativagcdo do complemento no
SNC seria a causa primaria da maior sensibilidade local ao atague mediado pelos
anticorpos anti-AQP4 nos pacientes com NMOSD.

Apesar do conhecimento de que a maioria dos pacientes com NMOSD séo
soropositivos para anticorpos anti-AQP4, outros estudos tém demonstrado uma
fracdo significativa de pacientes NMOSD soronegativos para esse anticorpo.
Estudos mais recentes apontam para o possivel papel de anticorpos contra a
glicoproteina de oligodendrdcitos da mielina (MOG - do inglés, myelin
oligodendrocytes glycoprotein), que estdo presentes em aproximadamente 20% dos
pacientes que sdo soronegativos para anti-AQP4 (KITLEY et al., 2012; PROBSTEL
et al., 2015; SATO et al., 2014). Estudos em camundongos sugerem que anticorpos
anti-MOG possam causar lesdo no SNC e que, o antigeno-alvo desse anticorpo, a
MOG, esta presente na superficie externa da bainha de mielina (SAADOUN et al.,
2014). A presenca de um antigeno-alvo na prépria bainha de mielina pode indicar
que, nesse caso, a imunopatogénese se daria através de desmielinizagdo primaria,
ao contrario do que ocorre com pacientes soropositivos para anti-AQP4 (Figura 11).

Apesar de pouca informacdo quanto ao papel patogénico desse anticorpo na
NMOSD in vivo, recentemente, um estudo desenvolvido por FANG e colaboradores
(2019) demonstrou que a presenca de anticorpos anti-MOG poderia contribuir para
uma oligodendrocitopatia, mas somente na presenca de complemento. Em
contrapartida, outros estudos mostraram que, em camundongos, anticorpos anti-

MOG causaram danos reversiveis na bainha de mielina e em axbnios e que, 0
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mecanismo de lesdo por anti-MOG ndo envolveria a ativagcdo do complemento e
nem infiltracdo leucocitaria, o que seria determinante para o melhor prognadstico,
guando comparado a pacientes anti-AQP4* (MADER et al., 2011; SAADOUN et al.,
2014). Em humanos, individuos com NMOSD e positivos para anti-MOG tendem a
apresentar uma menor frequéncia de exacerbacdes clinicas e maior equilibrio na
razdo entre mulheres e homens afetados quando comparados aos pacientes
positivos para anti-AQP4, o que sugere que sejam doencgas distintas
(HOFTBERGER et al., 2015; JARIUS et al., 2016). No geral, pacientes tém melhor
recuperacdo dos surtos quando comparados aos pacientes soropositivos para anti-
AQP4, ou mesmo quando soronegativos para ambos os anticorpos (SATO et al.,
2014). Neste ultimo caso, ainda ndo se sabe quais seriam 0S mecanismos
imunopatogénicos envolvidos no desenvolvimento e exacerbacdes da NMOSD. A
AQP1 (aquaporina-1) tem sido sugerida como possivel alvo, porém, ha muita
controvérsia sobre o seu papel na doenca até entdo (JASIAK-ZATONSKA et al.,
2016; SANCHEZ-GOMAR et al., 2016; GARCIA-MIRANDA et al.,2019).

Finalmente, a existéncia de pacientes com NMOSD soropositivos para ambos
0s anticorpos (anti-AQP4 e anti-MOG) também vem sendo observada. Apesar de se
ter pouca informacdo a respeito, estes pacientes parecem manifestar piores
sintomas visuais e recuperacdo deficiente apds episodios opticos 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 compreensdo, em conjunto, das caracteristicas patolégicas e
imunopatolégicas da doenca torna-se essencial para 0 manejo terapéutico da
NMOSD.
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Figura 11 - Possiveis diferencas entre os mecanismos imunopatolégicos da NMO em

pacientes soropositivos para anti-AQP4 ou para anti-MOG
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Legenda: Anticorpos anti-MOG e anti-AQP4 (Ab) tém seus antigenos alvo expressos em diferentes
populacdes celulares, os oligodendrécitos (Olig.) ou astrécitos (A), respectivamente.
Estudos sugerem que os dois anticorpos sé@o produzidos na periferia. Anticorpos anti-
AQP4 sao 1gG1, subclasse produzida por células B dependente da interagcdo com células
T helper foliculares (TrH) (CROTTY, 2011). O isotipo do anticorpo anti-MOG ainda néo foi
definido, apesar de aparecer como IgG na figura. Os anticorpos anti-MOG ou anti-AQP4
ndo sado considerados patogénicos na auséncia de resposta inflamatoria mediada por
células T. Possivelmente, células T efetoras especificas para MOG (SHETTY et al., 2014;
VARRIN-DOYER et al., 2014) ou para AQP4 iniciam a inflamacdo no SNC, induzindo o
recrutamento de neutréfilos (Neutro.) e eosinéfilos (Eosin.) (LUCCHINETTI et al., 2000).
Entretanto, a presenca de linfécitos (Lymph.) ndo foi confirmada no caso de inflamacgéo
associada ao anticorpo anti-MOG, porém sdo detectados nas lesdes caracteristicos de EM
(LASSMANN; BRUCK; 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 condi¢des, a inflamagdo 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 as moléculas de MOG,
expressas nos oligodendrécitos e na mielina, que envolve os axdnios dos neurdnios (N).
Assim, provavelmente, anticorpos anti-MOG induzem a desmielinizacdo (GENAIN et al.,
1999; LITZENBURGER et al., 1998). Dano aos oligodendrécitos ou a mielina pode expor
outros antigenos, como o da proteina basica da mielina (MBP) (IKEDA et al., 2015).
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Anticorpos anti-AQP4 se ligam as moléculas de AQP4, abundantes nos pés dos astrdcitos.
O anti-AQP4 é uma IgG1 e fixa complemento, amplificando o dano no astrécito. GFAP (do
inglés, glial fibrillary acidic protein) é liberado devido ao dano nos astrécitos (IKEDA et al.,
2015; TAKANO et al., 2010). A resposta contra o AQP4 é caracterizada pela relativa
preservacdo da mielina.

Fonte: Traduzido e adaptado de ZAMVIL; SLAVIN, 2015.

1.4.3 Tratamento da NMOSD

Formas progressivas da doenca sdo bastante raras, porém, incapacidades
surgem devido aos repetidos surtos que causam danos profundos no parénquima do
SNC. Nesse sentido, é imprescindivel que o tratamento de pacientes com NMOSD
se inicie de maneira rapida, a fim de diminuir a inflamag&o e as chances de uma
nova exacerbacdo, minimizando o risco do desenvolvimento de incapacidades
neuroldgicas irreversiveis (SATO et al., 2012).

A pulsoterapia com corticoides (geralmente 1g/dia por 3-5 dias por via
intravenosa), ou plasmaferese, para casos refratarios a corticoideterapia, sdo as
opcOes padrao para o tratamento das exacerbacdes de NMOSD (TREBST et al.,
2014). Os corticoides apresentam amplas acdes antinflamatorias e
imunossupressoras, com reducao dos linfécitos e mondcitos circulantes, alteracéo
da transcri¢do de citocinas inflamatérias e diminuicdo da expressédo de moléculas de
adesdo e metaloproteinases (BARNES, 2006). Além disso, IL-6, IL-17A e IL-23
(WANG et al., 2011b), citocinas relacionadas a inducdo e manutencao do fenétipo
Th1l7, parecem ter sua producdo diminuida com emprego de corticoides (MULS et
al., 2012). J4 a plasmaferese age através da remocdo passiva dos anticorpos
circulantes, além de diminuir os niveis periféricos de citocinas inflamatérias
(REEVES; WINTERS, 2014). Entretanto, parece que o beneficio decorrente dessa
tltima opcao de tratamento independe da soropositividade para o anticorpo anti-
AQP4 (BONNAN et al., 2009). Alem 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 opg¢des de tratamento para prevencao de
novos surtos estdo a Azatioprina, Micofenolato de mofetila, Metotrexato,
Mitoxantrona, Ciclofosfamida, Tocilizumabe e Eculizumab. O Rituximabe - um
anticorpo monoclonal anti-CD20 usado na deplecédo das células B - tem sido cada

vez mais empregado nos casos refratarios a 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 nao é eficaz, independente da producéo 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 fendtipo regulador TFR na circulagcdo (NICOLAS et al., 2019). Em
modelos experimentais, a injecdo de anticorpos anti-AQP4 obtidos de pacientes nao
foi capaz de induzir NMOSD em camundongos na auséncia de células T CD4+
especificas para a proteina AQP4 (BENNETT et al.,, 2009; BRADL et al., 2009).
Estes acontecimentos podem estar relacionados, provavelmente, ao papel das
células T CD4+ patogénicas na doenga, como por exemplo, as células TFH, capazes
de auxiliar os linfécitos B - que sdo continuamente produzidos pela medula-éssea
dos pacientes afetados - na produgéo de anticorpos.

Nesse sentido, levando em consideracdo que, a NMOSD é uma condi¢éo
autoimune predominantemente humoral com maior prevaléncia em mulheres e
fatores hormonais referentes ao género feminino podem influenciar na patogénese
dessa doenca (SHOSHA et al., 2017) e que, ainda, a gestacdo € caracterizada por
um aumento da producéo de anticorpos em decorréncia hormonal (KANDA; TAMAKI,
1999), estudos aprofundados no que diz respeito a funcionalidade das células TFH
em ambas as condicbes — tendo como grande pilar o papel hormonal - sdo de
extrema importancia para futuras estratégias terapéuticas e de vacinas em

diferentes contextos, por exemplo, contra o HIV-1.
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2. OBJETIVOS

2.1Geral

Estudar a biologia das células Tru circulantes em gestantes, infectadas ou
ndo pelo HIV-1, e em mulheres com diagnostico definitivo de NMOSD. E, ainda,
avaliar os mecanismos de atuacdo dos hormdnios gestacionais, estrogénio e

progesterona, no status funcional desses linfécitos.

2.2Especificos

Artigo 1: Pregnancy favors the expansion of circulating functional
follicular helper T cells (Artigo publicado)
Clarice Monteiro*, Taissa M. Kasahara*, José Roberto Castro, Priscila Mendonca,
Joana Hygino, Newton Centurido, Tatiane Cassano, Lana M. Ferreira Lopes, Simone
Leite, Vander Guimarées Silva, Sudhir Gupta and Cleonice A. M. Bento. Journal of
Reproductive Immunology (2017). Apr 27;121:1-10.

doi: 10.1016/}.jri.2017.04.007.
* The first two authors contributed equally to this work

a) Determinar a frequéncia das células Trn Nno sangue periférico de mulheres
saudaveis, gravidas ou nao;

b) Avaliar o impacto da gestagcdo no perfil de citocinas produzido pelas células
TrH;

c) Correlacionar a frequéncia das células Trv com a producdo de hormdnios

gestacionais;
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d) Correlacionar a frequéncia das células Tr4 com a producgéo de anticorpos IgG
contra o citomegalovirus e antigeno de superficie do virus da hepatite B
(HBsAQ).

Artigo 2: Pregnancy favors circulating IL-21-secreting Trn-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:€13204.

doi: 10.1111/aji.13204
* The first two authors contributed equally to this work

a) Determinar a frequéncia das células Trn No sangue periférico de gestantes

infectadas, ou néo, pelo HIV-1, antes e apds inicio da TARV;

b) Avaliar a producdo de IgG pelas células B, in vitro, em coculturas com
células T CD4* de mulheres infectadas pelo HIV-1, gravidas ou nao;

c) Avaliar a producédo de IL-21 em coculturas de células B com células T CD4*

de mulheres infectadas pelo HIV-1, gravidas ou nao;

d) Correlacionar a frequéncia das células Trv com a producdo de horménios

gestacionais;

e) Correlacionar a frequéncia das células Trn com a producdo de anticorpos
IgG contra HIV-1, HBs e toxdide tetanico (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. Araujo, 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)

b)

c)

d)

e)

Avaliar a frequéncia de células Trn Nno sangue periférico de pacientes com
neuromielite Optica, produtores ou ndo de anticorpos anti-AQP4;

Avaliar o impacto da doenca no perfil de citocinas produzido pelas células
TrH;

Correlacionar a frequéncia de células Trn com o EDSS e com o indice de
recaidas clinicas de pacientes com neuromielite 6ptica produtores, ou nao, de
anticorpos anti-AQP4;

Avaliar a concentracdo plasmatica de diferentes citocinas em pacientes com
neuromielte éptica produtores ou ndo de anticorpos anti-AQP4;

Correlacionar a concentracao plasmatica de diferentes citocinas com o EDSS
e com o indice de recaidas clinicas de pacientes com neuromielite éptica

produtores ou ndo de anticorpos anti-AQP4.

Artigo 4: Pregnancy levels of estrogen and progesterone contribute to

humoral immunity by activating B /TrH cell axis (Artigo submetido)

Clarice Monteiro®b*, Taissa Kasahara2?”, Priscila M. Sacramento?, Aleida Dias2P®,

Sudhir Gupta®, Anshu Agrawal®, Cleonice A. M. Bento®°¢

* The first two authors contributed equally to this work.

a)

b)

Avaliar o efeito direto dos hormdnios gestacionais estrogénio e progesterona

na frequéncia de diferentes subtipos de células TrH € Trr in vitro

Avaliar o efeito direto de estrogénio e de progesterona na frequéncia de

células T néo foliculares in vitro

Avaliar o efeito direto de estrogénio e de progesterona na frequéncia

diferentes subtipos de células B, plasmadcitos e plasmablastos in vitro

Avaliar o efeito direto de estrogénio e progesterona na diferenciagdo de

células T CD4* naive em células Ten

Avaliar a producdo de anticorpos IgG e de IL-21 resultante de cocultura de

células TrH com células B na presenca de estrogénio e/ou progesterona
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f) Comparar a frequéncia de células Trn entre homens e mulheres saudaveis

g) Avaliar a expressdo dos receptores de estrogénio e de progesterona em
células T CD4*CXCR5- e CXCR5* em homem e em mulher saudavel.
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3.1Artigo 1 - Pregancy favors the expansion of circulating functional follicular

helper T cells (Artgo Publicado)
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywards: Pro favors antibody and some evidence has suggested a direct effect of estrogen on B cells.
MWdMQMMWTﬂnJﬂMWMIhwd

Tow cells CDASRO and CXCRS, has not been previously investigated. Here, the percentage of Tyy; cells, co-expressing or

Hatrogen not PD-1, 1COS, or CXCR3 markers was significantly higher in pregnan (PW) as compared with non-
pregnant ones (nPW). Furthermore, the percentage of CXCR3 ' Ty cells able 1o produce IL-6, IL-21, and IL-10
was significantly higher in PW than nPW, Interestingly, anti-CMV and anti-HBs antibody titers were significantly
hnﬁnumthepl_nldmdmdhuﬁymw-ﬁﬂfﬂmm Tyny cells. Finally,
peripheral estrogen levels, but not prog: , were positively related to cither PD-1° CXCR3® Ty, cells or
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the high pen levels p d during pregnancy, may help 1o explain why pregnancy favor humoral
Immunity,

1. Introduction producing plasma cells and long-lived memory B cells (Nurieva et al,,

Human follicular helper T (Tyy,) cells represent a distinct subset of
CD4" T cells found in secondary lymphoid organs and characterized 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-stimula-
tor (1COS) and chemokine receptor CXCRS associated with high 1121
cytokine secretion (Crotty, 2011). The high expression of CXCRS,
associated with low levels of CCR7, allows these lymphocytes to
migrate toward lymph node follicles in a CXCL13-dependent manner
(Johnston et al, 2009), Functionally, Ty, cells up-regulate h 1

2009; Shulman et al., 2013; Ma and Deenick, 2014). Additionally, Ty,
cells are important for the process of heavy chain class switch of
antibodies (Ma and Deenick, 2014). At the Ty, cell-level, the positive
signals are especially provided through the expression of 1C0S and
CD40 ligand (CD401L/CD154), as well as 11-21 and 1.4 production
(Yusuf et al., 2010; Pallikkuth et al., 2012; Ma and Deenick, 2014). IL-
21, by inducing Bcl6 expression in B lymphocytes, allows both
maturation and differentiation of these cells (Johnston et al., 2009;
Yusuf et al,, 2010), whereas [L-4 promotes B cell survival by inhibiting

immunity by assisting germinal center generation, through the delivery
of cognitive and soluble signals required for the proliferation, survival,
affinity maturation, and differentiation of B lymphocytes into antibody-

cell apoptosis (Joh et al,, 2009; Kitano et al, 2011).
Recent studies have demonstrated the presence of functionally
similar Ty, cells in the pool of circulating memory T cells (Chevalier

et al, 2011; Morita et al,, 2011). Phenotypically, these circulating Ty,
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m.nr T, I'lu-lprr T™B, 3,355 hylbenzidine; TNF, tumor facton
ding author at: Dey of Mi ogy and Parasitology, Federal University of the State of Rio de Janeiro, Prei Caneca 94, 20.261.040, Rio de Janeiro, i), Boaxil

HM d&- chento@globo.com (CAM. Bento),
¥ The first two suthors contributed equally to this work.

httpe//dx.dolorg/10.1016/).jr 2017.04.007
Teceived 26 March 2017; Acoepted 25 April 2017
016503787 © 2017 Elsevier B.V. All rights reserved,



o Mo o al

CD45RO*CDA* T

Fig 1. The impe of peog ¥ o ithe ol
bemisttod

ining with 8 A

vl (Mann-Whiney 11 et ars inds

121 wrulating Ty el Feriphenml Blual was obiainnl fnee healthy wemen, pregnant (M8, o

74

Jouna of Beproducaee Mmnsiogy 121 (20070 1-10

BB aor et [0, m
lien mgasmat CI0E, G180, CRCHS, CTMSE0, 006 mud PI1 masken, The percostage of Ty oells wee evaboind through Sow
cytomenry. In (A), representative dot phas, In (B, the percetage of Ty, cells (CD4500 " (NCRS* (04" T oelk) expressing KOO8 1T and POC1 (D) ave sheowm s mean = 50 and dee p

i, and

il m the figare. The mnf:m"rnﬁq-'-lcnn.dquim-i&miminm[- 1) sonadl nFWE [n ~ HE) am sisn

analyred ol showm as mean & 50 and the p valees ane indicaivd o de figue (Mann Whimey 1 est].

cells hawe boon primarily identifiod as CXCRS ' COM500 " (Chevalier
et al, 2011; Marita ¢t al., 2011 Altlvough these CRCRS " CD4° T cells
i mot express Bel-6, ey ame able o help Boecls, @t least in part, by
sevreting large amounts of L2 and 110 (Modis ot al, 2001;
Bentebibed ot al, 2013) Funthemmore, the co-copression of OS5 and
PD-1 (Loecd ef al, 2003; Tsad and Yo, 2014;) appears to kentify & mone
efficient crewlating Tyyy ool suhset b0 indoce the prdoction of
meitralizing antibodics in response to immusnization or infections, sech
as those cassed by the Human Immunodeficiency Vines (HIV) and
Influenza wirus (Bentebibel o al., 2013; Bentehibel ot al, 2016} On the
other hamd, these coells have als bon asocisted  with homoral
auloimmume discases (Makayamada amd Tanaka, Z006). No study
aiming o evalsale the prevabemes of Ty oclls im0 prognant somen,
which takes inte considemiion the stimulation of antibody production
by prcgmancy, has boen canmied sut so far,

I arder b0 avobd fens repoction, potentially combryotoxse muatemal
eellular immune responses mediated by effector Th1,Te-1 and Thi7s
Te-17 colls need to be attemuated (Heikkinen of al. 2004; Saito ot al.,

20005 Kwak-Kim et al., 2014 This phensomenon has been socompanied
by an imcrzmse in e prevalenos of mabermal regolstory T ool subsets
[(Miomg ot al, 2003} These matermal mmone changes appear o e
mihilated by hommones, such as estrogen and progesterone, The 173
catradiol (E2) amd progosterone, st higher levels, inhibic celllar
fmvmume: pesponses classically maediated by Thl amd Th7 cells (Hel
et al, 310 Lue et al., 3011; Hughes et al, 3013). In contrast, E2
increases antibody prloction by memory B lymphacytes (Kanda and
Tamaki, 1999 Fu et al., 2001), thus increasing fetal protection against
different pathogens from maternal IgG placental tansfer (Tangye of al. |
2013). Despite the direct effect of estrogen on B oeells, the data
presented bere, although preliminary, suggests that progoancy can alsoe
fawor humoral momunity by Favoring the cxpansion ol Ty odls, a
proviously undnvestigatod phenomenon.
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2. Materials and methods

