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Dedico este trabalho a todos os casais que naturalmente ainda néao
tiveram a possibilidade de ter filhos, e em especial aos casais que
sofrem de abortos espontadneos recorrentes de etiologia
desconhecida.

Este ser& o inicio da minha contribuicdo aos estudos da imunologia
da reproducdo para que num futuro ndo muito distante todas as
barreiras possam ser superadas.
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“There’s an old saying in research, it's okay
to sleep with a hypothesis, but you should
never marry one.”

J. William Langston
“HA4 um velho ditado nas pesquisas, €

correto dormir com uma hip6tese, mas
nunca deve se casar com uma.”

“If you steal from one author, it's plagiarism.
If you steal from two, it’s research.”

Wilson Mizner-John Burke

“Se vocé roubar de um autor, isto € plagio.
Se vocé roubar de dois, isto € pesquisa.”



SUMARIO

LISTA DE SIGLAS . ... e e e e e e e e e e e s e %
1- REVISAO DO ESTADO DE ARTE ............... ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
1.1- INTRODUGAO ..o ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.

1.1.1- A Relacéo Entre o Sistema Imune Materno e o Feto...Erro! Indicador néao
definido.
1.1.2- Hipoteses Propostas para Explicar a Sobrevivéncia do Alo-enxerto Fetal
............................................................................... Erro! Indicador n&o definido.
1.1.3- O Complexo Principal de Histocompatibilidade............ Erro! Indicador néao
definido.
1.1.3.1- Compartilhamento HLA entre casais e sua relacdo com as hipoteses
que tentam explicar a sobrevivéncia do alo-enxerto fetal....Erro! Indicador nao

definido.
1.1.3.1.1- AIOIMUNIZAGAOD ........ceeeeeee Erro! Indicador ndo definido.
1.1.3.2- HLA-G e sua relagdo com componentes da resposta imune ......... Erro!

Indicador nao definido.

2- CITOCINAS E A HIPOTESE DO IMUNOTROFISMO PLACENTARIO ....... ERRO!
INDICADOR NAO DEFINIDO.

2.1- O SISTEMA IMUNE E O TROFOBLASTO......... ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
2.2- O BALANCO TH1/TH2 E ASUA ATUACAO....... ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
2.3- O PAPEL DAS CITOCINAS DURANTE A GESTACAO......ERRO! INDICADOR NAO
DEFINIDO.
2.4- AHIPOTESE DO IMUNOTROFISMO PLACENTARIO .....ERRO! INDICADOR NAO
DEFINIDO.

3- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS............. ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.



LISTA DE SIGLAS

e APCs - células apresentadoras de antigeno

¢ ARE - abortos recorrentes espontaneos

e CML - lise mediada por células

e CPH - Complexo Principal de Histocompatibilidade
e CSF - fator estimulador de colonia

e CTL - linfocitos T citotoxicos

¢ DLN - linfonodos paradrticos que drenam o Utero
e DTH - hipersensibilidade do tipo tardia

e DVH - Doenca do Enxerto-versus-hospedeiro

¢ E - regido embrionéria

e EPC - cone ectoplacentario

e Fc — porgéo constante das imunoglobulinas

e GM-CSF- fator estimulador do crescimento de macrofagos granuldcitos
e HLA - Antigenos Leucocitarios Humanos

¢ IFN-y - interferon gama

e Ig - imunoglobulina

e IL-1 - interleucina 1

e IL-2 - interleucina 2

¢ IL-3 - interleucina 3

e IL-4 - interleucina 4

e IL-5 - interleucina 5

¢ IL-6 - interleucina 6

¢ IL-10 - interleucina 10

e LIF - fator inibidor de leucemia

e MLC - cultura mista de linfécitos

e MLR - reacao mista de linfocitos

¢ RNA mensageiro - mMRNA

¢ NK - células Natural Killer

¢ RBC - linhagens de células eritrocitarias paternas
e TCR - receptorde célula T

e TGF - fator de transformacéao do crescimento

e Th - células T auxiliares (helper) CD4"

e TLFA - linfécitos T-citotoxicos humano encontrado no cordao umbilical
e TNF - fator de necrose tumoral



1- REVISAO DO ESTADO DE ARTE
1.1- INTRODUCAO

Imunologistas do transplante ha muito tempo procuram entender o0s
mecanismos que resultam numa alogestacdo normal. Este sucesso contrasta com
0s problemas de rejeicdo associados com a maioria dos artefatos dos transplantes
de 6rgdo e promove gquestdes intrigantes a respeito da natureza dos mecanismos
envolvidos neste processo. Teorias que explicam como prolongar a sobrevivéncia do
alo-enxerto séo frequentemente estendidas para explicar a sobrevivéncia fetal
(BEER & BILLINGHAM, 1971). Esta area de pesquisa teve grandes avanc¢os diante
de evidéncias de que manipulacdes imunolégicas podendo impedir os abortos
recorrentes espontaneos em murinos, equinos e humanos (CLARK & CROY, 1986;
CHAOUAT, 1987; GILL & WEGMANN, 1987).

O presente trabalho tem como objetivo realizar uma extensa revisao
bibliografica sobre a Hipdtese do Imunotrofismo Placentario proposto por Thomas
G. Wegmann e seus colaboradores, assim como reunir e sintetizar, em um unico
trabalho, o conhecimento relacionado a aceitacdo do alo-enxerto fetal, e enfatizar a
importante atuag&o das citocinas neste processo.

Thomas G. Wegmann foi um grande estudioso da imunologia da reproducéo.
Seus estudos despertaram o interesse de varios discipulos que atualmente
trabalham com base nas suas hipétese e tentam explicar a aceitacdo do alo-enxerto
fetal. Wegmann foi professor e pesquisador na Universidade de Alberta, Edmonton,
Canada. Varios grupos compostos por seus colaboradores continuam a investigar a
gestacdo, seguindo a linha de raciocinio de Wegmann, obtendo resultados muito
importantes sobre o balanco do sistema imune materno que permite a aceitacao
fetal.

A grande importancia destes estudos além de ajudar na problemética da
imunologia da reproducdo, possibilitando que casais que sofram de abortos
recorrentes de etiologia desconhecida possam vir a ter filhos, permite extrapolar tais
resultados e uma futura manipulacdo da resposta imune no contexto dos

transplantes clinicos.



1.1.1- A Relacao Entre o Sistema Imune Materno e o Feto

A sobrevivéncia do alo-enxerto em mamiferos é influenciada por genes do
Complexo Principal de Histocompatibilidade - CPH. A incompatibilidade relacionada
aos genes que codificam os Antigenos Leucocitarios Humano — HLA, que se
encontram no CPH, é associada com a rapida rejeicdo de tecidos geneticamente
diferentes (VAN ROOD & CLAAS, 1990). Uma notavel excecdo € a gestacao,
durante a qual, tecidos fetais alogénicos escapam do processo de rejeicao.

