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RESUMO

Introducéo: Um dos principais enigmas da biologia reprodutiva centra-se no facto de
mulheres com sistema imunitario competente conseguirem completar uma gravidez
semi-alogénica. Varios mecanismos tém sido envolvidos na tolerancia imune materno-
fetal. Contudo, nenhum consegue explicar este processo sd por si. Assim, 0 presente
estudo tenta completar a abordagem de pardmetros imunes, incorporando a avaliagdo
dos componentes B e T. Material e métodos: Participaram no estudo 20 mulheres nio
gravidas, saudaveis e em idade fértil ¢ 20 mulheres gravidas saudaveis no terceiro
trimestre de gestagdo. Foram analisadas, por citometria de fluxo, amostras de sangue
periférico de cada participante para determinacao da expressdo em linfocitos T de CD25
e HLA-DR e em linfocitos B de CD24, CD27, CD38 e produgdo de IL10. Resultados e
discussdo: Da comparagdo das gravidas com o grupo controlo ndo se observaram
diferencas estatisticamente significativas nas populagdes CD25". Observou-se
diminuigdo estatisticamente significativa da populagio CD3'CD4 HLA-DR". O grupo
de gravidas foi analisado ainda dividido em dois subgrupos: gravidas de primeira
gestacdo e gravidas com pelo menos 1 gestacdo anterior, verificando-se que a
diminui¢do registada inicialmente se devia particularmente ao grupo de gravidas em
primeira gravidez. Observou-se uma diminui¢cdo estatisticamente significativa das
populagdes de linfocitos B CD19°CD24"CD38" CD19°CD24"CD27" e
CD19°CD24"CD27". Nao se observou variagio estatisticamente significativa na
produgdo de IL10. Estes resultados podem dever-se a diminuigdo da concentragdo de
HCG no terceiro trimestre de gravidez, dado o seu papel na promogao da proliferagao
das Bregs. Conclusdes: Durante a gravidez, verifica-se uma diminui¢ao das
subpopulagdes de células B. Verificou-se ainda, particularmente nas primiparas, uma
diminuigdo da populagdo CD3'CD4"'HLA-DR". O esclarecimento dos mecanismos de
ativacdo e regulacdo envolvidos na tolerancia imunoldgica, permitirdo no futuro uma

analise mais consistente e uma melhor compreensdo da interface materno-fetal.



RESUMO EM INGLES

Introduction: One of the main enigmas of reproductive biology focuses on the fact that
women with a competent immune system manage to complete a semi-allogeneic
pregnancy. Several mechanisms have been involved in maternal-fetal immune
tolerance. However, none can explain this process alone. Thus, this study attempts to
complete the approach of immune parameters, incorporating the evaluation of
components B and T. Methods: Participants in the study included 20 non-pregnant,
healthy and fertile age women and 20 healthy pregnant women in the third trimester of
pregnancy. By flow cytometry, peripheral blood samples were analyzed from each
participant for determining expression in T lymphocytes of HLA-DR and CD25 and in
B lymphocytes of CD24, CD27, CD38 and IL10 production. Results and discussion:
The comparison between the pregnant group and the control group didn’t reveal
statistically significant differences for the CD25" population. It was observed a
statistically significant decrease in CD3"CD4 'HLA-DR" population. The pregnant
group was further analyzed divided into two subgroups: pregnant women at first
pregnancy and pregnant women with at least one previous pregnancy, verifying that the
first recorded decrease was due particularly to the group of pregnant women at first
pregnancy. There was a statistically significant decrease in the populations of B
lymphocytes CD19°CD24"CD38", CD19"CD24"CD27" and CD19°CD24"CD27". No
statistically significant effect on the production of IL10 was observed. These results
may be due to the decreased concentration of HCG in the third trimester of pregnancy,
given it role in promoting proliferation of Bregs. Conclusions: During pregnancy, there
is a decrease in B cell subpopulations. It was further found, particularly in primiparous,
a decrease in CD3'CD4 HLA-DR" population. The elucidation of the mechanisms of
activation and regulation involved in the immune tolerance will allow in the future a

more consistent analysis and a better understanding of the maternal-fetal interface.
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1. INTRODUCAO