21. Subjects

Fig. 1. (costmand)

For this study, blood samples were collectexd from 35 pregnant
women (PW), in the third trimester of pregnancy, and age-matched

with 35 non-pregnant women (nPW). All subjects were aged between
15 and 35 years of age. Women with autoimmune discases or cancer,
immunocompromised, smokers, illicit substance users, and those with
clinical or scrological signs of acute or chrondc discases such as
influenza, HCV, HBV and HIV-1/2 were excluded. The subjects wese
recruite] from Femandes Figueirm  Institute  (IFF/Flocnez-R))  and
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Talde 1
Rt el e cymokling prodistion il the ol IR ar CReRs!
PILE " T eells.
B CXCHA® Ty % CXCHA® PO T
Carrelsbon (7 povalues Carrelstinn [r) P ealurs
WO T
-k AR o LT (b1 AL RS
-2 D tebdlH [=X-_-1 L) 2K RINEE
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In the wble, the pescentuge of IR Ty, cells, acconding de cxpeesshon of PICT, was
ammacinged with the pereentage of cpakine-prasucing (" T oz fom all smmen,
presgnant or st Fearso's corelation was apphed snd ihe p waloes s ndicased in the
L

Gallrée and Guinle Umiversily Hospital (HUGG). This study was
appoived by the ethic committee ol the HUGG (UNIRIO) and writlen
consent was obtained from all suljects,

22 Fow cyromery anmlysis

Whale: peripheral blood from PW amd nPW woere briefly stimulated
in 24 well flat battom microtiter plates with phorbolmyristate acctate
(Z0mngml; Sigma-Aldrich) plus  lonomycin (600 ng/ml;  Sigmea-
Aldrich) at 37°C in a humidificd 5% COy incobator for 4 h. For
cylokine measurement optimization, Brefeldin A (10 pg/ml; Sigma-
Aldrich] was also added B the coltare. To determine the cireolating
porcentags of Ty colls, mouse anti-human  monoclonal  antibodics
(mAbs) o CDE-PE, CD4FITCECYT, CD4SRO-PECYT, CXCR3-PES
PECYT, CRCRS-PECYT/IMEAARE, 1C06-PerCl, PD-APC, IL-21-FESARE,
TN PEAARE, - T0RTTEAARS, 1L-17-PECYY, IL-4-APC, 11-6-PE and all
imntype contrl antibodies wene purchased from Biolegend (San Diega,
Ch, USA) and used to charscterize the different Tooell phenotypes.
Bricily, bood samplies were incubated with various combinations of the
afvrementioned mAbs for 30 min ol moom emperature in e dark,
acoording o the nstructions of te manulaotorer. The odlls wene s,
washed and, then, permeabilized by incubating cclls with Cytofizs
Cytoperm solution (BD Pharmigen, San Dicgs, CA). The mAbs for
imtracedlular staining (IL-Z1-FEAARC, TRN-5-FESARC, 1L-T0-FITCAARE,
I 17-PECYT, I-A-APC, 1L-6-PE) were added in different combinations.
The eells were acquired on Accun C6 (Acourni™, Ann Arbor, MI, LSA) or
FACS LRS Il Forbessa (BD Biosciences, San Dhiego, CA, USA) amd
amalyzed by wsing Cllow (Accun™, Ann Arbor, M1, USA) or SFlowbo
soaltware. lsotype contnd antibodies aml single-stained samples wene
wmed bo periodically check the settiogs and gates on the Tow cytomeber,
Alber acguisition af 100,000 cvems, lymphocybes wene gated based on
forward and side scatter properties after the exclusion of dead oells, by
using propidiom bodide, and doubleis, Forther, the gated odls wene
negatives for G149 marker,

23, ELISA

T peripheral bevels ol pregmancy honmones {progesteron: aml
extropem], as well & total IgG antibodics were dietermimed by Eneyme-
linked Imunosorbent Assay (ELISA), Estrogen and progesterone
plagma levels, as wiell & anti-cytomegaloving (CMY) 1gG titers, wene
measured using Abearis FLESA kit (Cambridge, USA), while the anti-
hzpatitis B (HBsAg) titers wene determined  through BROLISA kit
(Binclin, Belo Horzonte, BRA), acconding o manuficturers” instnse-
tions, Reagents suppliesd by the manufactmer were used to constroct the
standard curve from 0.021-15 ng/ml to IgG, 01000 pg/ml. fo csiro
gen, 0500 mlil ml fo Hbs IgG, 0-18 Usml to CMV g6, and 0-40 ng’

ml By progesterom:,
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24, Saotisticel anlysis

Satistical  analyss  wore performesd odeg GraphPsl  Prism
(GraphPad Software, San Diego, CAL Differences between two different
groaips wers analyeed cither by paramctric (F-0est) of nonparameire
tests (Mann-Whitney L test) where appropriate. We used Spearman and
Pearsofis commelation  coefficient test o determine the relation af
different immune cvents iriabed, as appropriate. Significance for all
experiments was defined as p < 0.05

% Resulis

R 1. bmpoct af pregnoncy on the percentoge of circalating Tey cefls

Taking into consideration the most typical markers for Ty, odla
(Fig. 1A}, the peroentage of CIMSHOY CHCRS' C4° T cells was
significantly higher in pregnant (PW) as companed with non-pregant
waomen (nPW) (Fig. 1BL Morcover, although the percentage of these
Tig cells eo-expressing PD-1 (Fig. 1C) and BCOS (Fig. 10) was bow, it
was significantly higher among PW. Some other surface markers, like
CHCRE, have been soggested s further the charsclerization of Ty
[umctiomns (Bentebibel of al., 2005 Gensous o al, 2006) In the present
study, pregunancy significantly incressed the percentage of T odls
with oF without co-cxpression of CXCRE (Fig, 15 and E) Otherwise, &
lower percentage of CICRS  CHCR3 ' CoM ' T cells were detected in
P, and no difference was ohserved conceming the frequency of
CHORS  CRCRI (047 T cells in the two experimental groups
(Fig. 1E). Then we determined the PDC1 expression aocording b the
expression of CHCRY on Ty vells. The PD-1 was mainly expreseed on
CHCRE' Ty cell subset in both groups, but the percentage of this
subset was sgnilicantly higher in PW than oW (Fg. 15 and F). No
statistical diflorence was observed o the pereentages of the ather
subseis.

3.2 hmpuct of pregnancy on eytokin profile produced by eireating Tr
s

with regard to cytokine profile, the prgloction of I-21, 16, 1L-10,
IL-17, and IFN-y, but not [L-4, was predominantly confined o cinculat
ing CHCRA" Ty cells in both experimental groaps (Fig. 2). Interest
imgly, flollwwing the meprosentative (s oplometric  histograms
(Fig. 28), the pereentsge of those cells positives for 16, 121, aml
IL-10) was gignificantly higher in PW, cven in anstimolated caltures
(Fig. Z). Mo statigtical differenes was obsersesd in the percentage of 1.4,
IL-17, or IFN-y-producing Ty oclls beivesn PW and oW (Fig, 2.
Morcover, the fregquency Ty codl producers of 1-6G, 1-10 and 11-21 was
direcily comrelaied with the proportion of CECR3" Ty, cells, bui not
P CHORE " Ty oedl swbses (Table 1),

2.3 The proportion of circulating CXCR3 ' Tiey cells and the production of
I3 aratifclies

The preyisis results showod that pregnancy increased the pereen-
tage of cytokines (IL-21, -6 and IL-10)sooreting CECRI " Ty, cells
Therefore, we soaght to analyze i these cells, expressing o not PD-1,
was assnciaterd with the in vivo 156 levels directed against HBsAg From
HHV and anti-CMV. Matably, over 75% of women (W and ni"W) wene
seropasitive for anti-CMY g0, and 85% for anti-HBs 1gG. As shown in
Fig. 3A, anti CMV aml anti His antibody titers were significantly
higher in the plasma of PW than nPW. A positive commelation was
ulm::ﬂll.'tmﬂu:'pu'muug:uﬂmﬂl.m' or CXCR3 Y PD-1 Y,
Ty cell subsets and the anti-CMV level (Fig. 3B). However, with reganld
to anti-HBs antilolies, we found a direct relationship between 1gG
titers and the pereentage of CXCRI " PDR1LY Ty, ol subset (Fig, 30).
W also verifiad the corelation between the pereentage of cytoakine
prislucing CXCHA " Ty cells and the production of those antibodies. As
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shown in Fig. 44, the propartion af 1-6 and IL-21-producing CXCR3 "
Ty vcells was positively related to the anti-CMY 1pG lewels Inom nfW
amd PW women. In contrast, only the percentage of 1L-21-producing
CERORT " Ty colls was associated with the ant-HBs levels (Fig. 48

A by lsarms Whilnery L nest (AL Py : Latiions (B s ) witn apelicnd sessd e p

34, Prograncy hormone fevels amd their refationship with the percemtoge of
CECR3 " Ty colls and antibody prodiscrion

Bimally, we evaluated if the pregnancy boomons bevels were related
with the: percentage of circulating Ty cells and the antibody produc-
tinn. Notably, as expecied, the plisma levels of progesterone and
estrogen were higher in MW when compared with nPW. Interestingly,
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peripheral egrogen levels weres positively relaied to whole CXCR3 " Ty,
colls and those PIR1Y subscts (Fig. SAL Farthermore, the plasma
estrogen bevels were alse associated with anti CMY and anhi- His 1gG
titers (Fig. SH)L Mo statistical relationship was observed with regand o
proggesterome levels, aml peither Ty od]l peroestages por antibody
production (Fig. SA amd B, respectively].
A, Discuiggion

Although the differentiation of C04' T colls during Ag-specific

activation depends mainly on the cytokines (Shulman o al, 2003),
hrmanes can alsn drive C04 ' T eedl lincage commitment (Song and

WEE anl o pregnant womes

Shil, 2004; (4 ex al., 201 4) Elevated levels of esmogen and progesteranes
modualate G4 * T cell behavior by attenuating effector Thl and Th1F
phenotypes, enhancing homoral immuonity (Kands and Tamaki, 1999
Grimealdi et al., 2003; Fo ot al,, 20111 In the present study, tse Andings
suppgest thal pregoancy can favor humoral  immuone  response by
clevating circulating Tp, oells, a O04" T ool subset specialized i
helping B cells o produce antibodies (Schmio ot al, 2004), To our
knowhedge, this is the first report showing @ relatomship between
pregnancy and Ty, oclls

Ind the follickes of lymph nodes, uman Tyyy oclls are idendified by
high expression of classical CXORS molemules, associabed with the
expression of B -6, PD-1, 1006 and proshection of IL-21 (Crotty, 2001).
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Revently, & clrculating €4 " T ecll subscr functionally similas to Ty
cells, bt negative for Bol-6 protein, has boen identified (Wang ot al.,
HGE)L In our stady, a higher frequency of Ty like cells (CIMSR0 "
CECRS '), with or without expression of PO-1 and 10085 was observed

war appded and the p values 2on mibicased in the Ggore.

Iy thie peripheral Blond of PW s compansd to nPW, Althouagh the ralie of

PI-1 expression on T cells in humoral immundty ks anclear (o et al,,
2011; Cubas et al, 20030, P Ty, cells are considered as hetier B

eell helpers, as compared with PDC1 negative subset (Loccd et al, 2003;
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Makayamada amd Tamaka, 2016). In line with this observation, the
plazma levels of anti-fils aml anti-CMY IgG in women was directly
associaled with the proportion of PDR1Y Tigg cells, alihough thess
represent 8 minor Ty ool subset,

Another functional marker far Ty, colls i 1008, bt some ssdics
have found a very low freqoency of oircolating 08" Ty oells
(Salluste ot al., 1998; Ma ot al., 2009; Locol of al, 201% Nakayamada
and Tanaka, 3006). In par sdy, the percentage of peripheral Po-1°
08" Ty cells is significantly higher in PW than nFW. Our findings,
hveerver, suggest that pregnamcy favors an expansion of circulating
functiomsl Ty vells.

Despite the importance of cognitive intersctions betwoen T cells
amd B cells, efficient antibody production is also dependent on cytokine
production, particubarly 1L-21 (Morita of al., 2001; Bentobibel o al.,
2003, I this erady, in unstimilated oclls the froqoency of CECR3 " Ty
oells was able to prodsce not only 1L-21, bt also 16 and 1L-10, being
significantly higher in PW. Weather it is die to in v activation
remains unclear. During pregnancy, several vaccines, incloding infle
e, tetams, and hepatitis B are indicted for seronegative mothers.
The hepatitis B immumization is safe and protects the mother and child
from viral infections throough seotralising anti-HBe G (Levy amd
Koren, 1991% Here, the anti-HBs IgG kevels were mt only significantly
lnigher in FW, as they titers were directly correlated with the proportion
of IL-21-seereting CRCRS " Ty cells. Additionally, we slso observed the
saim: relationship between ant-CMY 185G levels and IL-6- or 1L-21-
prochscing Ty, cells, regardiess of the expression of PD-1. These Andings
are in agreement with other stodies that show the importanee of Ty,
ol -derived 1121 and L6 cytokines in promating antibody- prodocing
plazsma cells (Bentehibed et al. | 2013; Schmitt and Ueno, 2013). For
cxample, Bentebibel et al. (2013) demonstrated that CXCRS " Ty odll
smbwmet was abhe o indoce in vive and in vitre clevated proloction ol anti-
influemes kG, Furthermore, when stimulated with the infleenza anti-
g hemagglutinin, this T subset produced I-10, 1621 aml [FN-¢
{Bemtebibed] of al., 200 3). However, theee authors did mot provide any
information reganding the comelation between cytokine production and
pliasma lewels of ant-influenza 150G

Although the percemtage of ciroulating Ty, cells that are able o
prodisee [FN-y, IL-17, 0F 14 was not clevated in PW, some stodies have
reportei] the ability of these cells to help B cells (Schmit and
Bemtrhibel, 2014; Geginat ot al | 2014 Geginat et al |, 3014). These
cells peripheral Tey colls may abo e identified by the difforential
expression of CXCRE and CCRS. While IFN-y-sooreting Tw-like colls are
CHROHS ' CORG , ihe CXCRS CORE " coll subset produces 1IL-17, amd
those CXCR3 CCRE™ are W4 producers (Benfebibel of al, 20013
Geglnat ot al., 20040, I this stady, among these cytoldnes, the CXCR3 S
Ty el subset prodsced mainly 1FN-y and 1117, In the peripheral
bloand, this may present a hiybic IFN-g-producing Thl 7 phenotype, as
deseriber] by some aothors (5o et al, 2015; Sage and Sharpe, 2006).
Concemning [L-4-seereting CNCRA Y Ty, s frequency was low. To
better identify each circulating Tey ool subset, we will inclode the
CCRG marker for future analysis in pregnant women.

T (requency of mn-follicular CKCR3 ' CHCRS COM ' T cells amd,
IFT-y prochaction was lower in W compared i oW {data not shown],
Thise coells reprosent classical Th eclls, and their lower froquency in
FW mdght be assockatod with the down-regalation of oollular immune
respanse. This event has been linked o pregnancy-relaved b
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In werms of pregnancy-related boomones, thae hevels of ostrsgen, bat
mil progesierone, positively carrdated with both whole CECR3 Y Ty,
cells, and IgG titers for HbsAgz and CMY. Thoese fidings are in
agreements with shadies that have shown the ability of cetrogen
v bl mamunbty (Grimaldi ot sl 2002; Bantehibel o 6l 2006).
Althnagh B oells have been deseribed a6 the dassical immuane target
oolls of estrogen (Grimaldi of al, 2002; Bentebibel et al, 2016), our
data suggests that estrogen may infloence antibody procoction via an
imncresed differentiation and for expansion of cinoulating Ty cells. Most
significantly, the i vitro cffects of estrogen on survival and function of
Tnummaan Ty cells will b investigated by our group.

Although the precise mechamisms peed o be fully elucklsted,
estrogen has been proposed as playing an important rede in autoimmu-
mity (Mackern-Obsertl of al, 2007), An increase in drculating PFD-1°
BCOS " Ty eells heas caverged a5 6 common featune in s brosd mnge of
auntpimmune diseases mediated by antibodics, such as lupas and
mewromyclitis optica (Bossaller et al, 2006; Proasconi e al., 2015;
fhang ot al, 2015, Fan ot al, 20016). There is a possibility that
deregulation in cither effector Ty, or Ty cells in an estrogen-dependent
manner, is associated with the pathogenesis of these aotsimmume
diseases. In summary, our data suggest an effect of pregnancy inoup-
regulating the cxpansion of G4 * T ool subsets specialized in belping &
cells o produce neulralizing antibodies. This phenomenon could be
related, a0 least partially, to pregnancy-relaied ostrogen lewels,
Althoagh this shsdy must be conducted in o larger mimber of subjects,
our findings cowdd belp to explain why pregnancy favors hamorl
imimmnity.
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1 | INTRODUCTION

Follicular heldper T cells (T, ) are an important subset of CO4" T cells
originally found in the germinal center of secondary lymphold organs

Wanahars and Moo contrimted ogqualy 40 this work

Abstract

Problem: Pregnancy appears to favor matemal antibody production. In contrast,
by damaging follicular helper T celis (T, ), HIV-1 infection compromises protec-
tive humoural immune response. Therefore, we aimed to investigate the frequency
of different T, -like cells in HiV-infected pregnant women (PW) before and after
antiretroviral (ARV) therapy.

Method of study: Peripheral blood manonuclear cells, CD4' T and B cells, were ob-
tained from asymptomatic HIV-1-infected non-PW and PW just before and after
ARV therapy. In some experiments, healthy HIV-1-negative PW were also tested.
The frequency of different T, -like cell subsets was determined by flow cytometry.
The plasma titers of IgG anti-tetanus toxoid (TT), anti-HBsAg, and anti-gp41 were
determined by ELISA. The in vitro production of total IgG, IL-21, and hormanes (es-
trogen and progesterone) was quantified also by ELISA,

Results: Our results demonstrate that antiretroviral (ARV) therapy was more efficient
in elevating the percentage of circulating IL-21-secreting T, cells in HIV-1-infected
pregnant women (PW) than in non-pregnant patients (nPW). Moreover, in co-culture
systems, CD4" T ceils from ART-treated PW were more efficient in assisting B cells
to produce IgG production. The in vivo anti-HBsAg IgG titers after ARV therapy were
also significantly higher in PW, and their levels were directly associated with both IL-
21'T,,, frequency and plasma concentration of estrogen.

Conclusion: In summary, our results suggest that pregnancy favors the recovery of Ty, -
like cells after ARV therapy in HIV-1-infected women, which could help these mothers to
protect their newborns from infectious diseases by transferring IgG across the placenta,

KEYWORDS
antiretroviral therapy, estrogen, HIV-1, 1gG, TFH cells

specialized for to assist B cells.' ¥ In the germinal center (GC), these
cells are characterized by a high expression of the transcription
factor B-cell | h 6 (Bek6), ch kine receptor CXCRS, pro-
grammed cell death receptor-1 (PD-1), Inducible T-cell co-stimulator
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{ICOS). CD4O ligand (CD40L/CD154), and the production of IL-21.*
® The interaction between these surface molecules expressed on
Tpyy cells with their ligands on B cells, together with IL-21 release,
provides signals for GC formation by inducing B-cell proliferation,
survival, and the differentiation of B lymphocytes into heavy chain-
switched and affinity-maturated antibody-producing plasma celfis.””
Additionally, long-lived memory B cells are also generated from GC
reactions.””