Diferencas importantes entre os tecidos fetais e tecidos transplantados
estiveram em evidéncia na década de 80, particularmente com as observacdes que
relataram a auséncia de antigenos HLA nos tecidos fetais que estdo em contato com
os tecidos maternos durante a gestacdo (GALBRAITH et al., 1981; SUNDERLAND
etal., 1981; FAULK et al., 1982; JOHNSON & STERN, 1986).

As tentativas que buscam explicar o enigma da sobrevivéncia fetal sdo téao
antigas quanto a prépria Imunogenética (BILLINGHAM, 1964). Quem primeiro se
interessou pelo enigma imunologico central da gravidez, grande questdo da
imunobiologia da reproducao, foi MEDAWAR em 1953, quando buscava a resposta
para a seguinte pergunta: “Como a mae gravida efetua a nutricdo dentro de si
mesma, por varias semanas ou meses, de um feto que possui antigenos estranhos
ao seu corpo?”. Posteriormente propds quatro hipoteses para justificar a nao rejeicao
do feto pelo organismo materno:

1- O feto sendo imunologicamente neutro;

2- O utero como um local imunologicamente privilegiado;

3- A placenta como uma barreira neutra separando a méae e o feto;

4- Um estado de imunossupressao fisioldgica da gestante.

Desde entdo, varios mecanismos tém sido propostos para explicar o sucesso
da aceitacdo materno-fetal (BILLINGTON, 1976; CHAOUAT, KOLB & WEGMANN,
1983; WEGMANN & GILL, 1983).

Na descendéncia de dois individuos geneticamente diferentes de uma
espécie no que se refere aos antigenos de histocompatibilidade, o feto tambéem
expressa antigenos derivados do pai (SEARLE et al., 1976; WEBB, GALL &
EDELMAN, 1977). No entanto, ao contrario do que ocorre com 0s enxertos de outros
tipos de tecidos paternos, o feto parece estar livre da rejeicdo imune materna. Dois

modelos contrastantes tém sido propostos para explicar este paradoxo. O primeiro



sugere que as células do trofoblasto que formam a interface materno-fetal néo
expressam antigenos que desencadeariam uma resposta imune e atuariam como
uma barreira anatdbmica que isola os antigenos fetais, deste modo protegendo o feto
do contato com os linfécitos sensibilizados, ou seja, imunocompetentes da mée
(EDWARDS, HOWE & JOHNSON, 1975; SEARLE et al.,, 1976; WEBB, GALL &
EDELMAN, 1977). O segundo modelo sugere que mecanismos imunossupressores
estariam impedindo uma resposta imune efetiva por parte do sistema imune materno
dirigida aos antigenos presentes no feto (GUDSON, 1976).

O relato de que linfécitos retirados do corddo umbilical humano de recém
nascidos inibe os linfécitos maternos de entrarem em mitose (OLDING &
OLDSTONE, 1974) sugere um processo ativo em que o embrido inibe a proliferacéo
de células linfocitarias materna, assim como impede a mae de responder contra o
mesmo. No entanto os linfécitos B, mondcitos e macrofagos, células amniéticas do
recém nascido, cultura de linhagens celulares derivadas da medula 6ssea e do baco,
e cultura de linfoblastos ndo apresentam efeitos inibitérios na mitose. MOSIER &
JOHNSON (1975) relataram que as células T esplénicas ou timocitos de rato
diminuem a habilidade das células adultas esplénicas de assumirem uma resposta a
anticorpos in vitro.

SWINBURNE (1970) sugeriu que o feto € protegido no Utero materno porque
a placenta atua como uma esponja. A expressdao dos antigenos de
histocompatibilidade na placenta pode permitir que este 0Orgdao absorba
seletivamente componentes efetores da resposta imunoldgica capaz de prejudicar o
desenvolvimento embrionario. Linfocitos maternos podem ser excluidos
especificamente (como um anticorpo) ou nao especificamente através da barreira
anatdmica pelo trafego celular. A placenta também pode servir para proteger o feto
da resposta imune mediada por células maternas (HUNZIKER, GAMBEL &
WEGMANN, 1984).

WEGMANN, SINGH & CARLSON (1979) concluiram em seus experimentos e
em outros trabalhos (WEGMANN & CARLSON, 1977; CARLSON & WEGMANN,
1978) que a placenta murina tem a capacidade de absorber anticorpos H-2
antifetais, tais anticorpos tém capacidade efetora in vivo, tanto no ambiente materno
(WEGMANN & CARLSON, 1977) como no ambiente neonatal (CARLSON &



WEGMANN, 1978), deste modo protegendo o feto de um potencial efeito nocivo pela
resposta imune materna.

Foi sugerido que o trofoblasto, tecido da interface materno-fetal, tem
importante atuacdo na protecdo imune do feto, por ndo expressar antigenos
cldssicos de histocompatibilidade (BILLINGTON, 1976), ou porque este tem a
habilidade de suprimir a resposta imune materna (CLARK & CHAOUAT, 1989).
Porém sédo muitas as evidéncias de que o sistema imune materno é sensibilizado no
que se refere aos antigenos paternos, mesmo durante o primeiro trimestre de
gestacdo (WEGMANN & CARLSON, 1977). Acreditava-se que o trofoblasto atuava
como uma barreira fisica e anatbmica impedindo a passagem das células linféides
materna (BEER & BILLINGHAM, 1976). A auséncia de antigenos de
histocompatibilidade paternos na camada intermediaria das células trofoblasticas
(SELLENS, JENKINSON & BILLINGTON, 1978) ndo desencadearia mecanismos
efetores na resposta imune ou atividade supressora materna (PAVIA & STITES,
1979). Estes mecanismos efetores também poderiam estar sendo modulados por
horménios placentarios (CLEMENS, SITERI & STITES, 1979; PAVIA et al., 1979)
habilitando o feto a inibir ou a evitar o ataque imunolégico.

Uma especulacdo possivel seria de que o alorreconhecimento materno na
interface fetal por células T, tanto diretamente pelo reconhecimento de
determinantes antigénicos do CPH ou indiretamente pelo reconhecimento da porcéo
constante - Fc dos anticorpos ligados por estes determinantes, induziriam a
secrecéo de linfocinas ou fatores de crescimento que promovem o desenvolvimento
na interface materno-fetal, o que resultaria numa maior funcionalidade da placenta
como uma barreira celular contribuindo para uma maior viabilidade fetal (GILL,
1983a, b; HUNZIKER, GAMBEL & WEGMANN, 1984).