1.1. O sistema imunitario

1.1.1. Definicdo e propriedades gerais

O sistema imunoldgico dos mamiferos ¢ definido por trés fung¢des principais:
defesa do organismo na luta contra microrganismos invasores, tais como bactérias,
virus, fungos e parasitas; vigildncia imunoldgica constante com reconhecimento de
alteragdes celulares; e promocao da homeostase do organismo, principalmente ao nivel
das mucosas, grandes zonas de contacto com o exterior e portanto de possivel entrada
de agentes patogénicos (Cardoso, 2007).

O sistema imunitario ¢ tradicionalmente dividido em dois ramos principais, o
sistema inato, com uma resposta ndo especifica contra antigénios, € o sistema
adaptativo, de resposta especifica contra os antigénios, que se encontram interligados de
forma a cooperar e proteger o organismo. O sistema inato, também conhecido como a
primeira linha de defesa, inclui vérios tipos celulares, de onde se destacam: células
fagociticas, tais como granulocitos e macrofagos (MO), células dendriticas (DC),
células “natural killer” (NK), células NKT, as células T yd; e também outros
mediadores soliiveis como citocinas, quimiocinas, fatores de complemento e proteinas
de fase aguda (Pacheco & Cardoso, 2007).

A principal forma de ativacao do sistema imune inato assenta no reconhecimento
de padrdes moleculares associados a patogénios (PAMPs — pathogen-associated
molecular patterns) e padrdes moleculares associados a danos celulares (DAMPs —
damage-associated molecular patterns). Os PAMPs sdo moléculas do tipo exodgeno,
presentes em varios microrganismos, como ¢ o caso do lipopolissacarido bacteriano
(LPS) do &cido lipoteicodico, ou da flagelina. Os DAMPs sdo moléculas de detecdo de
perigo do tipo enddgeno, como as proteinas de choque térmico (HSPs). PAMPs e
DAMPs sdo reconhecidos por recetores de reconhecimento de padrdes (PRR), sendo os
recetores Toll-like (TLR) um exemplo comum de PRR (Vilanova & Ferreira, 2007).

O sistema imunitario adaptativo ¢ constituido maioritariamente por células T e
B, plasmocitos e anticorpos. E um sistema de defesa que se caracteriza por trés
caracteristicas principais: especificidade, memoria e discriminagdo do proprio, com base
no reconhecimento do antigénio, € na apresentagao por moléculas do complexo major

de histocompatibilidade (MHC) (Pacheco & Cardoso, 2007).
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Introducdo

As moléculas de MHC classe I e II sdo proteinas de membrana que funcionam
como recetores que se ligam a péptidos e os apresentam a populagdes de linfocitos T
CD8" e CD4" respetivamente, através da interagdo com o recetor da célula T ou TCR
(Arosa, 2007a).

O sistema adaptativo assume dois tipos de respostas especificas: a resposta
humoral, que da origem a anticorpos especificos, e a resposta celular, que serve de
génese para vdrias células efetoras com fungdes auxiliadoras ou citotoxicas. Ambos os
ramos do sistema imunitario cooperam intimamente para garantir uma resposta imune

competente (Pacheco & Cardoso, 2007).

1.1.2. As células imunes

1.1.2.1. Células apresentadoras de antigenos profissionais (APC)

A resposta imune adaptativa comega com a apresentagdo do antigénio as células
T. Os antigénios do MHC classe I e classe II, expressos nas APC, estdo envolvidos
nesta apresentacao. As moléculas da classe I do MHC classicas (no humano, os
antigénios HLA A, B e C) apresentam proteinas intracelulares e sdo expressas em todas
as células nucleadas do corpo e nas plaquetas, ndo se encontrando em eritrocitos € no
trofoblasto. As moléculas da classe II do MHC cléssicas (no humano, os antigénios
HLA-DR, DP e DQ) apresentam antigénios extracelulares e sdo expressas em células
com funcdo de apresentagdo de antigénio, nomeadamente nas células APC
profissionais: MO, DC e células B (Arosa, 2007b).