After supporting CG development, T, cells can leave secondary
follicles and join the pool of circulating memory T cells.’®*? These cir-
culating T, (T, ) cells, which are Bel-6-negative, express CD4SRO
and CXCRS.™ and they can assist B cells, at least partially, by secret-
ing large amounts of IL-21 and IL-10,*%*? Although most €Ty, cells do
not express 1COS or PD-1, a very small number of ICOS'PD-1" T,
cells (<1%) can be found,™ and this population Is quite efficient in
Inducing antibody production by memory B cells in vitro, '

Taking into consideration the protective role played by neutral-
Izing antibodies in response to infection or immunization, studies of
€T, ~cell behavior are essentlal, mainly in the context of HIV-1 infec-
thon in which these cells present the main site for vical reservoir and
replication.” ™ |n untreated HIV-1-infected patients, an increase
in Ty, cells in the lymph nodes has been associated with both vi-
raemia and hypergammaglobulinaemia. ™ This virus-induced dys-
functional Tp,-cell expansion not only favors viral persistence and
replication but also compromises the ability of patients to produce
specific neutralizing antibodies in response to co-infections and
vaccines.® % By contrast, in a small fraction of patients who spon-
taneously controlled HIV-1 replication, the maintenance of a high
frequency of functional cTp,, cells able to Induce broadly neutral-
Izing antibodies (bNabs) against different HIV-1 strains Is critical to
avold disease progression® This ph has been linked to
a large number of mutations in varlable 1gG regions due to the pro-
cess of somatic hyp tation. In agre ot with this finding. pas-
slve infusions of these 1gG antibodies reduced plasma viral loads in
both h and animal models.* ™ Furthermore, as expected, the
maintenance of functional Ty, cells is also associated with a better
response to various vaccines in HIV-1-infected patients.”** Since
damage in the T, -cell compartment is an event observed during the
acute phase of HIV-1 Infection, early antiretroviral (ARV) therapy en-
ables the preservation of T, function, ' Ag pregnancy favors ma-
ternal humoural immunity.”” the ARV effects an maternal T, may
help to reduce the risk of mother-to-child viral transmission,

It is known that successful pregnancy ks accompanied by immune
that att the production of embryotoxic cytokines
by paternal antigen-specific Th1 and Th17 cells.* On the other hand,
It appears that hormonal changes during pregnancy favor antibody
production by activated/memory B cells.*** This maternal immuno-
modulation not only avokis maternal fetus rejection but also enhances
antibody production by pregnant women following vaccination, which
promotes passive immunity via IgG transfer through the placenta and
breastfeeding,” In this context, a recent study published by our group
demonstrated that pregnancy favors an expansion of functional T,
cells, ™ This phenomenon was directly assoclated with estrogen levels

A latl

and anti-HBs IgG titers.*? Nevertheless, the impact of HIV-1 infection
on the homeostasis of cT, cells in pregnant women (PW) has not been
evaluated. Therefore, the objective of the present study was to inves-
tigate the frequency of different T_ike cells in HIV-infected PW prior
to and following ARV therapy.

2 | METHODS
2.1 | Patients and control subjects

For this study, blood samples were obtained from 60 asympto-
matic HIV-1-infected (HIV-1.pos) non-pregnant (nPW, n = 30) and
pregnant (PW, n = 30) women just before (during first trimester of
pregnancy) and approximately 5.4 months after (third trimester of
pregnancy) antiretroviral (ARV) therapy. As control, blood samples
from 30 healthy HIV-1-negative pregnant women (HIV-1.neg PW) in
the last trimester of pregnancy were also obtained. The women were
recrulted from Fernandes Figueiras Institute (IFF/FIOCRUZ-RJ),
Gaffrée and Guinle Hospital (HUGG/UNIRIO), and Pedro Emesto
Hospital (UERJ).

Clinical data from HIV-1-infected women were obtained from
medical records, including the antiretroviral scheme, CD4" and CD8"
T-cell counts and plasma viral load (PVL). Women who were taking
Immunosuppressive drugs or who had autolmmune diseases, cancer,
diabetes, allergic manifestation, and clinical or serological signs of
acute or chronic diseases, such as Influenza, HCV, and HBV, were ex-
cluded. We evaluated the impact of ARV therapy on antl-hepatitis B
1gG titers. All HIV-1-Infected patients (PW = 10 and nPW = 10) who
were not previously | ized against HBV infection (anti-HBsAg
18G <10 Ul/mL, and negative for IgG directed against HBcAg and
HBe antigens), recelved a three-dose hepatitis B vaccine schedule.
The evaluation of antl-HBsAg IgG was performed just before and
aspproximately 6 months after the first dose. Mareover, patients with
over 10 years since their last tetanus vaccination also received the
booster dose of tetanus toxold (TT) just before receiving ARV ther-
apy. Anti-TT IgG titers were evaluated prior to and 6 months after
the HIV-1 treatment.

This study was approved by the Ethics Committee for Research
on Human Subjects of the HUGG (UNIRIO), and written informed
consent was obtained from all pregnant women.

2.2 | Flow cytometry analysis

Mouse anti-human monoclonal antibodies (mAbs) to CD3-PE,
CDA-FITC/PECY?, CXCRS-PECYZ/PE, PDI-APC, IL-21-PE/APC,
IFN-y-PE/APC, IL-10-FITC/APC, IL-6-PE, and all isotype control
antibodies were purchased from BD Bilosciences. Whole periph-
eral blood of women from all different groups was stimulated in
24-well flat-bottom plates with phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA, 20 ng/mL: Sigma-Aldrich) plus lonomycin (10, 600 ng/
mL: Sigma-Aldrich] at 37°C in a humidified 5% CO, Incubator
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for 4 hours. For cytokine measurement optimization, brefeldin A
(10 pg/mL; Sigma-Aldrich) was also added. Briefly, whole blood
cells were Incubated with various combinations of mAbs for sur-
face markers, for 30 mi at room perature in the dark, ac-
cording to manufacturer's instructions. The cells were washed with
PBS + 2%FBS, and then, the whaole blood cells were lysed with Fix/
Lyse solution (eBioscience) for 10 minutes at room temperature
before cell permeabilization, that was performed by Incubating
cells with Cytofix/Cytoperm solution (BD PharMingen) at 4°C for
20 minutes. After washing, the mAbs for intracellular staining (IL-
21-PE/APC, IFN-y-PE/APC, IL-10-FITC/APC, IL-6-PE) were added
in different combinations and Incubated for 30 minutes at 4°C.
The cells were acquired on Accurl C6 (Accuri™) or Attune NxT flow
cytometers (Thermo Fisher Corporation) and analyzed using Ctlow
(Accuri™). Isotype control antibodies and single-stained samples
were used to periodically check the settings and gates on the flow
cytometer. After the acquisition of 100 000-200 000 events, lym-
phocytes were gated based on forward and side scatter properties
after the exclusion of dead cells, by using propidium lodide, and
doublets. Additionally, gated cells were negative for CD14 marker.

2.3 | IgG quantification in CD4 T/B-cell co-cultures

To purify CD4" T and B cells, peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) were obtained from Ficoll-Hypaque gradients and then
submitted to negative selection using magnetic columns according
to manufacturer's instructions (EasySep™, Stemcell Technologies).
Briefly, 50 ul of the isolation cocktall was added to a PBMC sus-
pension (1 x 107 cells/1 mL) In & 14-mL tube. After rapidly mixing,
the suspension was incubated for 10 minutes at room temperature,
Then, already homogenized RapidSphere suspensions were added
to the cell suspension at 100 pL for CD4' T cells and 150 pL for
CD19" cells (B cells). After rapidly mixing, the cell suspension was
Incubated at room temperature for 5 minutes. Finally, 4 mL of HBSS
solution was added to the cell suspension and, after pipetting. the
tube was then placed on the magnet for 5 minutes and superna-
tants were recovered. The purity of COA" T cells and B cells was
»98%, as ed by flow cyt try (data not shown). To evals-
ate the In vitro production of IgG, COA" T-cell (1 x 10*/500 pL) and
B-cell (1 x 10%/500 pL) co-cultures were stimulated with 1 pg/mb
of Staphylococcal enterotoxin B (SEB) from Staphylococcus aureus
(Sigma-Aldrich Co). The cells were maintained at 37°C In & humidi-
fled 5% CO2 incubator. After & days, the supernatants were col-
lected and the concentration of IgG determined by human IgG ELISA
kit (ab195215). Briefly, 100 uL of supematants were added to each
well containing antl-1gG primary antibody. Then, the cells were Incu-
bated for 1 hour, washed and treated with 100 ul of the biotinylated
secondary IgG antibody for antl-IgG. Finally, 100 ul of the strepta-
vidin-horseradish peroxidase conjugate enzyme was added to the
wells and then the TMB substrate (3.3,5.5" tetramethylbenzidine).
Plates were read at 450 nm In ELISA reader (Dynex Technologles).

The results were interpolated from standard curve construct by
using IgG ranging from 0.23 to 15 ng/mL.

2.4 | Quantification of secreted IL-21

The quantification of IL-21 In supernatants of SEB-activated CD4'
T/B-cell co-cultures was performed using OptEIA ELISA kits (BD
PharMingen), according to manufacturer’s instructions. Briefly,
each assay was performed using pairs of mAbs directed to human
IL-21. The reaction was revealed with streptavidin-horseradish per-
oxidase, using 3,355 -tetramethylbenzidine (TMB) as substrate.
Recombinant human cytokines, st concentrations ranging from 3.5
to 500 pg/mL, were used to construct standard curves.

2.5 | Quantification of anti-HBsAg, anti-TT, and
anti-gp41 immunoglobulins

The anti-hepatitis B (HBsAg) and tetanus toxold (TT) titers were de-
termined through ELISA kits (BioClin for antl-HBV IgG and Creative
Disgnostics for anth-TT IgG), according to manufacturers’ nstruc-
tions, Reagents supplied by the manufacturer were used to con-
struct the standard curve from 0-500 mUI/mL to anti-HBsAg 1gG
and 0-5 IU/mL to anti-TT IgG. The anti-HIV-1 titers were determined
by ELISA. Briefly, serum samples were added to the wells previously
coated with gpd1 and incubated for 1 hour at 37°C. After washing,
bound antibodies were detected by goat anti-human Ig's peroxidase
conjugate (120 minutes at 37°C), followed by substrate [TMB) Incu-
batlon for 25 minutes at room temperature. The OD was obtained by
reading the samples at 450 nm,

2.6 | Hormone determination

Peripheral progesterone and estrogen levels were measured using
Abcam's ELISA kit, according to manufacturers' Instructions.
Reagents supplied by the facturer were used to construct the
standard curve from O to 1000 pg/mL for estrogen and O to 40 ng/

mi, for progesterone.

2.7 | Statistical analysis

The statistical analysis was performed using Prism 5.0 software
(GraphPad Software). Comparisons between iImmune assays in the
cell cultures from the two different groups (patients and control)
were performed with two-way ANOVA, Within each experimen-
tal group, the varlables were analyzed using Wilcoxon test and
Student’s t test. Correlations between varlables were ascertained
using Pearson’s correlation. Significance in all experiments was as
P < .05
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3 | RESULTS

3.1 | Theimpact of pregnancy on T, -like cell
subset recovery in ARV-treated HIV-1-infected
women

To evaluate the impact of pregnancy on T, -like subset recovery in
HIV-1-infected women, peripheral blood samples were drawn from
60 asymptomatic pregnant (PW) and non-pregnant (nPW) patients
Just before (first trimester in PW) and after (at the end of third tri-
mester of pregnancy) ARV treatment (Table 1). As expected, ARV
treatment significantly reduced plasma viral load (PVL) and elevated
CD4' T-cell counts in both HIV-1-positive groups. Notably, the PVL
at the end was significantly lower in PW group (Table 1). Concerning
ARV therapy, the great majority of patients were recelving either
idovudin lamivudine (3TC)lopinavir (LPV)/ritonavir (RTV)
or tenofavir (TOF)/ lamivudine (3TC)/ efavirenz schemes. No neonate
was born infected by HIV-1,
Taking into consideration the CXCRS expression (Figure 1A). we
observed that ARV significantly diminished the percentage of total
€Ty -like cells, as well as PD-1" subset, only in HIV-1-infected PW

TABLE 1 Characteristics of the HIV-1-infected pregnant and
non-pregnant women®

No. of subjects

Mean age [y (50]] 276 41) 271(6.1)
Median T CD4' cell count [cells/ul (SD)|*

At baseline 401 (167} 556 (271)

End point 515(311) 651 (3104
Median T CD8' cell count [cells/ul (SDIJ*

At baseline 708 (291.1) 778 (310.3)

End point 417 (554) 591 (447)
Median viral load [coples RNA/mL (SD))'

At baseline 24500(26433) 16805

“7on)

End point 4200 (5409)" 105 (3701)*
Time of ARV therapy [d (SD'  189.1 (9.1) 151.4 (271)
Schedule ARV*

AZT/ITC/RTVILPY 16 16

TOF/3TC/EFZ 8 7

ATV/RTV/TDF/3TC 2 3

AZT/ITC/ATVIRTV 4 4

*The median count of CD4" and CD8" T cells before (at baseline) and
after (end point) antiretroviral (ARV) therapy.

*Median plasma viral load betore (at baseline) and after (end point)
antiretrovical (ARV) therapy [limit of detection: 40 coples/mL].

“Time before (st baseline) and after {eod point) antiretroviral (ARV)
therapy,

“Time of ARV therapy.

*ARV schedule: AZT (zidovudinel. 3TC (lamivudine), RTV (ritonavir), LPV
{lopinavir). TOF (tenolfovir), EFZ (efavirenz). and ATV (atazanavir).

P 05,

(Figure 1B). Regarding the cytokine profile, no significant difference
was observed between the two HIV-1-infected groups before ARV
therapy (Figure 1C). HIV-1 treatment reduced the proportion of
IL-6-secreting Tg, cells, but elevated the frequency of IFN-3" Tp-
cell subset in those patients (Figure 1C). More interestingly, in terms
of IL-21, the T, -cell signature cytokine,” ARV therapy was more
efficient in recovering the IL-21" CXCRS'CDA4 T-cell subset in PW
(Figure 1C). Finally, the percentage of IL-10" cell subsets was also
higher in PW after ARV therapy (Figure 1C). T cells assist B cells
to produce antibodies with heavy chain-switched and affinity-matu-
rated antibodies.”” In the present study, the levels of both IgG pro-
duction (Figure 2A) and IL-21 release (Figure 2B) were significantly
higher in SEB-activated CD4" T/B-cell co-cultures from ARV-trested
HIV-1-infected PW than in non-PW. Neither non-stimulated CD4&"
T cedls nor B cells, alone or in combination, produced IL-21 (data not
shown).

3.2 | The production of anti-HIV and anti-vaccine
antibodies in HIV-1-infected PW and nPW under
ARV therapy

It is known that functional Ty, cells, due to providing B cell help, are
Important for the production of antibodies protective against patho-
gens and vaccine antigens.'® Here, although antl-gpd1 antibody lev-
els were the same (n the plasma of HIV-1-infected PW and nPW
before and after ARV therapy (Figure 3A), the in vivo anti-HBsAg
1gG titers following HBY Immunization was significantly higher in
ARV-treated PW (Figure 3B). Similar results were observed after
the booster dose of tetanus vaccine (Figure 38). Antl-HBsAg 1gG ti-
ters were directly correlated with both IL-217T, -like cell frequency
and plasma estrogen levels. Similar correlations were observed with
regard to the antl-tetanus toxoid (TT) IgG titers and IL-21'T, cells
(data not shown). No relationship was observed between anti-gpd1
antibodies and different T, -like cells and hormone levels (estrogen
and progesterone).

3.3 | HIV-1therapy during pregnancy
did not normalize the proportion of different T, -like
cell subsets

Our findings suggest that ARV showed greater ability to recover
IL-21-secreting T, -like cells in HIV-1-infected PW. However, tak-
Ing Into account the representative dot-plots shown In Figure 4A,
HIV-1 treatment was not able to normalize the mean percentage
of different cT . -like cell subsets observed in healthy HIV-1-nega-
tive PW (Figure 4). The percentage of total T, -like cells, and the
PD-1" subset, as well as those positive for IFN-y, IL-10, and IL-
21, were significantly lower In samples from HIV-1-infected pa-
tients (Figure 48.C). By contrast, no difference was observed for
IL-6" Ty like cell subsets between the two experimental groups
(Figure 4C). In terms of circulating antibodies, anti-HBsAg 1gG
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FIGURE 1 The impact of antiretroviral [ARV) therapy on the percentage of cytokine-producing CXCRS' CD4" T cells In HIV-1-infected
pregnant (PW) and non-pregnant (nPW) women. In (A) representative Dot-Plots and histograms of CXCRS' CDA'T-cell subsets in PW
Infected by HIV-1 before (Naive) and after ARV therapy. In (B), the mean percentage of circulating T, -like cells, and PD-1" T, -like cell
subsets in PW and nPW. In (C), the mean percentage of different T,”-llhr cells able to produce IL-6, IFN-y, IL-10, and IL-21 from virus-
Infected PW and nPW was determined by cytometry after stimulation with PMA plus lonamycin for 4 h. The mean values were compared,
and the significant P values shown in the figure
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FIGURE 2 The impact of pregnancy on functional recovery of IL-21-producing CDA" T In ARV -treated patients, In (A), CD4" T cells, and
B-cell co-cultures from ARV-treated HIV-infected PW (n = 15) and nPW (n = 15) were stimulated with SEB (1 pg/mL) for 6 days and both IgG
production (A) and I1L-21 release (B) were dosed In the supernatants by ELISA, The mean values were compared and the P values presented
In the figures

titers were also significantly higher in healthy HIV-1-negative PW 4 | DISCUSSION
(Figure S5A). Finally, concerning hormones (Figure 58,.C), HIV-1-in
fected PW have significantly lower estrogen levels than healthy Some studies have reported a tendency of pregnancy 1o enhance ac

PW (Figure 5C) quired humoural lmmunity by favoring the expansion of memory B
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FIGURE 3 The invivo anti-HIV-1 and antl-vaccine antibodies in HIV-1-infected women before and after ARV. The levels of antibodies
against anti-gpd1 (A), as well as anti-HBsAg (B) and anth-TT (C) IgG after immunization/booster, were quantified in the plasma of nPW and
PW before and after HIV-1 treatment by ELISA. The mean values in nPW and PW were compared and the P values presented in the figures

and Tpy cells. ™ In contrast, by infecting Ty, cells, HIV-1 primarily
damages the production of neutralizing antibodies,™ In the present
study, we observed that pregnancy favors better recovery of dreulat-
Ing IL-21-producing T, -like cells after ARV therapy in HIV-1-infected
women.

Despite a decline in total CDA™ T cells, an expansion of dysfunc-
tional Ty, cells Is observed in the lymph nodes of HIV-infected in-
dividuals, ' and this phenomenon s associated with high rates of
viral replication in these cells.*® Consequently, all events sssoclsted
with germinal center reactions are compromised, which reduces the
generation of memory B cells and the production of neutralizing an-
tibodies against ditferent pathogens, 04%26.33.34

Antiretroviral treatment classically reduces PVL and elevates
CDA' T cells in HiV-infected patients, However, the functional re-
constitution of COA" T cells may be partial and not seen in <1-2 years
of successful ARV therapy.” Boswell et al'* observed an in-
crease in the frequency of circulating Ty, cells 1 year after starting
ARV therapy, Study published by our group performed in healthy
HIV-1-negative women demonstrated that pregnancy, during the
third trimester, favors expansion of different €T, -cell subsets,™ In
the present study, before introduction of ARV therapy, no differ
ence was observed regarding the percentage of ¢T,, cells among
non-pregnant or pregnant patients in the first trimester of preg-
nancy. Nevertheless, both of patient groups responded differently
to the ARV therapy. We did not observe any change in the percent-
age of CXCRS'CDA" T or CXCRS'PD-1"CD4" T cells in non-pregnant
patients after approximately 6 months of ARV therapy. This could be
explained by the short HIV-1 treatment time, In pregnant patients,
on the other hand, the frequency of those cells diminished follow-
Ing ARV therapy. There Is no clear explanation for this difference;

however, it could be explained, at least partially, by the immunolog-
ical changes that occur during pregnancy. such as in the cytokine
profile,

In this context, high levels of IL-6 observed during HIV-1 in-
fection appear to promote the expansion of dysfunctional T
cells ¥ In the present study, ARV therapy reduced the frequency
of circulating IL-6-secreting T, -like cells in both groups of
HIV-1-infected women, but increased the proportions of IL-10"
Ty -like cells only In pregnant patients, There is a possibility that
the reduction in IL-6 production assoclated with an elevated IL-10
release In pregnant patients may contribute to attenuating the ex-
pansion of dystunctional Tth-like cells. This phenomenon can be
linked to the ability of IL-10 to reduce both IL-6 production™ and
HIV-1 replication. ™ Although we did not investigate this relation-
ship, better virological response to ARV therapy was observed
among our PW.