Em contrapartida YOUTANANUKORN, MATANGKASOMBUT &
OSATHANONDH (1974) utilizaram técnicas para inibir a migracdo de macrofagos,
demonstrando a especificidade do sistema imune materno contra aloantigenos
derivados da placenta. Esta reatividade apareceu depois do primeiro trimestre em
primigestas.

Alguns autores detectaram antigenos principais de histocompatibilidade na
placenta (GOODFELLOW et al.,, 1976; SELLENS, JENKINSON & BILLINGTON,
1978), mas o seu significado in vivo ndo é aparente. De fato, a principal hipétese



afirmava que uma camada de fibrinogénio ndo permitia que estes antigenos fossem
facilmente detectados (CURRIE & BAGSHAWE, 1967). E possivel que esta camada
seja constituida parcialmente por anticorpos antifetais maternos absorbidos a
antigenos presentes na placenta. Os antigenos H-2 podem desprender-se dos
tecidos placentarios ou das células que circulam na corrente fetal. Esta ultima
possibilidade pode explicar porque somente as células do sangue do cordao
umbilical expressam todos os antigenos HLA paternos depois de um periodo de
incubacédo in vitro (TIHLIKAINEN, SCHRODER & DE LA CHAPELLE, 1974). Eles
podem ter sido removidos através do contato com anticorpos maternos enquanto
circulam na placenta. A absorcéo diferencial pela placenta é vista em murinos no
décimo terceiro dia de gestacdo, um periodo onde o timo inicia o0 processo de
selecdo clonal. Uma fetotomia neste estagio ndo afeta a absorcdo placentaria.
Dessa forma, uma circulagdo fetal intacta ndo é exigida, ndo excluindo-se a
possibilidade das mesmas expressarem antigenos H-2 imunoabsorbantes que
chegam a placenta via circulacao fetal antes da fetotomia (WEGMANN, SINGH &
CARLSON, 1979).

Uma hipétese que tenta explicar o porqué do feto ndo ser rejeitado pela mae,
sugerindo que a mae estd imunologicamente incapacitada de causar danos ao
mesmo, foi primeiramente confirmada pelos experimentos de HELLSTROM,
HELLSTROM & BRAWN (1969) que mostraram que fatores especificos do soro
materno protegem o embrido do efeito destrutivo dos linfécitos maternos. Nestes
estudos mostrou-se presente outro mecanismo pelo qual os tecidos fetais podem
sobreviver num meio imunologicamente hostil. Linfocitos, provavelmente células T
supressoras embrionarias promoveram um processo ativo potencialmente capaz de
inibir os efeitos deletérios dos linfécitos maternos. Portanto, apds entrar em contato
com as ceélulas fetais, as células maternas provavelmente ndo poderiam responder a
aloantigenos. Além disso, outros relatos evidenciam que a camada mucoproteica
que recobre as células trofoblasticas (CURRIE, DOORNINCK & BAGSHAWE, 1967;
CURRIE, 1968; EDIDIN, 1972) provavelmente também protejam estas células fetais
mascarando os antigenos e reduzindo a quantidade de antigenos de superficie
disponiveis a interagir com linfocitos sensibilizados ou anticorpos da mae.

Na década de 70 foi relatada depressdo da resposta imune mediada por
células (KASAKURA, 1971; YOUTANANUKORN & MATANGKUSOMBUT, 1973;



PENCE, PETTY & ROCKLIN, 1975), No entanto ndo foi comprovada a hip6tese de
que h& uma deficiéncia intrinseca na populacao linféide materna.

O proprio envoltorio fetal, o trofoblasto, pode ser um dos locais de
imunossupressdo. VOISIN & CHAOUAT, 1974 detectaram por imunofluorescéncia
mais globulinas-y em placentas semialogénicas do que em placentas singénicas.
Estudos demonstraram que o trofoblasto ndo apresenta auséncia total de antigenos
mediadores da rejeicdo, e ndo protege efetivamente o feto do ataque das células
efetoras produzidas apos aloimunizacdo. Durante o curso normal da gestacao, tanto
a resposta imune humoral (GOODLIN & HERZENBERG, 1964; NYMAND et al.,
1971) e celular (MARONI & PARROTT, 1973; YOUTANANUKORN,
MATANGKOSOUT & SATHANONDH, 1974; BAINES et al., 1976) aos aloantigenos
paternos desenvolvem-se naturalmente. Essa imunidade raramente parece ser
prejudicial ao feto. E possivel que isso ocorra por que o sistema imune materno n&o
reconhece e ndo reage aos antigenos das células do trofoblasto.

Durante a gestacdo normal a resposta humoral como um todo parece ser
levemente afetada, no entanto as vias celulares da resposta materna contra 0s
aloantigenos paternos do concepto s&do prejudicados. Varios mecanismos
intrincados provavelmente sdo envolvidos no trabalho, tanto localmente quanto em
niveis séricos; proporcionando uma ferramenta para estudar os mecanismos
regulatérios especificos da resposta imune com respeito a as interagdes humorais e
celulares (CHAOUAT & VOISIN, 1979).

Desde a constatacdo inicial do envolvimento de células T supressoras na
regulacdo da resposta humoral dos anticorpos em ratos (GERSHON & KONDO,
1970) mecanismos regulatérios similares tém sido descritos para resposta imune
mediada por células (CHAOUAT & VOISIN, 1979). A atividade celular supressora
tem implicado em uma ampla gama de reacdes celulares quando utilizados tanto
ensaios in vivo como in vitro envolvendo tolerancia relacionada ao alotransplante
(KILSHAW, BRENT & PINTO, 1975; HILGERT, 1979), animais portadores de
tumores (PERRY, BENACERRAT & GREENE, 1978; BERENDT & NORTH, 1980),
alogestacdao (CHAOUAT et al, 1977; SMITH & POWELL, 1977; CLARK &
McDERMOTT, 1978; BAINES, MILLAR & PROSS, 1980), hipersensibilidade do tipo
tardia - DTH (ZEMBALA & ASHERSON, 1974; CLAMAN et al., 1980), reacao mista
de linfécitos - MLR (RICH & RICH, 1974; NADLER & HODES, 1977) e lise mediada



por células - CML (NADLER & HODES, 1977; HIRANO & NORDIN, 1976; WAGNER
et al., 1976).

A gestacéao intraespecifica normal mostra varios aspectos da resposta imune.
Uma magnitude maior da resposta imune € observada quando o feto é
histoincompativel com a mae, e consiste histologicamente num acumulo de
linfoblastos T derivados do timo, inibindo o desenvolvimento materno da tolerancia
aos antigenos de histocompatibilidade anteriores a concepcédo (MARONI & SOUSA,
1973; BEER & BILLINGHAM, 1974; BEER, SCOTT & BILLINGHAM, 1975).