Os mondcitos, em circulagdo no sangue periférico, migram, através de moléculas
de adesdao e quimiocinas, para os tecidos, onde sofrem ativacdo e se diferenciam em
MO, com um aumento da capacidade fagocitica e do nimero de lisossomas portadores
de enzimas hidroliticas. Os MO tém como principais func¢des a fagocitose, a ativagao de
mecanismos antimicrobianos e processos inflamatérios, e a apresentacdao de antigénios,
dividindo-se normalmente em macrofagos pro-inflamatorios M1 e macrofagos
imunoreguladores M2 (Arosa, 2007b; Geissmann et al., 2010; Svensson-Arvelund et al.,
2013).

Nos seres humanos, as DC s3o divididas em diferentes subtipos consoante a
origem, localizagdo e sinais reguladores transmitidos aos linfocitos (Cardoso, 2007).
Possuem uma variedade de recetores de reconhecimento de padrdes, tais como os
recetores TLR e NLR e sdo capazes de detetar ambas as PAMPs e DAMPs (Cardoso,
2007). Distinguem-se dois grandes grupos de DC: as DC mieloides (mDC), com origem
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na linhagem mieloide a partir de um percursor comum aos monocitos ¢ MO, e que,
seguindo diferentes percursos, se diferenciam em diferentes subtipos de DC, tais como:
células de Langerhans, células dendriticas intersticiais ou células dendriticas derivadas
dos monocitos; e DC plasmocitoides (pDC), derivadas de um percursor linfoide (Owen,
Punt & Stranford, 2013). Estas células estdo constitutivamente presentes em epitélios e
na maioria dos tecidos. Quando ativadas sdo capazes de migrar para os 6rgaos linféides
secundarios, tais como os nodulos linfaticos. No seu estado imaturo as DC, nos tecidos,
sdo essencialmente células fagociticas com o objetivo de captar antigénios (Owen, Punt
& Stranford, 2013). Apos a captacdo de antigénios, inicia-se a sua maturagdo (que
decorre em simultdneo com a migracao para os Orgdos linfoides secundarios), onde
apuram a sua capacidade de apresentacdo de antigénio e de producdo de diferentes
perfis de citocinas, o que lhes confere uma fungdo impar na ativacdo dos linfocitos T
virgens, e na iniciagdo da resposta adaptativa (Owen, Punt & Stranford, 2013;
Banchereau & Steinman, 1998). Em suma, as DC s3o um elo fundamental que se
estabelece entre imunidade inata e imunidade adaptativa (Cardoso, 2007).

Como células APC os linfocitos B apresentam uma capacidade restrita de internalizar
antigénios, limitando-se a antigénios soliveis que se ligam ao recetor do linfocito B, sdo
internalizados, degradados ¢ ligados a moléculas de MHC de classe II, sendo

posteriormente apresentados a superficie da célula (Arosa, 2007b).

1.1.2.2. Linfocitos T of, Linfocitos B e plasmocitos

As células T maturam no timo e podem ser divididas em varios subgrupos
dependendo da sua expressdo de antigénios de superficie e da sua funcdo. Expressam
clonalmente recetores de células T (TCR) na sua superficie € o complexo de proteinas
CD3, que transmite o sinal do TCR apds ativacdo. De acordo com as cadeias de
proteinas expressas no TCR, os linfécitos T podem ser divididos em células TCRaf e
células TCRyo, que diferem na sua biologia e fungdo. A ativacdo dos linfocitos Taf3
depende da apresentacdo de antigénios através de péptidos processados nas moléculas
MHC classe I ou classe II expressas nas APC. As células T aff dividem-se em células T
CD4", com funcdo auxiliadora, e células T CDS", com fungio citotoxica (Owen et al.,
2013).