More interestingly, pregnancy affects the efficiency of ARV
therapy in elevating different circulating cytokine-secreting T, -cell
subsets. Although HIV-1 trestment had Increased the frequency of
IFN-¢" T, -like cells in both HIV-1-infected groups of patients, ARV
was more efficient in elevating the proportion of IL-21-secreting
Ty like cells in PW.IFN-y Is important to induce HIV-1-specific IgG
antibodies.'® Some Ty, cells, named Ty 1 cells, co-express CXCR3
and produce IL-21 and IFN-1.** The frequency of this T,, -cell sub-
set during acute HIV-1 infection correlates negatively with set point
viral load and positively with anti-p24 IgG titers.*’ Interestingly, &
higher frequency of CXCRI'CXCRS'CDA" T cells able to produce
IL-21 and IFN-y has been observed in healthy HIV-1-negative PW
during the third trimester of gestation, as compared with nPW
ones.” Here, there Is & possibility that ARV raised the frequency
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- like cell subsets in HIV-1-infected pregnant women. In

(A), representative dot-plots and histograms of different T, -like cell subsets in healthy HIV-1-negative PW (PW. HIV-1neg) and ARV-treated

PW patients (PW.HIV-1,pos) during the last trimester of pregnancy. In (B), mean values of T

(C), the proportion of different cytokine-producing T

Aike cells, and those positive for PD-1, and in

"

Aike cells. The mean values were compared, and the P values are shown in the figure
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FIGURE 5 The plasma levels of antl g 240 4 804 £
HBYV IgG and hormones in PW infected or 1804 60 4 94
not with HIV-1, The titers of IgG against 120 40+ 64
HBsAg (A), as well as plasma levels of ’ 20
progesterone (B) and estradiol (C), were 601 1 34
determined by ELISA apart from the 0 v 0 v 0

plasma of uninfected (n = 30) and ARV-
treated HIV-positive (n = 30) PW during
third trimester of gestation

&

of T, 1 cells in HIV-1-positive PW. Unfortunately, due to our tech-

nical limitations, we were unable to investigate what proportion of

IFN-y-producing T,,, cells detected in HIV-1-infected PW is positive

L)
for IL-21 and CXCR3
A higher tendency of pregnancy In favoring an increase in cir

culating IL-21-secreting T, -Nke cells could help immunized healthy

#
‘l

N

&

mothers to protect their newborns from infectious diseases by

\f \f
& ¢

tranaferring IgG across the placenta and breastfeeding. In our pres
ent study, both IL-21 release and IgG production were significantly
higher in CDA" T and B-cell co-cultures from ARV -treated PW in
response to Staphylococcal enterotoxin B (SEB) from S, ourews than
In HIV-1-positive nPW.
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In the context of HIV, neutralization of antibodies for differ-
ent HIV-1 strains has been observed among patients who sponta-
neously control the virus. > This event may contribute to a reduction
in mother-to-child viral transmission, despite the classical attenua-
tion of cellular i response during the pregnancy.®’ Here, ARV
therapy did not alter anti-gp41 1gG titers in our experimental groups.
Although anti-gp41 IgG is produced early during HIV-1 Infection, its
presence was not correlated with virus clearance, probably due to
both insufficlent quantity and/or low atfinity.** On the other hand,
anti-p24 IgG titers were significantly higher in HIV controllers than
in progressors.*® Unfortunately, we do not have kits available to
carry out the dosage of antibodies against antigens other than the
gp41 protein. Otherwise, the in vivo anti-HBsAg and anti-tetanus
toxold 1gG titers following | /booster were higher in
ARV-treated PW. In addition, anti-HBsAg IgG titers were directly
correlated with both IL-21'T, -like cell frequency and plasma es-
trogen levels. The better recovery In humoural events should be
Inherent to pregnancy status. Indeed, in our previous study, periph-
eral estrogen levels were positively related to both PD-1" CXCR3'
Tpy cells and plasma anti-HBs IgG antibodies in healthy PW during
the third trimester.™ Is it possible that pregnancy-related levels of
estrogen enhance functional status of T, * and B cells,”® even in
the context of HIV-1 infection. Although we did not analyze the
percentage of CXCR3 Ty, -cell subset in the samples from HIV-1-in-
fected women, pregnant patients responded better to ARV therapy
by recovering functional T, cells. Nevertheless, both anti-HBsAg
18G titers and the percentage of T, -like lymphocytes, able to pro-
duce IL-21, IL-10, and IFN-y, were significantly higher in healthy PW
than in HIV-1-positive PW. These findings show the negative im-
pact of HIV-1 infection on Ty, cells and reveal the inability of ARV
therapy to restore these cells over the short term. It is possible that
Immune recovery of these cells probably continues after delivery,
Unfortunately, we could not adequately assess the long-term effect
of ARV therapy on the frequency of different T, -like cells, since all
PW were discharged from hospital after delivery.

Estrogen levels could contribute to the difference between the
two groups. A study published by Fu et al” demonstrated that high
concentrations of estradiol would decrease the need for costimu-
lation by the T, in B cells for the synthesis of antibodies. In com-
parison with the healthy group, HIV-1-infected pregnant women
have significantly lower estrogen levels. To date, the cause(s) for this
lower estradiol plasma concentration assoclated with HIV-1 infec-
tion s unclear. It is possible that HIV-1 replication in the deciduous
cells of the placental environment reduces the production of estra-
diol** Another mechanism may involve ARV therapy. Some studies
report effects on the reduction In serum estradiol through the ad-
ministration of protease inhibitors and non-nucleoside reverse tran-
scriptase inhibitors during the treatment of HIV-1-infected women
with oral contraceptives. ***”

In conchusion, our results suggest that pregnancy, probably by
elevating circulating levels of estrogen, favors a better functional
circulating T, -cell recovery in HIV-A-infected women after ARV
Introduction, This phenomenon could help virus-infected mothers

to protect their newborns from infectious diseases by transferring
18G cross the placenta. Furthermore, in the context of HIV infec-
tion, more studies will be necessary to evaluate whether this preg-
nancy-related event persists longer, making the women more prone
to produce broadly neutralizing antibodies against the virus, which
could be critical to slow down disease progression and vertical virus
transmission.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
Neuromyelitis optica spectrum disorders
Aquaporin-4

Folicular helper T cell

Cytokines

Due to their function in assisting B cells, Ty cells may be involved in the production of pathogenic IgG in
neuromyelitis optica spectrum disorder (NMOSD). In the present study, the proportion of IL-6 * and IL-17 " Tpy
cell subsets was higher in NMOSD patients than healthy individuals. The frequency of both Tey cell subsets were
directly associated with disease activity. By contrast, NMOSD patients with a higher proportion of IL-10" Tgy
cell subsets showed a lower neurological disabilities score. In summary, all findings suggest that expansion of

peripheral IL-6* and IL-17"* Tpy cells may be involved in the severity of NMOSD.

1. Introduction

Neuromyelitis optica spectrum disorder (NMOSD) is an auto-
immune inflammatory disease of the central nervous system (CNS),
which is mostly characterized by severe simultaneous or sequential
episodes of optic neuritis and/or transverse myelitis (Wingerchuk et al.,
2015a, 2015b), but also affects other areas in the CNS (eg., brainstem
and hypothalamus) (Kinoshita et al, 2009). In terms of im-
munopathogenesis, growing evidence has suggested the involvement of
autoantibodies, mostly the presence of anti-aquaporin 4 (AQP4) anti-
body (Ab), in spinal cord lesions (Kinoshita et al., 2009; Wingerchuk
et al., 2015a, 2015b). AQP4 is a water channel protein expressed in
astrocyte foot processes in association with excitatory aminoacid
transpoter-2 (EAAT2) (Hinson et al., 2008). The anti-AQP4 Ab is pre-
sent in approximately 90% of patients with classical NMO and > 50%
of patients with NMOSD (Wingerchuk et al., 2015a, 2015b). In addi-
tion, an average of 20% of NMOSD patients negative for anti-AQP4 Ab
have IgG against myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG)
(Wingerchuk et al., 2015a, 2015b). Some evidence has indicated that
seropositivity for anti-AQP4 Ab, but not for anti-MOG Ab, correlates

with disease severity (Jarius et al., 2014; Sato et al., 2014). This dele-
terious relationship between presence of anti-AQP4 Ab and neurolo-
gical disabilities should be associated with astrocyte damage, induced
by complement deposition (Hinson et al., 2008) and neutrophil-medi-
ated antibody-dependent cytotoxicity (Jasiak-Zatonska et al.,
2016), as well as glutamate-mediated neurotoxicity due to lower
EAAT?2 availability (Hinson et al., 2008). Although the involvement of
autoantibodies in NMOSD is recognized, CD4" T cells might also be
implicated in the disease, particularly follicular CD4™ T cells, named
Ty cells (O, 2016).

Human Ty cells represent a distinct subset of CD4 ¥ T cells found in
secondary lymphoid organs and constitutively express the chemokine
receptor CXCR5, which allows them to migrate into the lymphoid fol-
licles (Qi, 2016). These cells are also characterized 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), CD40
ligand (CD40L/CD154) and the production of IL-21 (Qi, 2016). Teu
cells provide signals for GC formation by inducing B cell proliferation,
survival and the differentiation of B lymphocytes into heavy chain
switched and affinity maturated antibody-producing plasma cells.
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Moreover, long-lived memory B cells are also generated from GC re-
actions (Qi, 2016).

After supporting CG development, Ty cells can leave secondary
follicles and join the pool of circulating memory T cells (Qi, 2016;
Tangye et al., 2013). In the periphery, these cells are Bcl-6 negative and
only a very low fraction (< 1%) co-express PD-1 and 1COS. When ac-
tivated, these cells produce high levels of IL-21, the signature cytokine.
In the context of autoimmunity, an increase in IL-21-secreting CXCR5™
CD4" T cells has been observed in patients suffering from rheumatoid
arthritis (AR) and systemic lupus erythematous (SLE) (Rasmussen,
2008). Besides producing IL-21, a study by Morita et al. (2011) de-
monstrated the existence of different circulating Ty cell subsets able to
produce other pro-inflammatory cytokines, such as IFN-y (Tg,1) and IL-
17 (Tpgy17).

Using PD-1, ICOS and CXCR5 markers to define Ty cells, some
authors have demonstrated a higher frequency of these cells in NMOSD,
mainly among relapsing patients (Li et al., 2015; Fan et al., 2016; Zhao
et al., 2017). Nevertheless, the contribution of different cytokine-se-
creting Ty cell subsets in NMOSD had not been determined to date,
and, in the present study, we observed that an expansion of IL-17 and
IL-6™ Tgy cell subsets in NMOSD with seropositivity for anti-AQP4 was
associated with disease activity.

2. Materials and methods
2.1. Patients

For our study, 26 patients (3 males and 23 females) with a diagnosis
for remittent recurrent NMOSD, according to Wingerchuk et al. (20154,
2015b), were recruited between 2016 and 2017 from Llagoa and
Clementino Fraga Filho Hospitals (Rio de Janeiro, Brazil) during clin-
ical remission (Table 1). The disability status was evaluated by two
neurologists (R.A. and S.A.L) at the time of the study, according to the
expanded disability status scale (EDSS) (Kurtzke, 1983). All patients
were receiving immunosuppressive drugs (Table 1). After recruitment
and blood sampling, the occurrence of clinical relapses were de-
termined during a 1-year follow-up. Relapse was defined as a sudden
appearance of new neurological symptoms and signs, or worsening of
existing symptoms, lasting for at least 24 h. As a control, 25 healthy
subjects, matched by age, sex, and racial background were recruited to
participate in this study. Of note, no subject had a clinical diagnosis of
any infection at the time of blood extraction.

After a complete deseription of the study to the participants, written
informed consent was obtained from each individual. The study was

Table 1
Subjects characteristics.
Control' NMOSD~
(n=25) (n=26)
Mean age in years (sd) 39.4 (15.9) 41.1 (18.1)
Male (%) 12 12
Disease duration (in years) NA' 6.7 (3-15)
P e anti-AQP4 Ab (%)° NA® 62
P e anti-MOG Ab (%)’ NA® 0
EDSS’ [mean (range)] NA* 4.2 (1-7)
Clinical relapses (%)" NA 46
NMOSD therapy (%) NA 100

! Healthy individuals.

* Relapsing-remitting NMO patients in clinical remission.

* Expanded Disability Status Scale.

4 Not analyzed.

® Positivity for serum anti-aquaporin-4 (AQP4) Ab or anti-MOG Ab was de-
termined by CBA assay.

© The occurrence of relapses one year after blood sampling.

7 Immunossupressor therapy at the moment of study: cyclophosphamide
(n = 3), azathioprine (n = 13), mycophenolate mofetil (n = 10).
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approved by the Ethics Committee for Research on Human Subjects of
the Federal University of the State of Rio de Janeiro (UNIRIO).

2.2. Flow cytometry analysis

Whole peripheral blood from healthy subjects and NMOSD patients
were briefly stimulated in 24-well flat bottom microtiter plates with
phorbol myristate acetate (20 ng/mL; Sigma-Aldrich) plus lonomycin
(600 ng/mL; Sigma-Aldrich) at 37 °C in a humidified 5% CO, incubator
for 4 h. For cytokine measurement optimization, Brefeldin A (10 pg/mL;
Sigma-Aldrich) was also added to the culture. To determine the circu-
lating percentage of cytokine-secreting Ty cell subsets, mouse anti-
human monoclonal antibodies (mAbs) against CD4-FITC, CXCR5-
PECy7/PE, IL-21-PE/APC, IFN-y-APC, IL-10-APC, IL-17-PECy7, IL-6-PE
and all isotype control antibodies were purchased from BioLegend (San
Diego, CA, USA). Briefly, blood samples were incubated with the
aforementioned mAbs against superficial molecules for 30 min at room
temperature in the dark, according to manufacturer's instructions. The
red blood cells were lysed, washed and, then, the cells were permea-
bilized by incubating cells with Cytofix/Cytoperm solution (BD
Pharmigen, San Diego, CA). After washing, the mAbs for intracellular
staining (IL-21-PE/APC, IFN-y-APC, IL-10-APC, IL-17-PECy7, IL-4-APC,
1L-6-PE) were added in different combinations. The different Ty, cell
subtypes were determined using Accuri C6 flow cytometer (Accuri™,
Ann Arbor, MI, USA) and analyzed using Cflow (Accuri™, Ann Arbor,
MI, USA). Isotype control antibodies and single-stained samples were
used to periodically check the settings and gates on the flow cytometer.
After acquisition of 200,000 events, lymphocytes were gated based on
forward and side scatter properties after the exclusion of dead cells and
doublets. Circulating Ty, cells were defined as CD3 * CXCR5 " 1L-21 .

2.3. ELISA technique

The circulating levels of different cytokines were quantified by
ELISA technique using OptEIA ELISA kits (BD, Pharmigen, San Diego,
CA), according to manufacturers instructions. Each ELISA was per-
formed using pairs of antibodies against IL-6, IL-17, IL-21 and IL-10.
The reaction was revealed with streptavidin-horseradish peroxidase,
using 3,3",5,5-tetramethylbenzidine (TMB) as a substrate. Recombinant
human cytokines, at concentrations ranging from 3.5-500 pg/mL, were
used to construct standard curves.

2.4. Cell-based assays

The presence of plasma anti-AQP4 and anti-MOG antibodies from
NMOSD patients was evaluated by cell-based assay (CBA). Briefly,
plasmas (diluted at 1/100 for AQP4-Ab and 1/640 for MOG-Ab) were
incubated at 4 °C for 20 min, with HEK293T cells previously transfected
with the respective plasmids (MOG or AQP4-M23) (Marignier et al.,
2013; Cobo-Calvo et al., 2016). The cells were fixed with paraf-
ormaldehyde (PFA) for 15 min and stained with a secondary goat an-
tibody against human IgG, conjugated with allophycocyanin (APC)
(Jackson Immuno Research Inc.). Results were analyzed using an Accuri
C6 cytometer (Accuri™, Ann Arbor,MI, USA) and FlowJo v10 software
(FlowJo, LLC).

2.5. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Prism 5.0 software
(GraphPad Software). Comparisons between immune assays in the cell
cultures from the control group and NMOSD patients were made using
two-way ANOVA. Within the patient group, Student's t-test was applied.
Correlations between variables were sought using Pearson's correlation.
Significance in all experiments was defined as p < .05.
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Fig. 1. The percentage of Try cell subsets in NMOSD patients. In (A), the strategy for gating the Try (CXCR5" IL-21" CD4") cells, and their cytokines-secreting
subsets. (B) Identification of peripheral Ty cells from the control group (n = 25) and NMOSD patients, soronegatives (anti-AQP4neg, n = 9) or soropositives (anti-
AQP4pos, n = 16) for anti-AQP4 Ab, was performed after brief stimulation (4 h) with PMA (600 ng/mL) plus lonomicina (20 ng/mL). In the figure shows the mean
(SD) and (**) and (***) indicate p < .001 and p < .0001 respectively, determined by the two-way ANOVA, In (C) and (D), the frequency of Tgy cells from NMOSD
patients is demonstrated in function of EDSS score (Pearson's correlation) and relapses (Student's test) occurrence during follow up (1 year), respectively. In (C) and

(D), the mean values were compared and the p values are indicated in the figures.

3. Results
3.1. Clinical parameters of individuals

Demographic and clinical features of the NMOSD patients and the
age-matched control group are shown in Table 1. As expected, the
majority of patients were women. The disability score ranged 1 to 7,
and the patients were receiving immunosuppressive therapy. In terms
of autoantibody status, 16 from 26 (62%) of NMOSD patients presented
antibodies (Ab) against AQP4 while no individual was positive for anti-
MOG Ab. Notably, all immune assays were performed during the clin-
ical remission phase (at baseline), and occurrence of clinical relapses
was observed in 12 patients during a 1-year follow-up. Regardless of
treatment scheme, the majority of patients (10/12) who relapsed had
an EDSS score = 5.

3.2, The frequency of different Ty, cell subtypes was associated with clinical
activity of NMOSD

Taking into consideration the CXCR5 and IL-21 markers (Fig. 14),
the proportion of circulating Ty was significantly higher in NMOSD
patients in comparison with the control group, notably among those
patients positive for anti-AQP4 Ab (Fig. 1B). No difference was ob-
served in the patient subgroups (p = .4340). Additionally, the fre-
quency of these cells did not correlate with either neurological dis-
abilities or occurrence of further relapses after blood sampling (Fig. 1C

14

and D). On the other hand, the proportion of IL-6 © and [L-17" T cell
subsets was higher in NMOSD patients than control group, mainly
among those seropositive for anti-AQP4 Ab (Fig. 2A). Moreover, the
frequency of those Ty cell subsets were directly associated with EDSS
score (Fig. 2B). Further, the occurrence of new relapses during follow
up (1 year) was observed among patients with a higher frequency of IL-
67 Ty cells (Fig. 2C). No difference was observed with regard to IFN-y-
secreting Try cells (Fig. 2A). Additionally, these [FN-y * Ty cell subset
was not associated with clinical parameters (Fig. 2B and C). By contrast,
a lower proportion of IL-10-producing Ty cells was identified in
NMOSD with anti-AQP4 antibodies (Fig. 2A), and their percentage was
positively associated with neurological disabilities (Fig. 2B).