Em 1982 CROY et al. realizaram um experimento de transferéncia de
embrides interespecifico no qual o feto néo é protegido do ataque do sistema imune
materno. Blastocistos de espécies asiaticas de ratos Mus caroli foram cirurgicamente
transferidos em laboratério para (tero de ratos Mus musculus onde foram
implantados com sucesso e cresceram por aproximadamente seis dias antes de
serem reabsorvidos. O embrido reabsorvido foi infiltrado por células citotoxicas.
Estudos adicionais mostraram que células embrionérias de Mus caroli podem ser
protegidas do sistema imune materno e sobreviver a termo se envoltas pelo
trofoblasto de Mus musculos, em quimeras de Mus caroli ¢«» Mus musculus
(ROSSANT & FRELS, 1980; ROSSANT, MAURO & CROY, 1982). Isto indicou que a
vulnerabilidade do embrido de Mus caroli no Utero de Mus musculus foi devida a
inabilidade do trofoblasto de Mus caroli em proteger o embrido da resposta imune
materna. Esta falta de protecdo pode ser causada tanto pelo aumento da
antigenicidade do trofoblasto de Mus caroli ou pela sua inabilidade de suprimir a
resposta imune materna a Mus musculus. Outros experimentos (BARG et al., 1978;
PAVIA & STITES, 1981) tém mostrado que o trofoblasto murino € um potente
supressor da geracédo in vitro de linfécitos citotoxicos - CTL dirigidos contra alvos
geneticamente  diferentes (antigenos principais e  secundarios de
histocompatibilidade).

Se, no passado, a placenta foi encarada como barreira imunossupressora e
inerte entre a circulacdo materna e fetal (CHAOUAT, KIGER & WEGMANN, 1983),
hoje esta claro que ha resposta imunologica materna especifica durante a gravidez,
gue pode ser medida e que esta resposta facilita a sobrevivéncia fetal (BEER, 1988).

Portanto a gestacdo € uma acdo de balanceamento imunolégico, na qual o

sistema imune da méae precisa ficar tolerante aos antigenos CPH paternos e ainda



manter uma competéncia imune para a defesa contra microorganismos (WEETMAN,
1999). Dados da literatura sugerem que uma série de alteracées do desenvolvimento
ou distarbios gestacionais incluindo-se os abortos recorrentes, toxemia pré-
eclamptica, tumores de trofoblasto, descendentes com anomalias craniofaciais
constituem-se em problemas complexos e de natureza multifatorial (GILL et al.,
1991; EROGLU, BETZ & TORREGANO, 1992).

O sucesso gestacional esta associado com a sensibilizacdo imune materna a
antigenos placentéarios. As células do trofoblasto placentario na interface materno-
fetal expressam antigenos de histocompatibilidade tanto do haplétipo materno
guanto paterno (LANMAN & HEROD, 1965). Visto que tanto o feto e o trofoblasto
Sao susceptiveis ao ataque imunologico, ha a necessidade obvia de um mecanismo
que impeca danos a unidade feto-placentaria. Particularmente, os antigenos
paternos tém potencial para estimular a resposta imune alorreativa materna, e como
resultado as células T maternas aparecem na decidua logo apés a expressao de
antigenos de Classe | do CPH. Apesar do reconhecimento imune materno, a
destruicdo imunolégica do feto raramente ocorre. De fato, evidéncias recentes
sugerem uma interagdo entre as células T maternas e as células placentarias
propiciando um ambiente uterino adequado para 0 processo da implantacao
embrionaria — o Imunotrofismo (MOGIL & WEGMANN, 1988).

Alguns estudos sugerem que a inducédo de células supressoras na decidua
pode estar relacionada com o sucesso ou com a faléncia da gestacdo alogénica
(CLARK, McDERMOTT & SZEWCZUK, 1980; SLAPSYS & CLARK, 1982).

A transferéncia de anticorpos das mais variadas especificidades ao feto tem
valor de protecdo na descendéncia. No entanto, um mecanismo que permite a
passagem de anticorpos contra antigenos bacterianos, por exemplo, mas que exclui
imunoglobulinas com reatividade antifetal pode estar operando. Ha a possibilidade
de que durante a concepcédo haja a presencga de um excesso de antigenos de forma
a neutralizar a reatividade materna antifetal. Esta hipotese prediz que as fémeas
gestantes podem ser capazes de consumir passivamente e rapidamente linhagens
de anticorpos antipaternos, comparadas com especificidades controles. Estes
anticorpos, que sao mais especificos a antigenos sintetizados pelo complexo H-2

murino, aparentemente ndo sao prejudiciais a descendéncia, além disso, pode matar



linhagens celulares paternas presentes na cavidade materna peritonial ( WEGMANN
& CARLSON, 1977).

Em 1973 TAYLOR mostrou que uma gestacao alogénica pode induzir uma
resposta secundaria muito forte em fémeas imunizadas. Linhagens que provocam
uma primeira resposta a aloanticorpos induzidos pela primeira gestacdo também
podem induzir respostas secundarias.

A cinética da resposta primaria e da secundaria sdo diferentes. Uma forte
resposta primaria declina rapidamente, como determinado por titulos séricos, se a
fémea ficar gravida novamente. Os titulos aumentam rapidamente novamente depois
do parto (GOODLIN & HERZENBERG, 1964). A explicacdo mais simples é a de que
ha uma sintese crescente de anticorpos, mas o aumento dos niveis antigénicos
neutraliza os anticorpos seéricos, possivelmente pela absorcdo da placenta.
Consequentemente, o titulo do soro cai. No caso de uma resposta secundaria, 0o
aumento dos niveis antigénicos, causados pela grande massa da gestacdo
alogénica, € conhecido pelo aumento dos niveis séricos de anticorpos (GOODLIN &
HERZENBERG, 1964). Este aumento durante a resposta a inducédo de uma segunda
gestacdo € incoerente com a teoria de que a placenta atua como uma esponja e
absorbe toda a atividade imunoldgica dirigida aos antigenos paternos (WEGMANN
et al., 1979).