As células T CD4" e CD8" abandonam o timo e entram na circulagdo sanguinea
como células ndo ativadas (“resting cells”), na fase GO do ciclo celular. Estas células T

virgens sao maduras, contudo ainda ndo encontraram um antigénio. A sua cromatina
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esta condensada, tém muito pouco citoplasma e exibem pouca atividade transcricional.
Estdo em circulagdo na corrente sanguinea, linfa e tecidos linfoides secundarios,
incluindo os nodulos linfaticos. Se uma célula T virgem encontra uma célula APC a
expressar um complexo MHC-péptido compativel com o seu TCR, vai iniciar o
programa de ativagdo que produz uma diversidade de células que vao unir esforgos para
eliminar a infe¢do. As células T CD4" tornam-se células T auxiliadoras (Th) e secretam
citocinas que estimulam a atividade de outras células do sistema imunitario. As células
T CD8" sdao células citotoxicas (Tc) que matam células infetadas, alteradas ou
danificadas, recorrendo a duas vias principais: a exocitose de granulos citoliticos de
perforina, granzimas e granulisina, e a interacdo FasL / Fas, formando o complexo de
sinaliza¢dao de indu¢do de morte celular (DISC), as duas vias culminam na ativacao da
via das caspases que leva depois a formagao dos corpos apoptoticos (Owen et al., 2013;
Elmore, 2007).

Uma interagdo bem-sucedida entre a célula T e a APC resulta numa organizacao
estavel de moléculas sinalizadoras na sinapse imune (Fig. 1). O complexo TCR/MHC-
péptido e os corecetores estdo localizados no centro da sinapse e constituem o cSMAC
(“central supramolecular activation complex”). A afinidade intrinseca entre o TCR e o
MHC-péptido ¢ baixa e ¢ estabilizada pela atividade de varias moléculas que em
conjunto aumentam a avidez (combinagdo das afinidades das interagdes entre células)
da interacdo celular. Os corecetores CD4 e CD8 que se encontram no cSMAC
estabilizam a interacao entre TCR e MHC pela ligacdo as moléculas MHC de classe Il e
classe I respetivamente. Ao redor do complexo central (¢cSMAC) encontram-se
moléculas de adesdao e os seus ligandos (LFA-1/ICAM-1 e CD2/LFA-3) cujas
interagdes ajudam a manter os sinais gerados estabilizando a ligacdo. Este complexo
toma o nome de “Peripheral supramolecular activating complex” (pSMAC). Contudo,
mesmo o aumento de avidez funcional, permitido pelos corecetores e moléculas de
adesdo, nao ¢ suficiente para ativar completamente a célula T. A interacdo entre
recetores co-estimulatorios da célula T (CD28) e ligandos co-estimulatorios nas células
APC (CD80/86) permitem um segundo sinal necessario a ativagdo. Quando a célula T
recebe os dois sinais € ativada e produz citocinas que promovem a proliferacao celular

(Owen et al., 2013).
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Figura 1 - Interagdes de superficie responsaveis pela ativagdo da célula T (adaptado de Owen et al.,
2013).
O CD28 ¢ o exemplo mais referido de recetor co-estimulatorio, mas existem

outras moléculas com as mesmas propriedades, como ¢ o caso da molécula ICOS (co-
estimulador induzivel) que tem como ligando a molécula ICOS-L (ligando do co-
estimulador induzivel) presente em algumas células APC. Contudo, ao contrario da
molécula CD28, a molécula ICOS nao se expressa em células T virgens, sendo expressa
apenas em células T efetoras e de memoria, pelo que lhe é atribuida uma fun¢do de
manuten¢do da ativagdo das células T diferenciadas. Estas moléculas, uma vez que
reforcam o sinal do TCR, s3o chamadas de recetores e ligandos co-estimulatérios
positivos (Owen et al., 2013).