3.3. In vivo IL-6 and IL-17 levels are correlated with Ty cells and disease
severity

Plasma levels of IL-6, IL-10, IL-17 and IL-21 were significantly
higher in NMOSD patients, regardless of anti-AQP4 antibody status, as
compared with the control group (Fig. 3A). Moreover, in vive IL-21, IL-6
and IL-17 levels were directly correlated with the frequency of Ty, cells
(IL-217), as well as those cells positives for IL-6 and IL-17 cytokines,
respectively (Fig. 3B). No significant correlation was observed between
1L-10 and IL-107 Ty cells. Finally, concerning plasma cytokines, while
11-6 levels were positively associated with EDSS (Fig. 3C), IL-6 and IL-
17, but not IL-21 or IL-10, were significantly higher among NMOSD
patients who relapse during the follow up (Fig. 3D).
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(D), eytokines values were stratified by oceurrence of clinical relapses during fallow up (1 year) ly. The (D) shows the mean (SD) and the p values were obtained by

the Student's t-test.

4. Discussion

It is believed that NMOSD immunepathogenesis involves the pro-
duction of pathogenic, IgG notably directed to AQP4. Nevertheless, the
synthesis of affinity matured IgG-producing plasma cells depends on
Teu cells, a distinct IL-21-producing CXCR5* CD4™ T cell subset (Qi,
2016).

Here, a higher percentage of Ty, cells, identified as being
CXCR571L-21", was observed in NMOSD following brief in vitro acti-
vation, mainly among patients seropositive for anti-AQP4 Ab.
Nevertheless, their frequency was not associated with clinical para-
meters. Tyy cells produce IL-21 in association with other cytokines

(Rasmussen, 2008; Morita et al., 2011; Tangye et al., 2013; Qi, 2016),
and, in the present study, an overpresentation of IL-6* and IL-17" Ty,
cells was associated with advanced neurological disabilities and oc-
currence of further relapses. To our knowledge, this is the first report
that suggested an involvement of different cytokine-producing T, cells
in NMOSD.

Some studies have demonstrated an expansion of PD-
17CXCR5" CD4" T cells in relapsing NMOSD patients (Li et al., 2015;
Zhao et al.,, 2017). However, none of these studies has demonstrated
any relationship between these cells and neurological disabilities. Al-
though Zhao et al. (2017) did not perform intracellular 1L-21 staining in
these cells, they observed a positive correlation between these cells and
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Fig. 3. (continued)

plasma levels of IL-21. In LES, a classical humoral autoimmune disease,
CXCR5"PD-171L-21"CD4™ T cells were directly associated with dis-
ease activity (Sawaf et al., 2016). Since PD-1 expression on Tgy cells
enhances the ability of these lymphocytes to help B cells (Tangye et al.,
2013; Onabajo et al., 2013; Qi, 2016), there is a possibility that PD-
17 Ty cells in the aforementioned NMOSD studies (Li et al., 2015; Zhao
et al., 2017) are positive not only for IL-21, but for other cytokines as
well. Another interesting finding by Zhao et al. (2017) study was the
ability of rituximab (RTX), a monoclonal against CD20 that depletes B
cells, in attenuating disease activity in NMSO patients. This beneficial
effect was related to a significant reduction of the frequency of circu-
lating Ty cells and IL-21 and IL-6 plasma levels. These findings are in
line with some clinical studies suggesting RTX as more efficient ther-
apeutic option in the NMOSD treatment (Kessler et al., 2016). None-
theless, take into account the ability of the bone marrow to restore
peripheral B cells, the development of a novel therapeutic drug for
depletion of circulating Ty, cells may provide long-term protection for

clinical attacks in NMOSD patients.

Concerning in vivo cytokines, the plasma levels of IL-6, IL-21 and IL-
17 were higher in NMOSD patients than in the control group. These
findings are in agreement with other studies demonstrating elevated
circulating levels of IL-6 and IL-21 in NMOSD patients (Fan et al., 2016;
Zhao et al., 2017). In addition, in our cohort, IL-6 and IL-17 con-
centrations were positively associated with clinical parameters. The
higher peripheral levels of IL-10 that could be produced by different
immune cells, in our patients showed an attempt to control the pro-
duction of pro-inflammatory cytokines.

Some evidence has linked IL-6 and 1L-17 to NMOSD pathogenesis
(Chihara et al., 2011; Wang et al., 2011; Barros et al., 2016). Indeed, a
recent study published by our group (Barros et al., 2016) demonstrated
an elevated percentage of circulating dual IL-6 and IL-17-secreting
CD4™ T cells positive for toll-like receptor (TLR) 2 and TLR4 in NMOSD
patients with advanced neurological disabilities. There is a possibility
that a fraction of these lymphocytes may become Ty, cells and thereby,
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support germinal center reactions. In the SLE animal model, the pro-
duction of autoantibodies was dependent on ICOS™IL-17 "IL-217 Tgy
cells (Wu et al,, 2008). Consistent with this finding, the percentage of
IL-6- and IL-17-secreting Tgy cell subsets was higher in our NMOSD
patients with anti-AQP4 Ab. Since IL-6 enhances the survival of plas-
mablasts, thereby promoting anti-AQP4 Ab production (Chihara et al.,
2011), the expansion of IL-6-producing Tey cells could help to at least
partially explain why seropositivity to anti-AQP4 Ab is related to more
attacks and diminished recovery in NMOSD patients (Sato et al., 2014).
Unfortunately, although it presents elevated sensitivity, anti-AQP4 IgG
dosage by CBA is not a classical quantitative. This means therefore, that
we are unable to perform any comparison between anti-AQP4 titers and
circulating Ty cells.

With regard to IFN-y-secreting Ty cells, little is known about this
follicular subset in autoimmune diseases (Che et al., 2016). In the
present study, no difference was observed with regard to peripheral
IFN-y-secreting Tyy; cells in NMOSD patients when compared to healthy
controls. These findings can be explained with previous studies that
showed a lower capacity of these cells to support Ab production when
compared with Tg;17 cells (Morita et al., 2011). Finally, a lower per-
centage of circulating IL-10-secreting Ty cells was identified in our
patients, notably among those with advanced neurological disabilities.
These findings are in agreement with some observations indicating a
critical role in controlling GC responses for regulatory IL-10 " FoxP3™
CD4 " T cells, named Ty cells, which are found in follicles (Sage and
Sharpe, 2016). Although our sample size was small, this data suggests
that a lower percentage of IL-10™ Tgy cells in NMOSD with anti-AQP4
Ab may fail to attenuate pathogenic Ty, cell subsets in NMOSD.

5. Conclusions

Although the sample size of the present study could be increased,
our data suggests that an increase in circulating IL-6 and IL17" Tgy
cells in NMOSD patients seropositive for anti-AQP4 Ab, associated with
lower frequency of IL-10" Ty subset, may contribute to the severity of
the disease. Although preliminary, our data can help to design new
immunotherapeutic tools to treat NMOSD.

Conflict of interest statement
All authors declare that there are no conflicts of interest.
Acknowledgements

This work was supported by Fundacao de Amparo & Pesquisa Carlos
Chagas Filho (FAPERJ) and Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico (CNPg).

References

Barros, P.O., Cassano, T., Hygino, J., Ferreira, T.B., Centuriao, N., Kasahara, T.M.,
Andrade, R.M., Linhares, U.C., Andrade, A.F., Vasconcelos, C.C., Alvarenga, R.,
Marignier, R., Bento, C.A., 2016. Prediction of disease severity in neuromyi S op-
tica by the levels of interleukin (IL)-6 produced during remission phase. Clin. Exp.
Immunol. 183, 480-489. htps://doi.org/10.1111/cei. 12733,

Che, Y., Qiu, I, Jin, T., Yin, F,, Li, M., Jiang, Y., 2016. Circulating memory T follicular
helper subsets, Tfh2 and Tth17, participate in the pathogenesis of Guillain-Barré
syndrome. Sci. Rep. 6, 20963. hitps://doi.org/10.1038/srep20963.

Chihara, N., Aranami, T., Sato, W., Miyazaki, Y., Miyake, S., Okamoto, T., Ogawa, M.,
Toda, T., Yamamura, T., 2011. Interleukin 6 signaling promotes anti-aquaporin 4
autoantibody production from plasmablasts in neuromyelitis optica. Proc. Natl. Acad.
Sci. U. 8. A. 108 (9), 3701-3706. https://doi.org/10.1073,/pnas. 1017385108,

Cobo-Calvo, A., Sepiilveda, M., Bernard-Valnet, R., Ruiz, A., Brassat, D., Martinez-
Yélamos, S., Saiz, A., Marignier, R, 2016. Antibodies to myelin oligodendrocyte
glycoprotein in aquaporin 4 antibody seronegative longitudinally extensive trans-
verse myelitis: clinical and prognostic implications. Mult. Scler. 22 (3), 312-319.
https://doi.org/10.1177/1352458515591071.

Fan, X., Jiang, Y., Han, J., Liu, J., Wei, Y., Jiang, X., Jin, T., 2016. Circulating memory T

98

Journal of Neuroimmunology 330 (2019) 12-18

follicular helper cells in patients with neuromyelitis opyica/Neuromyelitis optica
spectrum disorders. Mediat. Inflamm. 201 6https://doi.org/10.1155/2016/3678152.
3678152 104.

Hinson, SR., Roemer, S.F., Lucchinetti, C.F., Fryer, J.P., Kryzer, T.J., Chamberlain, J.L,
Howe, C.L, Pittock, 8.J,, Lennon, V.A., 2008. Aquaporin-4-binding autoantibodies in
patients with neuromyelitis optica impar glutamate transporter by downregulating
EAAT2. J. Immunol. 181, 5730-5737.

Jarius, S., Wildemann, B., Paul, F., 2014. Neuromyelitis optica: clinical features, im-
munopathogenesis and treatment. Clin. Exp. Immunol. 176 (2), 149-164. hitps:
org/10.1111 fcei 12271,

Jasiak-Zatonska, M., Kalinowska-Lyszczarz, A., Michalak, S., Kozubski, W., 2016. The
immunology of neuromyelitis optica—current knowledge, clinical implications,
controversies and future perspectives. Int. J. Mol. Sci. 17 (3), 273. https://doi.org/10
3390/ijms17030273.

Kessler, R.A., Mealy, M.A., Levy, M., 2016 Jan. Treatment of neuromyelitis optica spec-
trum disorder: acute, preventive, and symptomatic. Curr. Treat. Options Neurol. 18
(1), 2. https://doi.org/10.1007/511940-015-0387-9.

Kinoshita, M., Nakatsuji, Y., Moriya, M., Okuno, T., Kumanogeh, A., Nakano, M.,
Takahashi, T., Fujihara, K., Tanaka, K., Sakoda, 8., 2009. Astrocytic necrosis is in-
duced by anti-aquaporin-4 antibody-positive serum. Neurorepart 20 (5), 508.

Kurtzke, J.F., 1983. Rating neurologic impairment in multiple sclerosis: an expanded
disability status scale (EDSS). Neurology 33 (11), 1444-1452.

Li, Y.J., Zhang, F., Qi, Y., Chang, G.Q., Fu, Y., Su, L, Shen, Y., Sun, N., Borazanci, A.,
Yang, C., Shi, F.D., Yan, Y., 2015. Asssociation of circulating follicular helper T cells
with disease course of NMO spectrum disorders. J. Neuroimmunol. 278, 239-246.
https: oi.org/10.1016/j.jneuroim.2014.11.011.

Marignier, R., Bernard-Valnet, R., Giraudon, P., Collongues, N., Papeix, C., Zéphir, H.,
Cavillon, G., Rogemond, V., Casey, R., Frangoulis, B., De Séze, J., Vukusic, S.,
Honnorat, J., Confavreux, C., NOMADMUS Study Group, et al.,, 2013, Aquaporin-4
antibody-negative neuromyelitis optica: distinct assay sensitivity-dependent entity.
Neurology 80, 2194-2200. https://doi.org/10.1212/WNL.0b013e318206e917.

Morita, R., Schmitt, N., Bentebibel, S.E., Ranganathan, R., Bourdery, L., Zurawski, G.,
Foucat, E., Dullaers, M., Oh, S., Sabzghabaei, N., Lavecchio, E.M,, Punaro, M.,
Pascual, V., Banchereau, J., Ueno, H., 2011. Human blood CXCR5 (+) CD4(+) T
cells are counterparts of T follicular cells and contain specific subsets that differen-
tially support antibody secretion. Immunity 34 (1), 108-121. https://doi.org/10
1016/j.immuni.2010.12.012.

Onabajo, 0.0., George, J., Lewis, M.G., Mattapallil, J.J., 2013. Rhesus Macaque lymph
node PD1"CD4 * T cells express high levels of CXCRS and IL-21 and display a
CCR7"ICOS *Bel6™ T-follicular helper (TFH) cell phenotype. PlosOne 8, e59758.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0059758.

Qi, H., 2016 Oct. T follicular helper cells in space-time. Nat. Rev. Immunol. 16 (10),
612-625. https://doi.org/10.1038/nri.2016.94.

Rasmussen, T.K., 2008 Nov 1. Follicular T helper cells and IL-21 in rheumatic diseases. J
Immunol. 181 (9), 6038-6050.

Sage, P.T., Sharpe, A.H., 2016. T follicular regulatory cells. Immunol. Rev. 271 (1),
246-259. https://doi.org/10.1111/imr.12411.

Sato, D.K., Callegaro, D., Lana-Peixoto, M.A., Waters, P.J., de Haidar Jorge, F.M.,
Takahashi, T., Nakashima, I., Apostolos-Pereira, S.L., Talim, N., Simm, R.F., Lino,
A.M., Misu, T., Leite, M.L, Aoki, M., Fujihara, K., 2014 Feb 11. Distinction between
MOG antibody-positive and AQP4 antibody-positive NMO spectrum disorders.
Neurology 82 (6), 474-481. htip: doi.org/10.1212/WNL.0000000000000101.

Sawaf, M., Dumortier, H., Monneaux, F., 2016. Follicular helper T cells in systemic er-
ythematosus: why should they be considere as interesting therapeutic target? J
Immunol Res 2016, 5767106. https://doi.org/10.1155/2016/5767106.

Tangye, S.G., Ma, C.S., Brink, R., Deenick, EK., 2013. The good, the bad and the ugly -
TFH cells in human health and disease. Nat. Rev. Immunol. 13 (6), 412-426. htips://
doi.org/10.1038/nri3447.

Wang, H.H,, Dai, Y.Q iu, W., Lu, Z.Q., Peng, F.H., Wang, Y.G., Bao, J, Li, Y., Hu, X.Q.,
2011. Interleukin-17-secreting T cells in neuromyelitis optica and multiple sclerosis
during relapse. J. Clin. Neurosci. 18, 1313-1317. htps:/ /doi.org/10.1016/j jocn.
2011.01.031.

Wingerchuk, D.M., Banwell, B., Bennett, J.L., Cabre, P., Carroll, W., Chitnis, T., de Seze,
J., Fujihara, K., Greenberg, B., Jacob, A., Jarius, S., Lana-Peixoto, M., Levy, M.,
Simon, J.H., Tenembaum, S., Traboulsee, A.L., Waters, P., Wellik, K.E., Weinshenker,
B.G., 2015a. International consensus diagnostic criteria for neuromyelitis optica
spectrum disorders. Neurology 85, 177-189. https://doi.org/10.1212/WNL.
0000000000001729.

Wingerchuk, D.M., Banwell, B., Bennett, J.L., Cabre, P., Carroll, W., Chitnis, T., de Seze,
J., Fujihara, K., Greenberg, B., Jacob, A., Jarius, S., Lana-Peixoto, M., Levy, M.,
Simon, J.H., Tenembaum, S., Traboulsee, A.L., Waters, P., Wellik, K.E., Weinshenker,

G., International Panel for NMO Diagnosis, International Panel for NMO Diagnaosis,
2015b. International consensus diagnastic criteria for neuromyelitis optica spectrum
disorders. Neurology 85, 177-189. htips://doi org/10.121 2/WNL
0000000000001729. (Epub 2015 Jun 19).

Wu, HY ., Quintana, F.J., Weiner, HL., 2008. Nasal anti-CD3 antibody ameliorates lipus
by inducing an TL-10-secreting CD4+ CD25- LAP + regulatory T cell and is assaciated
with down-regulation of IL-17 + CD4 +ICOS + CXCR5 + folicular helper T cells. J.
Immunol. 181 (9), 6038-6050.

Zhao, C,, Li, H.Z, Zhao, D.D., Ma, C., Wu, F., Bai, Y.N., Zhang, M., Li, Z.Y., Guo, J., 2017
Mar 15. Increased circulating T follicular helper cells are inhibited by rituximab in
neuromyelitis optica spectrum disorder. Front. Neurol. 8, 104. hitps://doi.org/10.
3389/fneur.2017.00104.




99

3.4Artigo 4 — Pregnancy levels of estrogen and progesterone contribute to

humoral immunity by activating B /Trx cell axis (Artigo submetido)

Assunto:Eur. J. Immunology - Manuscript number €ji.202048658 submitted
Data:31/03/2020 18:30

De:European Journal of Immunology - 2 <onbehalfof@manuscriptcentral.com>

Para:chento@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
Center after logging into https://mc.manuscriptcentral.com/eurjimmu. If you have
difficulty using this site, please click the 'Get Help Now' link at the top right

corner of the site or contact the Editorial Office.

COVID-19 ALERT: Due to the constantly changing coronavirus situation worldwide,
there will be changing demands on our editors, referees and editorial office. This
may result in some delays in the processing and evaluation of your manuscript.
Thank you for your patience and please stay safe.

We would like to bring your attention to the new recent developments at the
European Journal of Immunology:

1. EJI is presenting a comprehensive flow cytometry resource, the Guidelines for
the use of flow cytometry and cell sorting in immunological studies. The Flow
Cytometry Guidelines not only highlight the latest trends and best practices in
basic and advanced flow cytometry but also re-enforce optimal sample preparation,
as well as data analysis, enabling the correct use of state of the art flow
cytometry for all involved in immunological research.
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/e31.201646632/pdf

2. As announced in the Editorial entitled "Fair play at EJI" by Prof. Andreas
Radbruch (http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/e31.201370012/pdf), we will
publish the correspondence of the peer review process of research articles,

including the referee reports and the author responses for all stages of the
submission, if the article is accepted for publication. There will be a link from
the published article to Publons, where all the peer review correspondence will be
shown. You can read more about the Publons service

at https://authorservices.wiley.com/Reviewers/journal-reviewers/recognition-for-



mailto:onbehalfof@manuscriptcentral.com
mailto:cbento@globo.com
mailto:ejied@wiley-vch.de
https://mc.manuscriptcentral.com/eurjimmu
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/eji.201646632/pdf
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/eji.201370012/pdf
https://authorservices.wiley.com/Reviewers/journal-reviewers/recognition-for-reviewers/publons.html

100

reviewers/publons.html

If you do not wish the peer review information to be published with your
manuscript, please let the editorial office (ejied@wiley.com) know. Please note

that opting out has no bearing on the peer review process or the handling of your
manuscript; this has been introduced as a benefit for authors to ensure that
reviewers write responsible reports that stand up to public scrutiny and to
demystify the peer review process for readers.

3. The European Journal of Immunology now works together with Wiley's Open Access
Journal, Immunity, Inflammation and Disease (www.immunityinflammationdisease.com),
to enable rapid publication of good quality research that is not found to reach the
threshold for publication in the European Journal of Immunology. Authors of papers
rejected by the European Journal of Immunology but felt to be a candidate for
publication in Immunity, Inflammation and Disease will be offered the option of

having their paper, along with any related peer reviews (if the manuscript has been
peer-reviewed), automatically transferred for consideration by the Editor of
Immunity, Inflammation and Disease. Authors will not need to reformat or rewrite
their manuscript at this stage, and publication decisions will be made a short time
after the transfer takes place.

4. New Publication Charges:

As of 1lst of February 2019, all color figures will be published at no extra charge.

For Authors who do not wish to publish their articles Online Open publication
charges are as follows (plus tax where applicable):

. Euro 500 for Technical Comments/Letters
. Euro 1000 for Short Communications longer than 5 pages
. Euro 1600 for Research Articles longer than 7 pages

For Authors who wish to publish their articles Online Open the publication charges
are included in the Online Open fee of Euro 3000.

If you want any further information on these recent initiatives or would like to
comment on them, please contact the editorial office (ejied@wiley.com).