Varias evidéncias sugerem que o feto pode ser susceptivel a ataques pré ou
pés-natais por mecanismos efetores de uma mé&e imunizada por aloantigenos
paternos (NISTA, SEZZI & BELLELLI, 1973; PARMIANI & DELLA-PORTA, 1973;
MILGROM, COMINI-ANDRADA & CHAUDHRY, 1977). Além disso, durante a
gestacdo alogénica normal, a imunidade celular (YOUTANANUKORN,
MATANGKASOMBUT & OSATHANONDH, 1974; ROCKLIN et al., 1976) e humoral
(ROCKLIN et al.,, 1976; SALINAS et al., 1978) aos antigenos paternos do feto
desenvolve-se espontaneamente. No entanto, o tipo de imunidade engendrada pela
imunizacdo espontanea, que ocorre durante a gestacao, raramente é prejudicial ao
feto e parece incapaz de mediar rejeicdo (WEGMANN et al., 1979). A imunizacao
natural devida a repetidas gestacOes alogréficas aparenta produzir um estado de
tolerancia aos tecidos enxertados paternos, provavelmente devido a acdo de células
T supressoras antigeno-especificas (SMITH & POWELL, 1977).
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Estes dados mostram que a supressao da geracdo de CTLs in vitro pode
ocorrer considerando-se a relacdo entre a resposta celular e o embrido (ex:
singénico, semi-alogénico, alogénico ou xenogénico). Além disso, constatou-se que
a supressao da geracdo de CTLs ndo é uma propriedade especifica do tecido do
trofoblasto, a atividade supressora era maior na regido embrionaria - E do que no
cone ectoplacentério - EPC, e decidua. Decidua € o nome dado ao revestimento da
cavidade uterina, endométrio, durante a gestacao. Outros tecidos derivados do feto
como linhagens de células fibroblasticas embrionarias e células do figado fetal
(GLOBERSON, ZINKERNAGEL & UMIEL, 1975) tém também mostrado suprimir a
geracado de CTL in vitro.

Muitas observacdes sugerem que o trofoblasto ndo tem funcdo como uma
barreira inerte entre o feto e a mée (CLARK & McDERMOTT, 1978). No entanto
potentes antigenos relacionados ao transplante, como H-2 em ratos, ndo tém sido
convincentemente demonstrados no trofoblasto primario, mas antigenos fracos néo
H-2 foram detectados (SELLENS, 1977) e a presenca destes tém sido noticiadas em
células trofoblasticas obtidas tardiamente durante o curso da gravidez (BILLINGTON
et al., 1977).

Existem, no minimo, duas possibilidades ndo mutuamente exclusivas para o
fato de os anticorpos serem absorbidos. Estes poderiam ser liberados na circulagéo
materna como um complexo antigeno-anticorpo nocivo (BERNARD, 1977), ou
acabariam sendo fagocitados por células similares a macrofagos encontradas na
regido estromal do vilos trofoblastico, o qual tem uma grande afinidade por
complexos antigeno-anticorpo (WOOD et al., 1978).

Outra questdo consiste na ontogenia da capacidade imunoabsortiva da
placenta. GOODLIN & HERZENBERG (1964), observaram um aumento nas
aglutininas anti H-2 durante o inicio da gravidez através de gestacdes subsequentes
em quatro ratas e encontraram que elas desapareceram durante a terceira semana
de gestacdo e reapareceram uma semana apds o0 parto. Seus experimentos nao
excluem efeitos hormonais por causa da inclusdo de controles sem especificidade.
Além disso, a perda de titulos corresponde ao periodo maximo de crescimento da
placenta, sugerindo que as propriedades imunoabsortivas da mesma apareca neste

periodo.
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A fungdo biologica das células T citotoxicas maternas ainda ndo é bem
conhecida, mas aparentemente tém grande importancia no papel da gestacéo.
Embora o feto possua antigenos de histocompatibilidade paterno, e este seja um
tecido potencial para o atague do sistema imune materno, o feto tende a
desenvolver-se naturalmente, e nem a mée nem o feto vem a sofrer algum dano
durante o periodo de gestacdo. MIYAGAWA et al.(1982) encontrou anticorpos fetais
humanos e linfocitos T citotoxicos no cordao umbilical (TLFA), dirigidos aos linfocitos
T citotoxicos maternos que atuam contra o feto, a fim de proteger o proprio feto do
ataque das células maternas.

A guestdo de que as células maternas T alorreativas ou os componentes das
células T, especialmente os receptores de células T possam passar através da
placenta continua ndo respondida. No entanto, os dados apresentados, de que TLFA
contendo imunoglobulina IgM (TLFA IgM) pode, na presenca de complemento, inibir
a resposta de uma cultura mista de linfocitos materna - MLC & células paternas néo
T, demonstrem que o feto ndo pode detectar nem as células T maternas nem os
receptores de células T. Concluindo-se que a méae obviamente reconhece o feto
como um antigeno, e o feto precisa ser protegido do ataque imunoldégico materno
pelos TLFA (MIYAGAWA et al., 1982).

1.1.2- Hipoteses Propostas para Explicar a Sobrevivéncia do Alo-enxerto Fetal

Duas linhas de investigacao tém orientado as pesquisas nessa area propondo
modelos que tentam explicar alteracdes do desenvolvimento embrionério ou sucesso
gestacional (capacidade de gerar descendentes viaveis). Uma dessas linhas de
investigacdo se orienta pelo "modelo imunolégico” (McINTYRE, 1992) e a outra
pelo "modelo genético” (GILL, 1983a,b). Tais modelos ndo seriam mutuamente
exclusivos, uma vez que evidéncias que fundamentam cada um deles tém sido
mostradas no contexto da reproducdo humana. Um grande numero de investigacfes
tem-se concentrado em casais com abortos recorrentes espontaneos de etiologia
desconhecida - ARE, sendo que as outras alteracdes gestacionais tém sido
averiguadas em um numero menor de estudos.

O aborto recorrente espontaneo é definido pela ocorréncia de trés ou mais
perdas consecutivas e espontaneas da gravidez. Como qualquer gravidez
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clinicamente documentada est4 associada a probabilidade de perda de 15% a 20%.
Alguns pesquisadores acreditam ser o aborto recorrente um fenémeno de
probabilidade que ocorre em 0,5% da populacdo, e a maioria dos clinicos nao
consegue detectar nenhuma causa na maioria das perdas repetidas. Outros séo da
opinido de que é possivel detectar uma causa para as perdas da gravidez em mais
de 60% dos casais afetados. As anormalidades cromossdmicas fetais séo
responsaveis pela maior parte das perdas gestacionais recorrentes, seguidas de
anormalidades anatbmicas uterinas, anormalidades endometriais e anormalidades
hormonais (BECKERMAN, 2000).

Foram citados distlrbios imunoldgicos associados ao grande numero de
casais com perda recorrente de gravidez, sem nenhuma causa especifica
demonstravel. E importante assinalar que dentre os casais com perda recorrente da
gestacdo caracterizadas como de etiologia desconhecida, 60% ou mais,
posteriormente, irdo conseguir uma gravidez bem-sucedida a termo, sem qualquer
intervencao terapéutica (BECKERMAN, 2000).