Existem ainda recetores e ligandos co-estimulatérios negativos que tém como
atividade a regulagdo negativa da resposta imune. Destaca-se a molécula CTLA-4. Esta
molécula, da familia do CD28, tem igualmente como ligandos o CD80 e CDS86,
competindo com este nesta ligagcdo. Contudo, a sua ligagdo ¢ antagonista dos sinais de
ativacao das células T. Nao sendo constitutiva de células T nado ativadas, ¢ induzida
vinte e quatro horas ap6s ativagdo, atingindo a sua concentracdo maxima dois a trés dias
apds estimulagdo, apresentando assim uma fungdo de “travdo” na influéncia
proliferativa da molécula CD28 (Owen et al., 2013).

Em conjunto, o sinal um (TCR/MHC-péptido) e o sinal dois (co-estimulagdo)
iniciam uma cascata de transducdo da qual resulta a ativacdo da transcri¢do de fatores e
citocinas soluveis (sinal 3) pelas células APC e células T. Estas citocinas ligam-se aos
recetores de citocinas de superficie estimulando uma cascata de sinais internos que
estimulam a proliferacao e/ou a sobrevivéncia celular. A Interleucina-2 (IL2) ¢ uma das

citocinas mais envolvida na ativacdo das células T e apresenta um papel essencial na
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indug¢do da 6tima proliferacdo destas células. Os sinais co-estimulatorios induzem a
transcrigdo dos genes que codificam para a IL2 e para a cadeia a (CD25) do recetor da
IL2, que se liga as cadeias B e y do recetor, aumentando a sua afinidade (recetor de alta
afinidade). A secrecdo de IL2 e a sua ligacao ao seu recetor de alta afinidade induz as

células T ativadas a proliferar vigorosamente (Fig.2).

APC
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Populagiio de células efectoras e de memdria

Figura 2 - Expressao de IL2 e do recetor de alta afinidade para a IL2 (adaptado de Owen et al., 2013).

Este terceiro sinal ¢ ainda constituido, nas células Th, por outras citocinas,
denominadas citocinas polarizadoras, que t€ém um papel fundamental ndo sé na
estimulacdo da proliferacdo, mas também na determinacdo do tipo de célula T efetora
que sera formado. A producdo destas citocinas polarizadoras deriva da interagdo do
patogénio com os recetores de reconhecimento de padrdes (PRRs) nas células
dendriticas ou noutras células imunes produtoras de citocinas. A ligacdo das citocinas
polarizadoras aos recetores das citocinas na célula T induz a producdo de citocinas
efetoras, que definem a fun¢ao de cada tipo de célula Th efetora: Thl, Th2, Th17, Tth,
Treg. (Fig.3) (Owen et al., 2013).
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Figura 3 - Esquema geral explicativo da formagdo dos diferentes subtipos de células Th efetoras

(adaptado de Owen et al., 2013).

Classicamente o dogma central da populagio de células efetoras CD4 " cingia-se
a interagao entre os perfis Thl (produtor de Interferdo y (INFy) e IL2, que regula a
resposta imune a patogénios intracelulares) e Th2 (produtor de IL4, IL5 e IL13, que
regula a resposta a patogénios extracelulares). Com o desenvolvimento da
imunofenotipagem celular e o reconhecimento de novos marcadores celulares, foi
possivel caracterizar e identificar novos subtipos celulares, nomeadamente as
populagdes Th17 (produtora de IL17, que regula a imunidade mediada por células e a
defesa contra fungos) e T reguladoras (Treg) (produtoras de TGF-p e IL10, que inibem
a resposta imunitaria) que vieram completar este paradigma. Atualmente a plasticidade
fenotipica e funcional da populagio de células T CD4" foi ainda mais enriquecida,
estando ja descritos e caracterizados varios outros subtipos celulares (Fig. 4), onde se
salientam as células T auxiliadoras foliculares (Tth) (produtoras de IL21, que regulam o
desenvolvimento das células B nos centros germinativos e na imunidade humoral),
como se pode observar na figura 4 (Owen et al., 2013; Saito, Nakashima, Shima & Ito,

2010).
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Figura 4 - Subpopulagdes de células T CD4+ (adaptado de Carbo et al., 2014).