We thank you for submitting your manuscript to the European Journal of Immunology.
Yours sincerely,
The Editorial Team

European Journal of Immunology

e-mail: ejied@wiley.com

www.eji-journal.eu

Get the latest articles delivered directly to your desktop ! Register now for the
free Wiley Alerting Service at
http://onlinelibrary.wiley.com/myprofile/alertManager



https://authorservices.wiley.com/Reviewers/journal-reviewers/recognition-for-reviewers/publons.html
mailto:ejied@wiley.com
http://www.immunityinflammationdisease.com/
mailto:ejied@wiley.com
mailto:ejied@wiley.com
http://www.eji-journal.eu/
http://onlinelibrary.wiley.com/myprofile/alertManager

European Journal of Immunology

Pregnancy levels of estrogen and progesterone contribute
to humoral immunity by activating TFH/B cell axis.

101

Journal:

European Journal of Immunology - 2

Manuscript ID

Draft

Wiley - Manuscript type:

Research Article

Date Submitted by the
Author:

n/a

Complete List of Authors:

Monteiro, Clarice; Microbiology and Parasitology
Kasahara, Taissa

Sacramento, Priscila; Microbiology and Parasitology
Dias, Aleida

Leite, Simone; Fernando Figueiras Institute

Silva, Vander; Oswaldo Cruz Foundation

Gupta, Sudhir; University of California Irvine
Agrawal, Anshu; University of California Irvine

Bento, Cleonice; Microbiology and Parasitology; Federal University of Rio

de Janeiro

Keywords:

Antibodies, B cells, CD4 T cells, Regulatory T cells

SCHOLARONE™
Manuscripts



102

Pregnancy levels of estrogen and progesterone contribute to humoral immunity

by activating Tru/B cell axis

Running title

Estrogen and progesterone modulate Trrn/B cell axis

Clarice Monteiro®P”, Taissa Kasahara®P”, Priscila M. Sacramento?, Aleida Dias?P,
Simone Leite®, Vander G. Silva®, Sudhir Guptad, Anshu Agrawald, Cleonice A. M.

Bento?°

From the 2Department of Microbiology and Parasitology/ Federal University of the State
of Rio de Janeiro; PPost-graduate Program in Microbiology/University of the State of
Rio de Janeiro, ¢Fernando Figueiras Institute /IOC, Rio de Janeiro, Brazil; Department
of Medicine, University of California, Irvine, CA, USA.

* The first two authors contributed equally to this work.

Corresponding author: Dr. Cleonice A. M. Bento, Department of Microbiology and
Parasitology, Federal University of the State of Rio de Janeiro, Frei Caneca 94; 20.261-
040, Rio de Janeiro, RJ, Brazil. Tel.: + 55-21-2531-7906; Fax: + 55-21-2531-7906; e-

mail address: cbento@globo.com

Keywords: Trn cells, B cells, estrogen, progesterone, anti-HBsAg IgG


mailto:cbento@globo.com

103

ABBREVIATIONS

Bcl-6 - Transcription factor B cell lymphoma-6
CMV - Cytomegalovirus

cTrH — circulating T follicular helper

cTrr - circulating follicular regulatory T cells
E2 — 17B-estradiol

ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assay
ER — estrogen receptor

GC - Germinal center

HbsAg - Hepatitis B superficial antigen
HBV - Hepatitis B virus

HIV - Human immunodeficiency virus

ICOS - Inducible T-cell co-stimulator

IgG - Immunoglobulin G

IL - Interleukin

mADs - Monoclonal antibodies

nPW - Non-pregnant women

P4- progesterone

PD-1 - Programmed cell death receptor-1
PMA - Phorbol 12-myristate 13-acetate
PW - Pregnant women

Th - T helper



104

Abstract

Circulating Trn (CTrH) cells express CXCR5, PD-1 and, when activated, ICOS and
release IL-21. According to the production of IFN-y, IL-4 and IL-17 and expression of
FoxP3, these cells are also classified as cTrul, cTrH2, CcTrnl7 and cTrrcells,
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
cTrH cells was directly correlated with estradiol levels. In vitro, pregnancy-related dose
of 17-B-estradiol (E2) directly increased the percentage of different cTrn subsets.
While E2 and progesterone (P4) increased the proportion of differentiated Trn cells
derived from naive 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/Trn cell co-cultures, E2, in the presence
of P4, increased the production of total 1gG. Finally, among the hormones, P4 was
stronger in up regulating the percentage of IL-10Trr cells. Collectively, our findings
suggested that E2 and P4 cooperate in the humoral immune response by favoring the

expansion of different cTrn and B cell subsets.
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Introduction
Human follicular helper T (Ten) 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 I1L-21.2* The interaction
of Trn with B cells is facilitated by the production of CXCR5 ligand, the CXCL13
chemokine, by follicular cells associated with reduced expression of CCR7.% In addition
to ICOS/ICOSL, at the Trn/B cell level, positive signals are also triggered through
CD154/CD40 and IL-21/IL-21R interactions.®® Furthermore, Trn cell-derived IL-4
promotes B cell survival through inhibition of cell apoptosis®!!, and IL-10 and IL-6 that
promote plasma cell differentiation'?'#4 contribute to germinal center (GC) reaction.
Functionally, mature Trn 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.}** Additionally, GC-Trn cells are
important for the process of heavy chain class switching of antibodies.** Another GC-
Tru cell subset, called natural follicular regulatory T (Ter) cells (CXCR5*Bcl-
6"FoxP3*CD4"%), has been implicated in tolerance and regulate the production of
autoantibodies and autoantibodies-mediated autoimmune disease.*1¢
Circulating Trn (cTrn) and Trr (CTrr) cells have been identified among the pool of
memory Bcl-6- CD4* T-cells.1”18 According to the expression of CXCR3 and CCR6
markers, cTrn cells are classified as cTril (CXCR5*CXCR3*CCR67), CTrH2
(CXCR5*CXCR3CCR6") and cTrul7 (CXCR5'CXCR3CCR6"), all of them able to

efficiently induce antibody response by memory B cells*® In addition to IL-21, these
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different cTrn subsets can also produce, albeit in lower amounts, IL-4 (cTrn2), IFN-y
(cTrHl) and IL-17 (cTrH17).222 The expression of PD-1 and ICOS (less than 1% of
cTrn cells) identifies a more efficient cTrn cell subset.r”18 cTrr cells are identified by
intracellular expression of FoxP3.2223 Several investigators have reported a positive
association between the percentage of different subtypes of cTen cells and the
production of neutralizing IgG against human immunodeficiency virus (HIV) and
influenza.'824-26 Recently we have shown that pregnancy favors the expansion of cTrn
cells, that was directly associated with increased plasma anti-HBsAg IgG titers
following HBV immunization in healthy?” and HIV-1-infected pregnant women.?®
Furthermore, there was a positive correlation with the plasma levels of estrogen (E2)
but not with progesterone levels (P4).2728

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 Thl and Th17 cells.?®3 This phenomenon depends on the functional
expression of intracellular receptors for E2 isoforms (ERa and ERB) and P4 [PR and
glucocorticoid (GR)] on immune cells able to regulate the transcription of different
genes.335 In addition to inhibiting the expression of pro-inflammatory cytokines33-3> E2
and P4 increased the number and functional status of FoxP3* and FoxP3" regulatory T
cells,®*37 thus helping to prevent fetus rejection. On the other hand, pregnancy appears
to favor humoral response.®®3° Studies have suggested that this event is due to the
capacity of E2, via ERa, to promote B cell differentiation and immunoglobulin (lg)
production.?%-43 In the context of normal pregnancy, this biological phenomenon should
help to increase fetal protection against different pathogens from maternal 1gG

placental transfer.** We have previously reported 2728 a positive correlation between
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plasma E2 levels with cTru 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 17B-estradiol (E2) in directly favoring the expansion of Trn cell subsets and IgG
production. Furthermore, this hormone amplified in vitro Trn differentiation and I1L-21
production from circulating naive CD4* T-cells. Finally, both E2 and P4 up-regulated

the proportions of Trr cells, which could help to prevent autoreactive B cell activation.
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Results

Pregnancy-related levels of estradiol correlated with circulating Trn in women
immunized against HBV

Our previous study demonstrated that pregnancy favors the expansion of
circulating Trx (cTrH) cells.?” 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 Ul/mL of
anti-HBsAg IgG, pregnancy clearly amplified the in vivo production of these neutralizing

antibodies following immunization (Fig. 1F).

17-B-estradiol and progesterone modulate differently non-cTrx and cTrH cell subsets
The co-expression of CXCR5 and PD-1 is used to identify cTr+ cells.!* Following
the gate strategies shown in Figure 2A, we observed that 17-B-estradiol (E2), but not

progesterone (P4), increased the percentage of Trn 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 cTrn
cells positive for IL-21 and to a lesser extent IL-17, with no change in frequency of IL-4*
or IFN-y* cell subsets (Fig 2D). Concerning the role of both hormones on cytokine-
producing non-cTru cells, pregnancy-related doses of P4 but not E2, significantly
reduced the percentage of CXCR5CD4* T-cells capable of producing IL-4 and IL-17
(Fig. 2E). The frequency of IL-21* non-cTen cells was low and was not affected by
either hormone. Both E2 and P4 reduced the proportion of the IFN-y* subset (Fig. 2E).
On the other hand, P4 elevated the frequency of IL-10-producing non-Trx cells mainly
in the presence of E2 (Fig.2E).

Neither E2 nor P4 altered the proportion of Trr cells (CXCR5*FoxP3*CD4* T-cells)
(Fig. 3A and 3B). However, E2 and mainly P4, significantly up regulated the percentage
of IL-10* Trr cells (Fig. 3A and 3C). E2 also significantly increased the frequency of IL-
10- secreting FoxP3"CXCR5*Tru 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-B-estradiol and progesterone elevated the in vitro frequency of differentiated Trn
cells

In order to determine the ability of both hormones in modulating the in vitro
differentiation of Trn cells, naive 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-B*® 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 cTru cells. By contrast, only E2
amplified the release of IL-21(Fig. 4D). Neither hormone had any significant effect on
the percentages of differentiated Trul (CXCR3*CCR67), TrH2 (CXCR3'CCR67) and

TrHl7 (CXCR3'CCR6Y) (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 activation*’48 and plasma cell
generation.*® 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 naive B cells
(CD19*IgD*CD27") in PBMC cultures activated with SEB (Fig. 5B). The memory B cell
subset (CD19*lgDCD27*) 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 TrH cells help B cells to generate antibody-producing plasma cells'#, our
objective was to evaluate the ability of those hormones in modulating the in vitro
production of 1gG in Trn/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 cTrn cell frequency in women and men

We also analyzed the frequency of cTrH 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 (ERq)
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 ERa expression was also higher in a female sample when
compared with a male sample. The PGR expression was almost absent in CXCR5*

CDA4*T cells from a male (Fig. 7C).
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Discussion

Both 17B-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.>0-%3 |n
physiological concentrations, E2, via ERa, amplified many immune events, such as
TCR-stimulated T-cell activation and expression of MHCII,>455 expression of CD40 and
CD86°% on human myeloid DCs, as well as DC-derived IL-6, IL-23 and IL-12 production
in response to TLR ligands.5” Nonetheless, like P4, pregnancy-related doses of E2
downregulate some effector T cell-dependent inflammatory processes.>®>° Pregnancy
favors humoral responses#®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 Trn (CTrH) 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 cTru 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 studies?’2840-43 syggest that pregnancy-related levels of estradiol should improve
the cTrn cell function.Indeed, here, E2, but not P4, directly increased the frequency of
both cTen (PD1*CXCR5*) and ICOS*Ten 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 Tru cell differentiation and GC
formation.®® The study by Rider et al®! 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 Tru. In addition to ICOS
and CD154, some cytokines, particularly IL-21 released by Trn cells, have also been
implicated in B cell activation and antibody class switching.6263 Along with IL-21, smalll
amounts of IL-4, IL-17 and IFN-y can also be produced by cTrn2, cTrHl7 and cTrul cell
subsets, respectively.® In agreement with published literature>%® regarding cytokine
profiles, most Trx 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 cTrHl or cTru2 cells. In comparison with cTrrl cells, cTru2 and cTrrl7
phenotypes are known to provide efficient help to naive B cells.?® It is known that IL-
4*|L-21*CXCR5*CD4" T-cells positively correlated with total IgE in the blood of allergic
patients,%667 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 cTrHl cell subset may also be associated with lower IFN-y
production during pregnancy. Indeed, high E2 and P4 levels reduced the frequency of
CXCR5" Thl-like cells. Moreover, P4 but not E2 decreased the proportion of non-Trn
cells positive for IL-21, IL-4 and IL-17. These results suggested that E2 and P4 have
different immunomodulatory effects in non-Trx and Trx cells. Lower IFN-y production by
Thl-like cells should be pivotal to preventing fetus rejection by embryotoxic maternal
effector CD4* T and CD8* T cells,?°:30 but this phenomenon should contribute to known
maternal susceptibility to infection by intracellular pathogens %7 Finally, the ability of
pregnancy-related doses of E2 and P4 in controlling IFN-y production can also explain
why pregnancy is typically a stabilizing period in the clinical course of multiple

sclerosis’®"3, 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.’

In addition to reducing pro-inflammatory cytokines, the highest frequency of IL-
10*non-TrH 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.3*3" E2 and P4 modulated
the proportion of different subtypes of IL-10-secreting Tru cells. While E2 and P4
increased the proportion of the IL-10*Trr phenotype, identified by additional expression
of FoxP3, only E2 increased the percentage of IL-10"FoxP3 Tru cells. It is known that
Trer cells are particularly important in the suppression of autoreactive B cell
responses.”® However, FoxP3-IL-10* TrH cell subset can promote GC response.!976.77
Therefore, during normal pregnancy it is possible that cTrr 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 Tru cells and in vivo anti-HBsAg 1gG production
following HBV immunization was observed in both healthy and HIV-1-infected pregnant
women.?”?8 In the present study, E2, mainly in the presence of P4, directly increased
IgG production by B cells co-cultured with purified cTen 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
Parr® 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 naive CD4* T-cells into Trn cells; no changes were
observed in the proportion of Trul, Tre2 and Trul7 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 naive 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 (a and B) isoforms and PGR, respectively.”®’® In humans, ERa
signaling increases the production of B cell activating factor (BAFF), a vital cytokine for
survival and maturation of B cells,*® as well as increasing immunoglobulin
production.8%38 |nterestingly, estrogen response elements (ERE) region for ERa was
identified within the heavy chain switch (S) regions, indicating that this hormone can
directly regulate class switch recombinations.*? In the present study, quantification of
ERa and PGR via Real time PCR in one woman from our cohort demonstrated a higher
expression of ERa on CD45RA'CXCR5*CD4* T-cells when compared with CD45RA"
CXCR5 ones. Further, the expression of ERa on Trx-like cells was lower in a sample
collected from a male subject as compared to the woman, although Ten 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 Trn and Trr phenotypes is
probably important to avoid immune disorders mediated by excessive antibody
production. Indeed, mice deficient in Trr cells developed late-onset spontaneous
autoimmune diseases mediated by antibodies.?! Sex differences in Trn cells help B
cells contribute to sexual dimorphism in severity of experimental model for rheumatoid
arthritis.8 Moreover, uncontrolled IgG production in animals lacking functional ERa on
CD4* T-cells® should also be related to a loss of functional Trn cells. Furthermore, an
imbalance of Trr and Tru cells could result in abnormal germinal center response and
contribute to progression of pathogenesis of autoimmune diseases, as observed in
lupus.®* 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.®8 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.8’

In summary, our findings suggested that a combined and balanced effect of high
E2 and P4 levels on the non-Trx and Trr/Trr 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 cTrx 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
Ul/m), received a three-dose hepatitis B vaccine schedule. The evaluation of anti-
HBsAg IgG and Tru 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.
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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 x
108 /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 pL/mL) for 3 days or with 1pg/mL of
Staphylococcal enterotoxin B (SEB) from Staphylococcus aureus (Sigma-Aldrich Co)
for 6 days. The effects of hormones on cTrx cells were evaluated after addition of
pregnancy-related doses®’ of 17B-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 lonomycin (600
ng/mL; SigmaAldrich) for 4 hours in the presence of brefeldin A (10 ug/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 cTrn 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-y-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 (Accuri™ Ann Arbor, MIl, USA) or FACS LRS Il 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 Trn cells

Naive CD4* T-cells were obtained from PBMCs by negative selection using magnetic
columns according to manufacturer’s instructions (EasySep™, StemCell Technology,
Canada). The purity of CD4* T-cell was > 98%, as measured by flow cytometry (data
not shown). To induce Trn cell differentiation, 0.8 x 10° of naive 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 pL/mL) plus the recombinant human IL-12
(0.5ng/mL), IL-23 (25 ng/mL) and TGF-B (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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Trn/B cell co-culture assays

For cTrn and B cell cocultures, TrH 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 11 (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 (EasySep™,
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, cTrr (1 x 104100 pL) and B (2x 104100 pL) cells were stimulated with
1pg/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% CO:2 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 Trn/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 (HBsAQ) 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
Trn and non-Trw cells, 1x10% Try (CD45RA'CXCR5*CD4*) and non-Trn (CD45RA-
CXCR5CD4") cells were sorted from PBMCs according to the previous protocol using
BD FACS ARIA Il (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/ERa), Progesterone Receptor (PGR) , and GAPDH (as
internal control) (see Table 1, for a list of all primers). Relative gene expression was
guantified 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 cTrH 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 cTru cells and the anti-
HBsAg IgG in women immunized against HBV. PBMC cultures (1 x 108/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 lonomycin (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-Trxand Trx cells. PBMC cells (1 x 108/mL)
from healthy women (n=20) were stimulated with anti-CD3/anti-CD28 beads (10 uL/mL)
in the presence or absence of 173-estradiol (E2, 5ng/mL) and/or progesterone (P4, 50

ng/mL) every 3 days. In (A) representative flow cytometry dot-plots and histograms of



136

cytokine-producing CXCR5CD4* T (non-Trx) and different cTru (total CXCR5*PD-1*
and ICOS*CXCR5*PD-1* subset) cells. In (B) and (C), the mean percentage of the total
cTrn and ICOS™* cTrH cell subset, respectively. In (D), the mean percentage of different
CTru cells, and (E) non-Ten cells able, to produce IL-21, IL-4, IL-17 and IFN-y after the
addition of PMA and lonomycin 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 Trr cell frequency. PBMC cells (1 x 108/mL)
from healthy women (n=20) were stimulated with aCD3/aCD28 beads (10uL/mL) in the
presence or absence of 17B-estradiol (E2, 5ng/mL) and/or progesterone (P4, 50 ng/mL)
for 3 days. (A) Representative dot-plots of cTrr 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 cTru cell differentiation. Naive CD4*
T cells (0.8 x 108/2 mL) from healthy women (n=10) were stimulated with a-CD3/CD28
beads (10 pL/mL) in the presence of hriL-12 (0.5 ng/mL), hrlL-23 (25 ng/mL) and
hrTGF-B (5 ng/mL). In some wells, 17B-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 Trn (iTrH) cells was determined by cytometry. In (A) and (B)
representative dot-plots of Tru cells (PD-1*CXCR5*CD4*T cells) and TrHl
(CXCR3*CCR6), TrH2 (CXCR3CCR6) and Trul7 (CXCR3 CCR6Y) cells, respectively.
The mean percentage of cTen 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 108/mL) from healthy women (n=20) were stimulated with SEB (1ug/mL)
for 6 days and, following the strategies in (A), we determined the frequency of (B) naive
(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
Ten/B cell co-cultures. Purified Tru cells (CD4*CD45RACXCR5*) and B cells from
healthy women (n=10) were co-cultured in the presence of medium (negative control)
or stimulated with SEB (1ug/mL) for 6 days. Both 1gG 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. cTrn 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 ERa 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. DISCUSSAO

O sistema imunolégico atua, em conjunto, a fim de impedir que organismos
potencialmente patogénicos causem doenca no hospedeiro (ABBAS, 2012).
Entretanto, diversos eventos ambientais podem contribuir para uma alteragdo ou
desequilibrio dessa homeostase imune, como € o0 caso da gestacdo (KANDA;
TAMAKI, 1999). Sabendo que o0 sucesso da gravidez esta atrelado a uma
modulacdo negativa da resposta imune celular materna contra diferentes patégenos
com incremento na producdo de anticorpos IgG por células B de memoéria (KANDA,;
TAMAKI, 1999; MUZZIO et al., 2013); nossa primeira teoria foi de que, além das
células B, a frequéncia e a funcdo de outras células envolvidas na producdo de
anticorpos poderiam ser moduladas na gestacao, tal como as células TrH. As células
Trn podem ser identificadas principalmente pela expressao de CXCR5, PD-1 e pela
producdo de IL-21 (ONABAJO et al., 2013); e estdo envolvidas na resposta humoral
de alta eficiéncia por regularem positivamente varios 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 saudaveis no terceiro trimestre de gestacdo, quando
comparado a mulheres ndo gravidas. Enquanto PD-1 € importante na regulacao
negativa da atividade das células Tru N0 centro germinativo, a expressao de ICOS é
essencial para a geracao e a funcéo dessas células (CUBAS, 2013). De fato, alguns
estudos tém demonstrado uma maior frequéncia de células T PD-1* associada a
aceitacéo do feto e ao sucesso na gestacao (WANG et al., 2016) pela promocéo da
tolerancia imune (FU et al., 2011; GRIMALDI et al., 2002). Na circulagéo, apesar de
estudos mostrarem que menos de 1% das células cTri de memoria circulantes de
individuos saudaveis expressam ICOS (KIM et al., 2001; LOCCI et al.,, 2013;
BENTEBIBEL et al., 2013; MA et al., 2009; SALLUSTO et al., 1998), as células cTrH
ICOS*PD-1* seguido de células ICOSPD-1* sdo subtipos celulares considerados os
mais eficientes em auxiliar as células B (MA et al., 2015; MORITA et al., 2011,
SIMPSON et al., 2010).