Vale salientar que aborto recorrente espontaneo é diferente de infertilidade, a
qual refere-se a capacidade de estabelecer uma gravidez em determinado periodo
de tempo, geralmente um ano. A infertilidade priméria refere-se a casais que nunca
conseguiram estabelecer uma gravidez, enquanto que a infertilidade secundaria
refere-se a casais que anteriormente tiveram uma gravidez, mas que atualmente tém
dificuldades em estabelecer uma nova gestacdo (BECKERMAN, 2000).

O aborto espontaneo, na maioria das vezes, € um evento aleatério e
representativo do processo de selecdo natural. Embora um fator recorrente possa
causar mais de um aborto num mesmo casal, este &€ um acontecimento
relativamente raro (REINDOLLAR, 2000).

Estima-se que até 60% das pacientes que ndo apresentam nenhuma
alteracdo clinica identificavel sejam portadoras de perturbacdes aloimunes
associadas ao aborto (BARINI et al., 1998).

Desde a proposta inicial de KIRBY, 1968 e COULAM, 1986 de que uma
resposta alogénica materna contra o feto fazia parte da "capacidade reprodutiva
otima" das espécies, varios pesquisadores (McINTYRE, 1992) favoraveis ao modelo
imunoldégico também concordam que o sistema imune esteja envolvido na

manutencdo da gestacdo, muito embora seu papel permaneca por ser elucidado.
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Num contexto imunoldgico, esse modelo propdem que a implantacdo e o
desenvolvimento fetal requerem um reconhecimento imune materno, de antigenos
paternos presentes no trofoblasto (COULAM & STERN, 1994). Esses antigenos
seriam produtos de um complexo génico menor de histocompatibilidade ligado aos
Antigenos Leucocitarios Humanos ou alternativamente seriam produtos de genes
HLA com funcéo ainda nao descrita. Portanto, a similaridade HLA entre o casal seria
apenas um marcador e ndo provocaria uma resposta imune considerada benéfica
para a implantacdo e desenvolvimento embrionario normais, pois somente estes
casais poderiam produzir fetos histocompativeis com a méae. A imunizacdo com
células mononucleares paternas tem sido utilizada como um tratamento do aborto
recorrente, que deste modo mediaria a resposta imunoldgica necessaria para a
implantacdo (BOUCRAUT et al., 1993).

As atuais discussdes sobre a resposta imunolégica durante a gestacao
geralmente defendem uma teoria de depressdo de aspectos seletivos da imunidade
celular. Este estado fisioldgico seria necessario para a acomodacao materna do
denominado “alo-enxerto fetal”. Infelizmente, muitas destas discussdes sédo
altamente especulativas (BECKERMAN, 2000).

A hip6tese aventada por estes pesquisadores de gue mecanismos para
impedir a funcéo eficaz dos macrofagos na placenta murina podem ter evoluido, nao
para tornar a unidade feto-placentaria suscetivel a infec¢des intracelulares, mas para
protegé-la da rejeicdo pelo sistema imunologico materno, € desafiadora, porém
ainda néo foi comprovada (BECKERMAN, 2000).

Foi demonstrado que os horménios esterdides in vitro causam depresséo de
diferentes aspectos da imunidade celular numa variedade de modelos
experimentais, incluindo inibicdo da rejeicdo de enxerto e supressdo da ativacdo dos
macréfagos por linfécitos. Em geral, estes experimentos exigem altas concentragfes
de hormdnios, na faixa de 10 a 20 mM, que séo 20 a 50 vezes maiores que 0s niveis
encontrados no soro materno. Entretanto, € concebivel que estes niveis possam ser
alcancados na placenta (BECKERMAN, 2000). Evidéncias sugerem que a supressao
nao represente um efeito direto da progesterona (CLARK, McDERMOTT &
SCZEWZUK, 1980).

O modelo genético do qual GILL, T. J. lll (1983) é um dos principais

defensores, enfatiza que o compartilhamento de trés ou mais antigenos HLA se
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constitui num padréo primario que sugere principalmente o compartilhamento de um
outro segmento cromossdmico adjacente onde se encontrariam genes responsaveis
pelo controle da reproducdo e do desenvolvimento embrionario. Essa hipotese
fundamenta-se em dados experimentais que relatam a existéncia de um complexo
génico (Grc-growth and reproduction complex) ligado ao Complexo Principal de
Histocompatibilidade de alguns mamiferos (GILL, 1983b). Esse modelo admite a
existéncia de loci ligados ao HLA, similares aqueles dos complexos Grc e T/t de
ratos e camundongos, respectivamente, e que poderiam estar envolvidos com 0s
insucessos reprodutivos. O aspecto critico seria o compartiihamento deste
segmento, onde genes recessivos letais e sub-letais em homozigose seriam
responsaveis nao apenas pelos abortos recorrentes, mas também por uma série de
manifestacbes gestacionais que incluiriam, entre outras, a gravidez ectopica, a
toxemia pré eclamptica, a ruptura precoce das membranas, tumores de trofoblasto,
descendentes com anomalias congénitas e, inclusive, a susceptibilidade ao cancer.
A maior similaridade HLA entre parceiros favoreceria a expressao em homozigose
desses genes. Assim, as causas ditas "genéticas" aparentemente ndo envolveriam
fenbmenos imunoldgicos. A homozigose para antigenos HLA seria apenas um
marcador detectavel do segmento cromossdémico, onde estariam situados esses
genes em "desequilibrio de ligacdo" com alelos do sistema HLA.

O constatado maior compartilhamento de antigenos HLA entre casais que
sofrem de abortos recorrentes (ITO et al., 1992; KILPATRICK & LISTON, 1993; HO
et al., 1994) tem sido o argumento comum tanto para os adeptos do modelo
imunolégico (ROUSSEV, VANDERPUYE & McINTYRE, 1993; McINTYRE, 1992;
WEGMANN et al., 1993) quanto do modelo genético (CHRISTIANSEN et al., 1993;
GILL, 1994).

Os pesquisadores favoraveis ao modelo imunoldgico enfatizam o papel do
sistema imune na implantacdo e desenvolvimento embrionario. Sob esse prisma,
uma resposta imune materna dirigida a antigenos nao-proprios presentes no tecido
fetal, seria suprimida ou bloqueada quando ocorresse incompatibilidade HLA entre
mae e embrido. Essa resposta seria necessaria e benéfica. Apesar do total
desconhecimento desses mecanismos, acredita-se que 0 sucesso de uma gestacéo

dependeria de uma resposta imune materna modulada e dirigida aos antigenos
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paternos presentes no trofoblasto. Os antigenos que seriam alvos de uma resposta
Imune materna, nao estédo ainda definidos.