Uma das principais caracteristicas da resposta adaptativa consiste na geracao de
uma diversidade de recetores. Esta poderosa estratégia desenvolvida pelo hospedeiro
levanta contudo alguns problemas, uma vez que para a geracao desta diversidade de
recetores podem gerar-se também células T auto-reactivas. O sistema imunitario
necessita assim de um mecanismo que lhe permita impedir a resposta nociva contra o
proprio, contra antigénios alimentares, microrganismos comensais, € antigénios
ambientais. A selecao do repertdrio de TCR ¢€ portanto fundamental. A selecdo negativa
das células T reativas ao proprio no timo conduz a eliminagdo ou inativagao de clones
de células auto-reactivas, que reconhegam complexos MHC-péptidos do proprio (“self”)
(Owen et al., 2013).

Considerando que ¢ essencial que o sistema imunitdrio modere a sua resposta
contra patogénios, de forma a poupar o organismo a danos nos seus proprios tecidos
(Josefowicz, Lu & Rudensky, 2012), e que a selecdo negativa ndo ¢ perfeita, i.e., células
auto-reactivas conseguem escapar a sele¢do timica, o organismo desenvolveu outros
mecanismos a fim de evitar a autoimunidade. Um desses mecanismos consiste no
desenvolvimento, tanto no timo como na periferia, de células T reguladoras (Treg)
(Owen et al., 2013). Assim, de acordo com a sua origem, as células Treg foram
classificadas como estando divididas em duas subpopulagdes: as células Treg timicas ou
naturais, selecionadas no timo e representantes de uma importante fragdo das Treg

encontradas em circulacdo; e as células Treg periféricas ou adaptativas que apresentam
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um distinto e mais amplo repertério de recetores TCR que as células produzidas no timo
(Goldstein, 2013).

Como marcadores de superficie, as células Treg estdo associadas a expressdo de
CD25. Como referido anteriormente, este recetor ¢ também expresso nas células T
ativadas. Contudo, ao contrario das células T que expressam CD25 durante a sua
ativacgdo, as células Treg sdao ainda caracterizadas pela co-expressao nuclear do fator de
transcricdo Foxp3, que ¢ essencial ao seu desenvolvimento (Chaplin, 2010; Somerset,
Zheng, Kilby, Sansom & Drayson, 2004).

As células B formam-se na medula 6ssea a partir do percursor linfoide, e sdo
linfécitos caracterizados por apresentarem recetores de células B (BCR), clonalmente
distribuidos na sua superficie. O BCR ¢ uma molécula de imunoglobulina ligada a
membrana, que funciona como um recetor de ligagdo ao antigénio e ¢ composto por
duas cadeias leves e duas cadeias pesadas idénticas. Cada cadeia possui uma regido
constante (C) e uma regido variavel (V), sendo a regido V a responsavel pela
especificidade do antigénio (Cardoso, 2007).

As células B também expressam um complexo de proteinas coreceptoras
conhecidas como CD21/CD19/CD81, que constituem o coreceptor do BCR, e que tém a
funcdo de amplificar o sinal de ativagdo transmitido através da ligagdo a proteina do
complemento C3d. Apds ativagao do BCR pelo antigénio, a célula B diferencia-se. Na
sua diferenciacdo, dependente do antigénio, as células B diferenciam-se em células B de
memoria ou em plasmoécitos. Os plasmocitos ndo expressam BCR na superficie da
célula, mas produzem e secretam, através do seu reticulo endoplasmatico e complexo de
Golgi bem desenvolvidos, grandes quantidades de anticorpos (imunoglobulina soltvel)
(Owen et al., 2013).