147

De forma complementar, diferentes subtipos de células cTrs podem ser
identificados através da combinacdo da expressao dos marcadores CXCR3 e CCR6
(SCHMITT;BENTEBIBEL;UENO,2014), todos capazes de produzir IL-21, em trés
subtipos: CXCR3*CCR6°, CXCR3'CCR6" e CXCR3 CCR6°, denominados cTrHl,
cTrHl7 e cTrn2, respectivamente. No artigo 01, observamos uma maior
porcentagem de células cTrH CXCR3* e também cTri CXCR3*PD-1* em gestantes,
em comparacdo com mulheres ndo gravidas. Por limita¢cdes técnicas do momento,
ndo utilizamos o marcador CCR6 em nossas primeiras analises. Entretanto, dentro
desse subtipo celular CXCR3*, BENTEBIBEL e colaboradores (2013) demonstraram
uma correlacdo positiva entre a frequéncia de células cTrn CXCR3* ICOS* e a
producdo de anticorpos especificos contra Influenza apos vacinagdo. Além disso,
essas células cTrn foram capazes de produzir IL-2, IL-10, IL-21 e IFN-y quando
estimuladas in vitro com o antigeno do virus influenza (BENTEBIBEL et al., 2013).
Ademais, sabe-se que 0 subtipo CXCR5*CXCR3*CCR6", apesar de ndo ser muito
eficiente em auxiliar os linfocitos B naive in vitro, sdo capazes de induzir a
diferenciacdo das células B de memadria em plasmdcitos através da secrecdo de IL-
21 e IL-10 (BENTEBIBEL et al.,, 2013). Estudos mais recentes também tém
demonstrado uma correlacdo positiva entre as células cTry PD-1* e 0s niveis de
anticorpos apos vacinacao (HEIT et al., 2017). No contexto da gestacao, a resposta
protetora mediada por vacinas é imprescindivel para o desenvolvimento de
imunidade da mée e do feto (BARUG et al., 2019; KAY et al., 2015; ZHONG et al.,
2019). Nesse sentido, nés demonstramos no artigo 1 que os niveis séricos de IgG
anti-CMV e anti-HBsAg ndo apenas foram superiores nas gestantes, quando
comparado as mulheres ndo gravidas, como foram correlacionados positivamente
com a porcentagem de células Trn CXCR3*PD-1* e também com essas ceélulas
produtoras de IL-21 (MONTEIRO et al., 2017).

Classicamente, as células Trnw modulam vérias funcdes das células B nos
foliculos secundarios através da liberacdo de citocinas, principalmente a IL-21
(YUSUF et al., 2010). A IL-21 € um importante regulador da resposta imune
humoral, por modular a proliferacdo 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 cTri CXCR3™* através de uma rapida ativacdo com forbol-
12-miristato-13-acetato (PMA) e ionomicina, considerados potentes estimuladores

da sintese de diferentes citocinas. Em nosso estudo, a gestacdo claramente
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favoreceu a expansdo de células cTri CXCR3* produtoras de citocinas mais
envolvidas em respostas humorais (IL-21 e IL-6) e reguladoras (IL-10), exatamente
os fenotipos que biologicamente devem ser mais favorecidos na gestagcdo. Esses
resultados sugerem que, biologicamente, as alteragcbes do sistema imune
promovidas pela gestacdo tém como objetivo maior criar um ambiente de tolerancia
imune ao feto ao mesmo tempo em que favorece a transferéncia de protecéo
passiva contra diferentes agentes infecciosos através da passagem placentaria de
anticorpos maternos.

Apesar de a manutencgéo dos eventos imunes que garantem a gestacao ser um
evento delicado que pode ser rompido por diferentes intercorréncias, na infeccao
pelo HIV-1, a resposta imune protetora contra o virus contrasta drasticamente com
0S eventos imunes responsaveis pela tolerancia ao feto. Sendo assim, o risco de
progressao clinica da doenca ndo € aumentado pela gestacdo (GRAY; MCINTYRE,
2007). De toda maneira, a TARV é indicada a todas as gestantes infectadas pelo
HIV-1 e tem como objetivo suprimir a replicacdo viral, prevenindo a transmisséo
vertical; reduzir o risco de progressdo da doenca, melhorar a qualidade de vida,
além de preservar e restaurar o sistema imunologico (MINISTERIO DA SAUDE,
2015). Ademais, estudos mostraram que individuos infectados pelo HIV-1
apresentam um estado de hipergamaglobulinemia com a producdo de anticorpos
inespecificos ao virus (PERREAU et al., 2013), fator que pode ser decorrente de
uma alteracao funcional das células Trn mediada pela doenca. Dessa forma, de
forma inédita, o objetivo do nosso segundo artigo foi avaliar o impacto da infeccéo
pelo HIV-1 e da TARV sobre as células cTrH em gestantes. Nossos resultados
mostraram que a infeccao pelo HIV-1 diminuiu a porcentagem de células cTrH e CTrH
PD1* em gestantes quando comparada as maes saudaveis; e a terapia com TARV
por 6 meses levou a uma queda na frequéncia dessas células somente nas
gestantes. Por outro lado, BOSWELL e colaboradores (2014) mostraram um
aumento na frequéncia de células Trn € Trn PD-1* no sangue periférico de individuos
infectados pelo HIV-1 apos 1 ano de tratamento. A divergéncia entre 0S Nn0Ssos
resultados, que ndo mostraram dado algum signicativo quanto ao impacto do
tratamento em mulheres nédo gravidas, com os achados obtidos por BOSWELL et al.
pode ser explicada, em parte, pelo periodo em que nossas analises foram realizadas
apos o inicio da TARV. Uma TARV eficiente & capaz de reduzir a carga viral

plasmatica e aumentar o niumero de células T CD4* apds 6 meses de uso. Todavia,
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apesar do aumento na contagem de células T CD4* periféricas ser o marcador
classico de reconstituicdo imune apés a TARV, a recuperacdo funcional das células
T, assim como das células B, € 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 diminuicdo das
células cTrn pode ser explicada devido a alteracdes imunologicas da gestagao
envolvendo a rede de citocinas.

Nesse sentido, observamos que a TARV reduziu a porcentagem de células
cTrH IL-6%, em mulheres, gravidas ou néo, infectadas pelo HIV-1. No entanto, houve
um aumento na porcentagem de células cTrH IL-10" somente nas gestantes apés a
TARV. Dentro dos 6rgaos linfoides secundarios, as células Tr1 ou Trr produzem IL-
10. O subtipo celular Trr, que expressa FoxP3, tem sido descrito como responsavel
por regular as reacbes do centro germinativo (LINTERMAN et al.,, 2011).
Infelizmente, no presente estudo, ndo foi possivel determinar o subtipo de cTrn IL-
10* quanto a expressao de FoxP3, mas o aumento da propor¢do desse subtipo
celular poderia exercer efeitos protetores no contexto da infeccdo pelo HIV-1 em
gestantes. Estudos anteriores publicados pelo nosso grupo demonstraram que
elevados niveis de IL-10 produzidos pelas células T CD4* durante a gestacéo,
apesar de classicamente atenuarem a resposta imune celular mediada por TH1/Tc-
1, inibem diretamente a replicacdo viral, o que deve contribuir para reduzir o risco de
transmissdo vertical do virus (HYGINO et al.,, 2012). Ademais, incremento na
producdo de IL-10 pode auxiliar na reducdo na producéo de IL-6, citocina capaz de
aumentar a replicacdo viral e favorecer a expansdo de células Trn disfuncionais
(PETROVAS et al., 2012). Portanto, a habilidade da TARV em aumentar a razao
entre Trn IL-10*/Trn IL-6* em gestantes pode ajudar no controle da replicacao viral
nos linfonodos, reduzindo o risco de transmissao vertical, como também facilitando a
recuperagdo funcional da resposta imune humoral. De fato, também observamos
que a TARV foi capaz de aumentar a porcentagem de células cTrn IL-21* nas
pacientes, principalmente entre as gestantes, o que parece ser um fendmeno natural
relacionado a imunomodulagdo materna, como visto no artigo 1. Em individuos
infectados pelo HIV-1, a produgcdo de IL-21 pelas células Trn foi correlacionada
positivamente com a producdo de anticorpos apds a vacinagao contra o influenza
(PALLIKKUTH et al., 2012). Ademais, ainda na infec¢ao pelo HIV-1, o aumento na

frequéncia de células TrH IFN-y* tem sido correlacionado negativamente com a carga
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viral e positivamente com titulos de anticorpos especificos para o HIV-1
(BAIYEGUNHI et al., 2018; VELU et al., 2016). Em nosso estudo, além da IL-21,
aumento na percentagem de células cTrn IFN-y* foi observado particularmente nas
amostras de sangue obtidas de gestantes sob tratamento com TARV quando
comparado as pacientes ndo gravidas. Coletivamente, os dados publicados no artigo
2 sugerem que a gestacdo amplificaria a capacidade da TARV em recompor a
funcionalidade das células cTr1 em mulheres infectadas pelo HIV-1.

Para avaliar a recuperacdo funcional dessas células mais diretamente,
realizamos ensaios de cocultura de células T CD4* com células B de pacientes,
gravidas ou ndo, em sucesso terapéutico. Nés observamos que a gestacdo, 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 fenbmeno associado a
maior producéo de IL-21. Além disso, os niveis séricos de IgG anti-HBsAg e anti-TT
foram maiores nas gestantes infectadas pelo HIV-1 em comparacdo com as
pacientes ndo gravidas. Sabendo que a presenca de anticorpos neutralizantes
contra o HIV-1 tem sido observada em individuos capazes de controlar a carga viral
(BAIYEGUNHI et al., 2018; MARTIN-GAYO et al., 2017), a presenca desses
anticorpos em gestantes poderia contribuir na reducdo da transmissédo vertical do
virus. Em nosso estudo, ndo observamos diferencas nos niveis séricos de IgG anti-
gp41 entre nenhum dos subgrupos estudados. A producéo de IgG anti-gp41 ocorre
ja no inicio da infeccdo pelo HIV-1, porém sua presenca nao esta relacionada a
eliminacdo do virus, em parte, devido a sua baixa afinidade (VAIDYA et al., 2018).
Por outro lado, altos titulos de IgG anti-p24 tem sido encontrado em pacientes que
apresentam progressao lenta da doenca (ZWART et al., 1994). Infelizmente, por
questdes técnicas ndo foi possivel realizar a dosagem de outros anticorpos, como
IgG anti-p24.

Nossos resultados, de fato, indicam que a gestacdo favorece a expansao de
células cTrn mais funcionais em pacientes infectadas pelo HIV-1 ap6s 6 meses do
inicio da TARV. No entanto, esse curto periodo de tratamento da infeccdo pelo HIV-
1 ndo foi capaz de normalizar a propor¢cao dessas células quando comparada as
gestantes saudaveis. Também demonstramos que as gestantes infectadas pelo HIV-
1 apresentaram menor porcentagem de células cTrn totais produtoras de IL-21, IL-
10 e IFN-y; e que, ademais, os titulos de IgG anti-HBsAg foram significativamente

inferiores nas gestantes infectadas. De forma interessante, as gestantes infectadas
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apresentaram niveis séricos de estrogénio inferiores em comparacdo com as
gestantes saudaveis e estudos tém observado o envolvimento da TARV nas
alteracdes séricas de estrogénio e progesterona em mulheres (XIANG et al., 2014).
Dessa forma, a reducdo nos niveis séricos de estrogénio também poderia estar
contribuindo para a nao recuperacdo das células cTrH em gestantes infectadas.
Infelizmente, ndo foi possivel continuar as analises sobre o papel da TARV em
manter essas células em periodos apos o parto porque o segmento ambulatorial
delas € descontinuado apés alta hospitalar. Resumidamente, sugerimos que a
gestacdo, provavelmente através do estrogénio, favorece a expansdo das células
Trn periféricas funcionais, responsaveis por auxiliar as células B na producdo de
anticorpos e que intercorréncias durante a gestacdo, como a infeccédo pelo HIV-1,
prejudicam a expansdo dessas ceélulas mesmo com introducdo da terapia
antirretroviral no inicio da gestacao.

De fato, a imunomodulacdo que ocorre durante a gestacdo € particularmente
mediada pelos horménios gestacionais, entre eles o estrogénio e a progesterona.
Esses horménios, através de interacbes com varias células imunes e ndo imunes,
sdo capazes de atenuar a resposta imune celular mediada pelas células T
embriotoxicas dirigidas contra antigenos paternos, particularmente os fenétipos TH1,
TH17 e Tc-1 (KANDA; TAMAKI, 1999; WANG et al., 2010). O estabelecimento de
rede de citocinas inflamatodrias relacionadas a esses fenoétipos pode auxiliar na
producdo de IgG, dirigidos contra antigenos paternos expressos pelas células da
placenta, por favorecer a expanséo de linfécitos Trv. Uma elevada frequéncia de
células Trn tem sido associada a intercorréncias na gestacdo, tais como pré-
eclampsia (HEYDARLOU et al., 2019) e abortos espontaneos (LUAN et al., 2017).
Esses distlrbios na producédo de anticorpos patogénicos podem estar associados a
uma desregulacdo na producdo dos horménios gestacionais (VERMA et al., 2019).
De fato, o controle funcional desses linfocitos T efetores € particularmente executado
pelas células T reguladoras que tém suas fungdes potencializadas pelos horménios
gestacionais. Em dois dos nossos estudos (Artigo 01 e 02), a concentracdo
plasmatica de estrogénio - mas ndo de progesterona - foi positivamente
correlacionada com a porcentagem de células cTrH IL-21* € com os titulos de IgG
anti-HBsAg em mulheres saudaveis e em mulheres infectadas pelo HIV-1
(MONTEIRO et al., 2017; KASAHARA et al., 2019). Estudos tém demonstrado que o

estrogénio atua diretamente nas células B, promovendo a producdo de anticorpos
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(JONES et al., 2019; KANDA; TAMAKI, 1999), o que nos levou a avaliar o efeito
direto desses hormdnios no compartimento funcional do eixo Trn/B. NOSSO grupo
sugeriu que, somente o estrogénio foi capaz de elevar diretamente as células cTrH e
cTrH ICOS* capazes de produzir IL-21 e IL-4, além de incrementar a porcentagem de
células B de memoria. E, a0 menos in vitro, a progesterona seria capaz de amplificar
a producdo de IgG induzida pelo estrogénio, fato associado ao aumento da
frequéncia de plasmadcitos nessas culturas em respostas a progesterona. Ademais,
ainda nesse ultimo estudo, a presenca de elevados niveis de progesterona foi
suficiente para atenuar a expressdo de fendtipos de células T efetoras e
potencialmente embriotoxicas produtores de IL-21, IL-4 e IL-17 (MONTEIRO et al.,
2020, submetido), relevando o papel desse horménio na manutencdo de uma
gestacdo normal. Em acordancia com nossas andlises, Parr e Parr (1986)
demonstraram a habilidade de P4 em elevar o nimero de células plasmaticas no
Gtero no inicio da gestacao. Aqui, a capacidade de P4 em elevar plasmacitos in vitro,
mas a inabilidade de aumentar a producdo de IgG na auséncia de E2 indica que a
acao conjunta de ambos os hormonios sdo essenciais na promoc¢ao da resposta
imune humoral na gestacao.

O efeito da progesterona, que parece ser direto, também poderia ser indireto
ao favorecer a expansédo de subtipos de células T reguladoras capazes de produzir
IL-10. De fato, observamos uma maior frequéncia de células T CD4* CXCR5" IL10*
em cultura na presenca de estrogénio e progesterona. Embora ndo tenhamos
analisado a expressdo de FoxP3, esses achados estdo de acordo com outros
estudos que demonstram a habilidade de doses relacionadas a gestacdo de
estrogénio e progesterona em favorecer a expansao de células Tregs CDA4*IL-
10*CD25*FoxP3* . (SZEKERES-BARTHO, 2018; SHAH;IMAMI; JOHNSON, 2018;
POLANCZYK et al., 2004, 2015). De forma complementar, estrogénio e
progesterona também elevaram a propor¢do do subtipo Trr IL10*, identificado por
expressar FoOxP3, e apenas o0 estrogénio foi capaz de aumentar a porcentagem de
células Trr IL-10"FoxP3". Nesse caso, as células Trr seriam capazes de suprimir
respostas autorreativas das células B (FONSECA et al., 2019), enquanto células Trn
IL10" FOXP3 poderiam promover respostas no centro germinativo (MORITA et al.,
2011; CHEVALIER et al. 2011; BENTEBIBEL et al., 2013). Sendo assim, durante a

gestacado, é possivel essa maquinaria envolvendo as ceélulas Tr4 € TFrr promova o
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controle da producdo de autoanticorpos enquanto reduz a producdo de
imunoglobulinas maternas contra patégenos.

Acredita-se que os efeitos qualitativos desses hormoénios sobre as células T
CD4* podem estar relacionados a expressdo dos seus receptores nas células em
guestdo. Apesar da existéncia de isoformas de membrana, os efeitos biolégicos de
estrogénio e progesterona sao classicamente mediados pelas isoformas
intracelulares do receptor de estrogénio ER (o e B) e pelo receptor de progesterona
PGR, respectivemente (YASAR et al, 2016; KYURKCHIEV;IVANOVA-
TODOROVA;KYURKCHIEV, 2010). Em humanos, a sinalizacdo de ERo aumenta a
producdo do fator de ativacdo de células B (BAFF), citocina importante para a
sobrevivéncia e maturacdo das células B 3(PANCHANATHAN;CHOUBEY, 2013)
bem como no aumento da producdo de imunoglobulinas (ENGDAHL et al.,
2018;KANDA; TAMAKI,1999). De forma interessante, elementos da regido de
resposta do estrogénio para ERa foi identificada dentro das regides de troca de
cadeia pesada, indicando que o hormonio pode regular a recombinacéo envolvida na
troca de classe (JONES et al., 2016). No presente estudo, a quantificacdo de ERa
foi maior nas células Trn em comparagdo as ndo-Tru. E, ainda, embora né&o
tenhamos observado diferenca alguma na frequéncia de células Trn PD1* entre
homens e mulheres, a expressdo de ERa e PGR foi maior nas células Trn do sexo
feminino quando comparada ao masculino. Em nota, estima-se que 0 nosso grupo
avalie a expressao desses receptores em um numero maior de homens e mulheres.