Anticorpos dirigidos contra linhagens de antigenos paternos H-2 séao
absorbidos durante a gestacdo, como mostrado em diferentes ensaios. A imunizacao
passiva ndo apresenta impacto comparavel no feto ou nos parametros placentarios,
além disso, tem a capacidade de destruir enxertos leucémicos em fémeas gravidas.
Estes dados sugerem que os antigenos paternos derivados de H-2 séo
funcionalmente expostos a anticorpos administrados passivamente e podem atuar
como imunoabsorbantes, sem consequéncias deletérios a concepcdo (WEGMANN &
CARLSON, 1977). Isto sugere que a geracado da reatividade CTL contra antigenos
H-2 paternos ndo € especificamente enfraquecida pela gestacdo. Esta supressao
ocorre no inicio da gravidez, antes do contato direto entre o embrido em
desenvolvimento e o0s tecidos maternos, e aparentemente é disparado
hormonalmente, como ilustrado nesses estudos em ratos que estdo sofrendo de um

estado fisioldgico de pseudogravidez.

1.1.3- O Complexo Principal de Histocompatibilidade

O primeiro Complexo Principal de Histocompatibilidade — CPH, do inglés
Major Histocompatibility Complex - MHC, foi descrito por seu papel na rejeicdo de
tecidos transplantados em camundongos (CHRISTIANSEN et al.,, 1993). As
primeiras moléculas foram referidas em murinos como antigenos polimorficos de
superficie celular e, inicialmente, como sendo codificadas por um unico locus génico
denominado H-2. Seus produtos constituiam-se na principal barreira imunologica e
fator limitante de transplantes cujo sucesso dependeria do grau de similaridade
genética H-2 entre doador e receptor (CROUAU-ROY et al., 1994). Estes antigenos
foram denominados de "antigenos de histocompatibilidade” e os genes envolvidos
com esse mecanismo como "genes de histocompatibilidade”. Muito embora, a
constatada influéncia na rejeicdo de enxertos nao constitua sua principal atribuicéo,
a apresentacdo de antigenos a superficie celular, permite aos geneticistas um meio
adequado através do qual se pode investigar suas fungdes bioldgicas.

Até mesmo 0s mais primitivos metazodarios, como as esponjas, apresentam

reacOes de histocompatibilidade (WEGMANN, 1985). Em plantas e fungos é comum



16

um sistema conhecido como de auto-esterilidade - self-sterility (FINCHAM & DAY,
1965). A esséncia deste sistema forca a panmixia e ndo permite a unido entre
gametas de individuos que possuam os mesmos alelos em um unico I6écus ou em
multiplos loci (RAPER & RAPER, 1968). A exata forma das regras genéticas podem
ser muito mais complexa, mas o principio geral € o mesmo entre 0s mais variados e
diferentes organismos. A analogia com enxertos associados a histocompatibilidade
em mamiferos ndo é imediatamente notada, no entanto, como neste caso 0O
resultado € oposto, 0 ndo proprio € aceito e 0 proprio € rejeitado. Experimentos
realizados por SCHOFIELD et al. (1982), indicaram que Botryllus, que € um tunicado
protocordado do inicio na arvore filogenética dos vertebrados, apresenta tanto o
sistema de histocompatibilidade contra rejeicdo como o da auto-esterilidade ligados
em um unico sistema génico. Isto levou varios pesquisadores a suspeitar da relacéo
entre 0 sistema de histocompatibilidade materno e a auto-esterilidade (WEGMANN,
1985).

A descoberta do Complexo Principal de Histocompatibilidade humano, na
década de 50, deve-se a estudos sorologicos. Investigando soros de individuos
politransfundidos e soro de multiparas, detectaram anticorpos leucoaglutinantes.
Sendo descrito o primeiro antigeno, o qual foi denominado Mac, hoje HLA-A2
(CAMPBELL & TROWSDALE, 1993).

Os genes que codificam para os Antigenos Leucocitarios Humanos — HLA, do
inglées Human Leucocyte Antigen, situam-se numa regido cromossOomica
denominada Complexo Principal de Histocompatibilidade no brago curto do
cromossomo 6, na banda 6p21.3 (LAMM & OLAISEN, 1985). Dados moleculares
mostram que este complexo compreende uma regido cromossOmica de 4
megabases de DNA. Além do sistema HLA essa regiao do genoma inclui genes nao
envolvidos com fung¢des imunes e muitos outros de fungdo ainda n&o conhecida.
Assim de acordo com sua estrutura e fungdo os genes dessa regiao codificam
produtos moleculares classificados como de Classe |, Il e 1ll (BELL, 1989; ZIEGLER,
FIELD & SAKAGUCHI, 1990; CHRISTIANSEN et al., 1993).
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FIGURA 1 - Mapa da organizacdo génica do Complexo Principal de Histocompatibilidade
humano. Este mapa é simplificado para excluir outros genes de classe | e Il sem interesse
imunoldégico, e numerosos genes de funcdo desconhecida (http:// www. images. google.
com.images.)

Uma baixa freqiéncia de recombinagdo nesse segmento cromossomico (2
centiMorgan) indica que 98% das vezes a regiao HLA permanece ligada no mesmo
cromossomo, sendo herdada em bloco, constituindo o que denominamos de
haplétipo.

Os genes HLA, a semelhanca de seus homologos em outras espécies,
codificam para proteinas polimérficas de superficie celular que participam de
importantes reacdes celulares que levam o sistema imune a distinguir o proprio do
nao-proprio.

Regido de Classe I: Oito loci génicos foram descritos nessa regiao. Os genes

HLA-A, HLA-B e HLA-C codificam para a cadeia alfa das moléculas HLA de classe |
cuja estrutura se completa com uma cadeia leve de [3-2-microglobulina, codificada

pelo gene da B-2-microglobulina situado no cromossomo 15. Estas moléculas HLA
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de classe | sdo conhecidas como "antigenos classicos" do transplante. Estéo
presentes em todas células nucleadas e sdo detectadas sorologicamente através da
técnica de microlinfocitotoxicidade proposta por TERASAKI e McCLELLAND em
1970. Existem ainda os loci HLA-E, HLA-F, HLA-G, definidos por técnicas
moleculares, que codificam para cadeias alfa de moléculas de classe | e séo
definidos como "néo classicos". O HLA-G em humanos tem sido associado com um
aumento da taxa de clivagem naqueles embrides que expressam este antigeno
(CAMPBELL & TROWSDALE, 1993). Ao contrario das moléculas de classe |
classicas, o HLA-G € pouco polimérfico e seu produto € a proteina HLA mais
abundante na interface materno-fetal (trofoblasto), podendo facilitar a inducdo da
tolerancia local (CAMPBELL & TROWSDALE, 1993). Os loci HLA-H e HLA-J sao
pseudogenes de cadeia alfa. Além do HLA-G, foram observados niveis baixos e
transitorios do produto do gene classico HLA-C (OBER, 1998).