Para além da sua propriedade de produzir anticorpos, estudos recentes sobre as
células B t€ém demonstrado a sua capacidade de produzir citocinas, o que permite a sua
classificagdo em diferentes subgrupos (Mauri & Bosma, 2012). Um subgrupo
classificado recentemente foi denominado de células B reguladoras (Breg), dado o seu
papel na regulagdo negativa da resposta inflamatoria e auto-imune (Mauri & Bosma,
2012). Dentro deste subgrupo de células Breg destaca-se um conjunto de células B
denominadas B10 pela sua producao exclusiva de IL10, sendo mesmo a principal fonte
de IL10 dentro das células B, o que permite a sua distingdo das restantes Breg (Gray &
Gray, 2010). Estudos em ratos demonstraram que estas células apresentam um papel

chave na tolerancia imunitaria, ¢ a sua auséncia resulta na exacerbacdo de processos
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auto-imunes e doenca do enxerto contra o hospedeiro. Em humanos, estudos recentes
tém proposto a relagdo entre as células B produtoras de IL10 e a regulagdo negativa das
respostas imunitdrias, nomeadamente através da redu¢do da proliferagdo de células T
(Gray & Gray, 2010). Outras descobertas recentes relacionam a IL10, juntamente com
outras moléculas co-estimulatorias, com a diferenciacdo e manutengdo das células Treg
e com a inibicdo das células Th17 e Thl, o que vem sublinhar a potencial participagao
das células B na manutencdo destas células em circulagdo (Mauri & Bosma, 2012).
Fenotipicamente, varias abordagens tém sido utilizadas para caracterizar as células B
reguladoras, com varios estudos a apontar a sua localizagdo nas subpopulacdes de

células B CD24" CD38" ¢ CD24" CD27" (Bouaziz et al., 2010; Berthelot et al., 2012).

Na Figura 5 encontram-se esquematizados os varios marcadores de superficie
utilizados para caracterizagdo das varias subpopulagdes de linfocitos B (Maecker,
McCoy & Nussenblatt, 2012). No presente estudo foram estudadas as subpopulagdes de
linfocitos T CD4" ativados e T CDS8" ativados utilizando anticorpos monoclonais contra
CD3, CD4, CD8, HLA-DR e CD25. A utilizacdo da caracterizacao através do CD25 foi
anteriormente explicada pelo seu papel no processo de ativagdo. Quanto ao HLA-DR,
trata-se de um antigénio do complexo MHC de classe II expresso nos linfocitos B,
mondcitos, macréfagos e surge no final do processo de ativagdo em linfécitos T e NK
(Reddy, Eirikis, Davis, Davis & Prabhakar, 2004). A avalia¢do da cinética da expressao
dos marcadores de ativagdo depende dos protocolos de estimulacdo e das condigdes de
cada estudo, observando-se uma variabilidade consideravel, por exemplo, nos tempos
em que se verificam os picos de expressao de diferentes marcadores. Porém, de uma
forma geral, a ordem de expressdo dos marcadores ¢ consensual, sendo o CD69
considerado um marcador precoce de ativagdo, com a sua expressdo a ser considerada
transitoria, desaparecendo ao longo do processo de ativacdo. Por outro lado, a expressao
de CD25 e, sobretudo de HLA-DR, ¢ mais tardia e continuada (Shipkova & Wieland,
2012; Reddy, Eirikis, Davis, Davis & Prabhakar, 2004; Ferenczi, Burack, Pope,
Krueger & Austin, 2000).

No estudo da subpopulacdo Breg utilizaram-se anticorpos monoclonais contra
CD19, CD24, CD27, CD38 ¢ IL10, de forma a quantificar as subpopulagdes de células
B CD24" CD38", CD24" CD27" ¢ células B produtoras de IL10 (Maecker et al., 2012).
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Figura 5 - Identificacdo de subpopulagdes de células do sistema imunologico recorrendo a marcadores de

superficie (adaptado de Maecker et al., 2012).

1.1.2.3. Linfocitos Tyd e células NKT

As células T y6 e células NKT sdao subpopulagdes de linfocitos normalmente

chamados de innate-like. Estas células innate-like constituem uma ponte entre o sistema

imunitario inato e adaptativo, uma vez que apre

sistemas com a utilizacdo de recetores inatos com

por outro lado a expressdao de recetores TCR caracteristicos da resposta adaptativa

(Owen et al., 2013).
As células T yd podem ser divididas em

: Lo r . —+
periférico, e células residentes V51 presentes em

intestinal e pulmonar e também a mucosa uterina da gravida, a decidua. A 