Levando em consideracdo que a influéncia dos hormonios sobre as células ndo
depende somente das suas concentracfes, mas também do estagio de maturacao
celular, objetivamos avaliar - in vitro - se 0 aumento da proporcao das células Trn na
presenca estrogénio e progesterona poderia influenciar, ndo somente na
proliferacdo, como também na diferenciacdo das células T CD4* naive em células
TrH. Embora a progesterona ndo tenha alterado a porcentagem de células Trn PD1*
nas culturas de PBMC policlonalmente ativadas, ambos os hormonios influenciaram
na diferenciagdo de células T CD4* naive em células Ten. Ainda, 0 estrogénio
aumentou a producdo de IL-21 nessas culturas. Esses resultados sugerem que,
durante a gestacdo, os horménios podem ser um grande fator contribuinte para a
producdo de anticorpos materna em resposta a esquemas de imunizacao realizados
durante o pré-natal. Adicionalmente, nossos achados também mostraram uma

inabilidade do estrogénio em modular a diferenciacdo das células Trn CXCR3*
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CCR6" (Tenl) in vitro. Acreditamos que esse efeito possa estar associado a
diminuicdo da producdo de IFN-y durante a gestacdo, evento importante na
prevencdo da rejeicdo fetal por células T CD4* e CD8* embriotdéxicas maternas
(CHAOQUAT et al., 1982; DESHMUCK;WAY, 2019) , o que, por outro lado, também
contribui para a susceptibilidade materna a infec¢cdes por patdégenos intracelulares,
como Mycobacterium tuberculosis, Toxoplasma gondii, Listeria monocytogenes e
diferentes virus (YAO et al.,2017 ; BAUDE;GREUB, 2011). Ainda, doses de
estrogénio e progesterona relacionadas a gestacao capazes de controlar a producéo
de IFN-y também se associam a uma estabilizacdo do curso clinico da Esclerose
Multipla, por exemplo (GOLD;VOSKU, 2009; SEIFERT et al., 2017), cujo - no ultimo
trimestre - as taxas de recaidas clinicas diminuem em 70% quando comparadas ao
periodo antes da gestacdo (AIRAS;KAAJA, 2012). Nossos resultados sugerem que
efeitos combinados e balanceados de células nao foliculares e do eixo TrH/Trr pode
ser importante ndo apenas para prevenir a rejeicdo fetal, mas também para
aumentar a protecdo contra diferentes patégenos, por meio de transferéncia
placentaria de IgG apo6s imunizacdo materna.

Nesse sentido, um equilibrio entre a porcentagem das células Tr1 € Trr deve
ser fundamental para evitar desordens imunes mediadas pela produgcédo excessiva
de anticorpos. Camundongos com deficiéncia de células Trr desenvolveram
autoimunidade mediada por anticorpos, e a producdo descontrolada de IgG foi
associada a perda da funcionalidade do receptor de estrogénio ER em células T
CD4* , o que poderia estar relacionado a perda funcional das células Trn (FU et al.,
2018). De fato, tratamento com estrogénio leva a um aumento de IgG anti-dsDNA e
a expansdo de células B periféricas produtoras de anticorpos de alta afinidade
(KANDA; TSUCHIDA;TAMAKI,1999;GRIMALDI et al., 2006). Sendo assim, em
gestantes, a alta producdo de citocinas pro-inflamatérias e a transferéncia
placentaria 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 desequilibrio entre as células Trn € Trr, induzido ou ndo pelos
horménios gestacionais, poderia resultar em uma resposta anormal do CG e
contribuir para a patogénese de doencas autoimunes humorais, como a NMOSD.

A NMOSD é uma doenca autoimune caracteristicamente humoral, que envolve
o ataque de autoanticorpos contra diferentes proteinas do SNC, particularmente a
AQP4, expressa nos pés dos astrocitos (KINOSHITA et al., 2009). Apesar de
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sugerirem o envolvimento das células B na imunopatogénese da NMOSD, a sintese
de 1gG pelos plasmoécitos depende da capacidade dos linfocitos B em interagir com
células Trn (QI, 2016). Em nosso terceiro artigo, uma maior propor¢cdo de células TrH
IL-21* foi observada no sangue de pacientes portadores de NMOSD apés breve
estimulacao policlonal ex vivo, especialmente entre 0s pacientes soropositivos para
IgGanti-AQP4. Esses achados estdo em acordancia com outros estudos que tém
demonstrado a expansao de células T CD4*CXCR5*PD-1* (LI et al., 2015; ZHAO et
al., 2017) correlacionadas diretamente com os niveis plasmaticos 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 superficie - os diferentes
subtipos de células Tru (Tenl, Trn2, Trnl7 e Trr) € observou um aumento da
frequéncia das células TrHl7 € uma diminuicdo das células Trr NOS pacientes com
NMOSD. De fato, observamos em nosso estudo uma menor proporcao de células
Trn produtoras de IL-10 nos pacientes, especialmente entre aqueles com maiores
niveis de incapacidade neuroldgica. De forma interessante, animais com células Trr
incapazes de produzir IL-10 apresentaram uma reducdo no numero de células B no
CG e nos niveis de anticorpos especificos (LAIDLAW et al., 2017). Esses dados
sugerem que baixas propor¢gbes do subtipo Trr em pacientes com NMOSD
soropositivos para anti-AQP4 podem impactar na patogenia da doenca. Em
contraste, observamos também elevadas concentracdes de IL-10 nos pacientes
guando comparado aos individuos saudaveis, indicando que esse parametro seja
proveniente de células Treg CXCR5™ numa tentativa do sistema imune em modular o
estado inflamatdrio mediado pela doenca.

Sabendo que diferentes subtipos de células Trn sdo determinados nao sé pela
associacdo de marcadores de superficie especificos, como também pela producdo
combinada de IL-21 com outras citocinas (MORITA et al., 2011;Ql, 2016 TANGYE et
al.,2013;RASMUSSEN, 2008), observamos de forma inédita que os subtipos TrH
IL21* IL-6* e Trn IL21*IL-17* foram associados a maior grau de incapacidade
neuroldgica e a ocorréncia de novas recaidas clinicas nos pacientes. Evidéncias
tém sugerido, de fato, o envolvimento das citocinas IL-6 e IL-17 na patogénese da
NMOSD (CHIHARA et al.,, 2011; WANG et al.,2011). Conforme estudo publicado
pelo nosso grupo (BARROS et al., 2015), uma relacao estreita entre a proporcéo 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 informacéo de que
diferentes padrbes moleculares associados a patdégenos (PAMPS) expressos por
bactérias podem se ligar a TLR2 e TLR4, revela-se uma possivel habilidade de
produtos microbianos em modular o comportamento funcional das células T CD4*
envolvidas nas lesdes classicas da NMOSD. Apesar de ndo termos avaliado a
expressdo de TLR nas células Trn dos nossos pacientes com NMOSD, existe a
possibilidade de que uma parcela desses linfocitos T CD4* TLR* IL-17* IL-6" possam
coexpressar CXCR5 e IL-21, o que poderia capacitd-las a auxiliar as reacdes dos
centros germinativos na vigéncia de doencas infecciosas ou disbiose.

No que diz respeito a producdo de autoanticorpos, a propor¢cdo desses
subtipos de células Trn 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 acordancia com nossos resultados, a
producdo de autoanticorpos foi dependente de células Trn ICOS*IL-21*IL-17* em
modelo animal de Lupus Eritematoso Sistémico, modelo classico de doenca
autoimune de fundo humoral (WU et al.,2008).Sabendo que a IL-6 auxilia na
sobrevivéncia de plasmécitos, amplificando assim, a producdo de anti-AQP4
(CHIHARA et al., 2011), o aumento da populacdo de células Trn produtoras dessa
citocina pode ajudar a explicar, a0 menos parcialmente, a relacdo entre a
soropositividade para anti-AQP4 e o maior risco e/ou pior recuperacao de recaidas
clinicas nos pacientes com NMOSD (SATO et al.,, 2014). Infelizmente, ndo foi
possivel comparar os titulos de anticorpos anti-AQP4 as porcentagens de células
Trn no presente estudo, uma vez que, apesar da sua elevada sensibilidade, a
dosagem de esses anticorpos pelo método CBA ndo é um método quantitativo
classico.

Por fim, ZHAO e colaboradores (2017) demonstraram a habilidade do
rituximabe — medicamento imunobiolégico constituido de mAb anti-CD20 que
depleta as células B — em atenuar a atividade da NMOSD. Esse efeito benéfico foi
relacionado a uma significante reducé&o na proporcédo de células cTrn circulantes e
nos niveis plasmaticos de IL-21 e IL-6 (ZHAO et al., 2017). Por outro lado, em nosso
estudo, todos os pacientes com NMOSD estavam sob a agédo de algum tratamento,
Nao necessariamente com rituximabe, e ndo observamos qualquer impacto na
porcentagem das células Trv Nno que diz respeito a modalidade de tratamento.

Entretanto, o grupo avaliado nesse estudo foi muito pequeno e acreditamos que, ao
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aumentar o numero de participantes, alguma significancia nesses resultados seja
observada.

Em conclusdo, nossos resultados sugerem que a gestacdo e a NMOSD
favorecem a expansédo das células Trn periféricas funcionais capazes de auxiliar as
células B na producao de anticorpos, sendo esse fenbmeno associado a alteracdes
na concentracdo de horménios, como o estrogénio e a progesterona, promovida pela
gestacdo. Além disso, a gestacdo também potencializa a capacidade da terapia
antirretroviral em reconstituir a resposta imune humoral em mulheres infectadas pelo

HIV-1, doenca que sabidamente acomete as células Trh.
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CONCLUSOES

a) A gestacdo, em mulheres saudaveis, favorece a expanséao de células T
CD4* CD45R0O* CXCR5*, capazes de expressar, ou ndo, os marcadores ICOS,
PD-1 e CXCRS;

b) As células TFH de gestantes saudaveis sdo capazes de produzir
maiores quantidades de IL-21, IL-6 e IL-10, principalmente pelo compartimento
de células TFH CXCR3+;

c) A frequéncia de células TFH CXCR3+PD-1+IL-21+ circulantes foi
diretamente relacionada aos niveis sistémicos de estrogénio e de anticorpos anti-
CMV e anti-HBsAg em gestantes;

d) A infecgdo pelo HIV-1 reduziu a frequéncia de diferentes subtipos de
células TFH em gestantes;

e) A ocorréncia de gestacdo amplificou a capacidade da terapia
antirretroviral (TARV) em reconstituir o status funcional dos linfocitos TFH,
determinada pela capacidade em produzir IL-21 e em ajudar os linfocitos B
autdlogos a produzir 1gG;

f)  Em gestantes infectadas pelo HIV-1, a frequéncia de células TFH IL-
21+ foi diretamente relacionada aos niveis sistémicos de estrogénio e anticorpos
anti-HBsAg;

g) A capacidade da gestacdo em amplificar a recuperacédo 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 terapéutico pode ajudar a
reduzir a expansao de células TFH disfuncionais;

h) A frequéncia de células TFH foi maior nos pacientes com NMOSD que
produziam anticorpos anti-AQP4;

i)  Afrequéncia 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
ocorréncia de recaidas clinicas;

)] Os niveis plasméaticos de IL-6, IL-10, IL-17 and IL-21 foi maior na
NMOSD, independente da producdo de anticorpos anti-AQP4 e seus niveis
foram associados com a frequéncia de células TFH produtoras das respectivas

citocinas, exceto pela IL-10;
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k) A frequéncia 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;

)] O estrogénio elevou a porcentagem de cTFH, cTFHICOS+, assim
como dos subtipos de cTFH capazes de produzir IL-21 e IL-17;

m) Estrogénio e progesterona aumentaram a porcentagem de células
TFR;

n) A acdo em conjunto do estrogénio com progesterona reduziu a
porcentagem de células B naive, ja o subtipo de células B de meméria aumentou
apenas na presenca de estrogénio;

0) A progesterona reduziu a proporcao de plasmablastos a medida que
aumentou a porcentagem de plasmdcitos secretores de anticorpos na presenca
de estrogénio, além de promover a producéao de IgG;

p) A producdo de IL-21 resultante de cocultura das células TFH com
células B foi incrementada na presenca de estrogénio e de progesterona;

g) A expressdo do receptor de estrogénio foi maior nas células TFH,
guando comparada as células ndo-TFH, e em mulheres (quando comparado a

amostra masculina);

Nossos resultados sugerem que a gestacao, através da elevada producéo
dos hormonios estrogénio e progesterona, modula a propor¢ao e a diferenciacéo de
células Trn funcionais, responsaveis por auxiliar as células B na producdo de
anticorpos. Esse efeito dos hormbnios gestacionais pode estar atrelado a atividade
de doencas autoimunes de fundo humoral, como a NMOSD, na qual um
desequilibrio no eixo Trr/TrH estaria associado a producao de autoanticorpos. Ainda,
intercorréncias durante a gestacdo, como a infeccdo pelo HIV-1, prejudicam a
expansdo das células Tr em niveis normais mesmo com introducdo da terapia
antirretroviral no inicio da gestacdo. Apesar disso, 0 uso da terapia antirretroviral por

estas gestantes favorece a expanséao de células cTrH funcionais.
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HOSPITAL UNIVERSITARIO
GAFFREE E SBraa ™
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: IMPACTO DA TERAPIA ANTI-RETROVIRAL NA FREQUENCIA DE CELULAS TFH
EM GESTANTES INFECTADAS PELO HIV-1.

Pesquisador: Cleonice Alves de Melo Bento

Area Tematica:

Verséo:

CAAE: 30286514.4.0000.5258

Instituigao Proponente: Hospital Universitario Gaffree e Guinle/HUGG/UNIRIO

Patrocinador Principal: FUN CARLOS CHAGAS F. DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DO RIO DE
JANEIRO - FAPERJ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 666.631
Data da Relatoria: 29/05/2014

Apresentacao do Projeto:

Estudo longitudinal, sobre 2 grupos de pacientes infectadas pelo HIV-1,sendo o primeiro grupo constituido
por 20 gestantes do Instituto Fernandes Figueira sem outras comorbidades e n&o usuarias de drogas ilicitas,
e 0 segundo grupo de pacientes ndo gestantes e oriundas do Hospital Gaffree e Guinle, onde ser&o
quantificadas as células THf no sangue periférico dessas pacientes, antes e 4-6 meses a exposicao ao
TARV.

Objetivo da Pesquisa:
1- Determinar a frequéncia de células THF no sangue periférico de gestantes infectadas pelo HIV-1 antes de

depois da TARV;
2- Avaliar a capacidade das células THF em ajudar as células B a produzirem in vitro 1gG contra antigenos

do HIV-1 antes de depois da TARV,

3- Correlacionar a frequéncia das células THF com a rede de citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatérias
produzida por culturas de células Th1/Th17 e Treg maternas em resposta ao virus HIV-1 antes e depois da
TARY,

4- Correlacionar a frequéncia de células THF com a contagem de células T CD4+ periféricas e da carga viral
plasmatica antes e depois da TARV;
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ANEXO B — Termo de consentimento livre e esclarecido

| FIOCRUZ

SERVIGO DE OBSTETRICIA - CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“Impacto da terapia antirretroviral na frequéncia de células Ty em gestantes infectadas pelo HIV-1”

Pesquisador principal: Dr®. Cleonice Alves de Melo Bento

Obstetra responsavel: Dr. Vander Guimaraes, Médico Obstetra do IFF

Telefones: *55 21 2531-7906 — 2554 1740

EXPLICACAO PARA A PACIENTE SOBRE A PROPOSTA DO ESTUDO

1 - Objetivos do estudo

O objetivo desse projeto serd avaliar a frequéncia das células Tue, importantes células T CD4*
envolvidas na producdo de anticorpos protetores contra o virus 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) sera realizada pela enfermeira antes do médico iniciar o tratamento
contra o virus HIV-1 e a segunda serd feita no Ultimo trimestre da gesta¢do. Nenhuma coleta de
sangue a mais serd necessaria. Toda a coleta do material bioldgico serd conduzida com material
adequado e estéril. Seu sangue nao sera usado nem para estudos genéticos nem tampouco com
propdsito comercial, e apenas os pesquisadores irdo 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 nao lhe trard qualquer risco ou desconforto adicionais.

4- Beneficios

Os resultados de nossos estudos nao irdo beneficiar diretamente nem vocé nem o seu filho. Eles irdo
nos ajudar a compreender como as drogas contra o HIV-1 podem melhorar a fun¢do das células
TCD4* envolvidas em induzir a producdo de anticorpos protetores contra o virus. Esse conhecimento
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possivelmente ajudara no desenvolvimento futuro de novas estratégias terapéuticas contra o HIV em
gestantes, como por exemplo, a construcao de futuras vacinas contra o HIV-1. Entretanto, nds nao
podemos lhe dar nenhuma garantia que vocé serd beneficiada por participar dessa pesquisa.

5- Alternativa de participacéo

A sua participacdo nesse estudo é voluntaria. Vocé pode desistir a qualquer momento. Mesmo
desistindo, vocé continuard recebendo do nosso servico o melhor acompanhamento e tratamento
disponivel.

6- Custos e compensagoes

Vocé ndo ird pagar nem receber nada para participar desse estudo.

7- Confidencialidade

Todas as informacdes referentes a vocé, assim como todos os resultados obtidos serdo mantidas sob
sigilo. Seu nome nao serd revelado, exceto para o grupo envolvido na pesquisa. Nenhuma publicacdo
cientifica ird identificar vocé ou seu filho.

8- Questdes e problemas

Caso vocé tenha qualquer questao ou problema com relagao a este estudo, favor contactar o Dr.
Vander, obstetra responsavel do grupo de pesquisa, ou a Dr® Cleonice Bento, coordenadora do
projeto.

9- Consentimento

Caso vocé tenha lido e entendido todas as informagdes previamente descritas, e vocé
ESPONTANEAMENTE concorde em participar desse estudo, favor assinar na linha abaixo:

Assinatura da Paciente:

Numero do prontudrio:

Eu certifico que expliquei a proposta do estudo a paciente, e parece que ela entendeu os objetivos,
procedimentos, riscos e beneficios do estudo.

Assinatura do pesquisador:

Testemunha:

Assinatura da testemunha:

Data:
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DO PERFIL FENOTIPICO E FUNCIONAL DOS LINFOCITOS T DE
PACIENTES COM NEUROMIELITE OPTICA

Pesquisador: Cleonice Alves de Melo Bento

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 31117614.0.0000.5258

Instituigao Proponente: Hospital Universitario Gaffree e Guinle/HUGG/UNIRIO

Patrocinador Principal: FUN CARLOS CHAGAS F. DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DO RIO DE
JANEIRO - FAPERJ

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 666.770
Data da Relatoria: 29/05/2014

Apresentacdo do Projeto:
Avaliacdo fenotipica e funcional dos linfécitos T de pacientes com neuromielite optica.”

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar nos pacientes com neuromielite 6ptica o comportamento das células T com provaveis implicagdes na
patogénese e na resposta terapéutica ao corticoide. Esse tipo de estudo pode nos fornecer pistas valiosas
quanto aos disturbios imunes implicados na NMO, e consequentemente, ajudar no desenvolvimento de

novas e mais eficazes imunoterapias

Avaliagédo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A aplicagcdo das perguntas ndo oferece nenhum tipo de risco ou desconforto. Caso vocé esteja se sentido
desrespeitado, pode interrompé-lo a

qualquer momento. A obtengdo do sangue periférico sera conduzida por seu médico e utilizara todo o
material sob condicbes adequadas e oferece

riscos minimos.

Beneficios:

Os resultados obtidos pelo estudo serdo analisados pelo nosso grupo. Estes resultados poderao
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Continuacéo do Parecer: 666.770

fornecer informagdes importantes relacionadas a

NMO. Mas, eles podem néo lhe trazer beneficios imediatos, desde que sdo necessarios varios anos de
estudos em um numero elevado de pacientes.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

projeto previamente aprovado pelo Comité de ética do HUGG. A emenda apresenta um novo
cronogramasem alteragdes importantes no projeto.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Completo

Recomendacgées:

nenhuma

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

nenhuma

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideracgées Finais a critério do CEP:

RIO DE JANEIRO, 29 de Maio de 2014

Assinado por:
Pedro Eder Portari Filho

(Coordenador)
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