Os antigenos de classe |, HLA-A e HLA-B, e de classe Il, HLA-DR, HLA-DQ e
HLA-DP, todos conhecidos como antigenos classicos, ndo se expressam no
trofoblasto. Portanto, a expressado dos genes HLA mais polimérficos e antigénicos,
responsaveis pela rapida rejeicdo de alo-enxertos em humanos, é suprimida nas
células que estdo em contato direto com o sistema imune materno.

As moléculas de classe | sdo fundamentais nas complexas interacbes do
sistema imune, envolvendo particularmente linfocitos T citotdxicos e células alvo nas
acoOes de diferenciacdo entre o proprio e o ndo proprio.

Regido de Classe ll: As moléculas de classe Il sdo codificadas por diferentes

loci situados no Complexo Principal de Histocompatibilidade e mapeados na regiao
HLA-D, respectivamente nas sub-regides HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP. Existe uma
organizacao génica mais complexa na regido de classe Il. Cada sub-regido contém
no minimo um locus génico que codifica para a cadeia alfa, e pelo menos dois loci
génicos codificando para as cadeias beta das respectivas moléculas HLA-DR, HLA-
DQ. Existem ainda os loci HLA-DOB, HLA-DMA e HLA-DMB, HLA-DNA que
codificam para cadeias alfa e beta respectivas. Essa organizacdo génica mais
complexa se reflete numa maior variabilidade estrutural para as moléculas de classe
II. As moléculas de classe | apresentam distribuicdo tecidual restrita a linfocitos B,

macrofagos, células apresentadoras de antigenos — APCs, mondcitos, células
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endoteliais de capilares e vénulas e estdo envolvidas na regulacdo da resposta
imune.

Reqgido de Classe lll: Foram definidos nessa regido genes que atuam no

processo de ativacao do sistema imune (Bf, C2, C4A, C4B), genes da 21-hidroxilase,
da hemocromatose, fator de necrose tumoral TNF e LTA (anteriormente
denominados TNF-A, TNF-B), entre outros.

Um dos aspectos que mais chamam a atencao € o extraordinario polimorfismo
de alguns genes do Complexo Principal de Histocompatibilidade, em especial o
sistema génico HLA. Estudos confirmam que os antigenos de classe | e de classe |l
servem como marcadores do que é proprio para o organismo, sendo monitorados
pelo sistema de células T quando associadas com antigenos nao proprios
(WEGMANN, 1985).

Uma das explicacdes para este polimorfismo, que foi muito bem documentada
em ratos, é de que os genes do CPH assim como outros genes podem conduzir a
um casamento preferencial, geralmente numa direcdo que evite a consangiinidade
(BOYSE et al., 1982). A explicacdo mais apropriada para tal € de que os loci CPH
podem também expandir seu polimorfismo através de uma menor fertilidade de
casais que possuem haplétipos HLA idénticos em relacdo aos demais casamentos
nao haplo-idénticos. Essa idéia tem sido corroborada através de um numero
crescente de trabalhos em que casais humanos com multiplos abortos espontaneos
mostram significancia no compartilhamento de especificidades HLA em relagéo aos
casais controle (GILL, 1983a, b). Estes dados indicaram que deve ser dado o mérito
a idéia de que o polimorfismo dos genes HLA é dirigido por uma maior viabilidade da
descendéncia HLA incompativel. Essa ndo € uma idéia nova. No fim da década de
60, CLARKE & KIRBY postularam que o reconhecimento do sistema imune materno
na interface materno fetal tende a aumentar a viabilidade fetal e desta forma & em
parte responsével pelo aumento do polimorfismo dos genes do CPH. Eles basearam
esta hipétese em dados que indicaram que as placentas e fetos alogénicos sdo bem

sucedidos sobre circunstancias de imunoestimulacao deliberada.
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1.1.3.1- Compartilhamento HLA entre casais e sua relacdo com as hipoteses que

tentam explicar a sobrevivéncia do alo-enxerto fetal

Existe uma consideravel literatura relatando o envolvimento do Complexo
Principal de Histocompatibilidade Humano, especialmente os genes HLA, com
insucessos reprodutivos (EROGLU, BETZ & TORREGANO, 1992; CAMPBELL &
TROWSDALE, 1993). Os abortos recorrentes, por exemplo, podem ser
consequéncia de um compartilhamento de antigenos HLA entre o casal genitor.

O aumento relativo da similaridade HLA demonstrado em casais com aborto
recorrente (LEIBER et al., 1997) dificulta o reconhecimento antigénico entre 0s
parceiros. Durante a gestacdo ocorre a producdo de anticorpos maternos
antipaternos e a resposta aloimune materna se dirige a alguns, mas nao a todos
antigenos HLA presentes no feto (REED, BEER & HUTCHERSON, 1991).

Desta forma a similaridade HLA entre o casal & considerada como causa de
perda gestacional. Na teoria, 0 HLA compartilhado resulta em producéo diminuida de
anticorpos “bloqueadores” maternos, evidentes na maioria das gestacbes bem-
sucedidas. Os anticorpos bloqueadores maternos foram postulados como fator
necessario para suprimir a resposta imunolégica materna, a fim de permitir a
sobrevivéncia do alo-enxerto fetal (BECKERMAN, 2000).

Especula-se que a producdo de anticorpos anti-HLA seja uma indicacao de
uma resposta imune do tipo Th2 em resposta aos antigenos paternos. A auséncia
destes anticorpos em mulheres com perdas gestacionais recorrentes com falhas
repetidas na fertilizagdo in vitro e transferéncia de embrido associam-se a uma
resposta do tipo Thl que retarda o desenvolvimento ou destréi as células da
placenta. O restabelecimento do equilibrio Th1/Th2 e o tratamento das alteracbes
autoimunes restauram a capacidade reprodutiva na maioria destas mulheres
(KWAK-KIM et al., 1996). A analise do DNA de um grande grupo de mulheres com
historia de aborto recorrente que dao a luz a uma crianga normal ou que abortam
novamente com tratamento especifico demonstram que ha um déficit de
compatibilidade HLA-DQA1l nos recém nascidos vivos e suas maes. Estes
resultados sugerem que respostas imunes maternas contra antigenos paternos ou a
auséncia destas respostas também podem contribuir para a manutencdo do
polimorfismo dos genes HLA (BEER, BILLINGHAM & HOEN, 1971).
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Alguns centros recomendam a imunizagdo de mulheres com linfécitos
paternos, porém podem ocorrer sérias complicacfes, tendo sido relatada a
ocorréncia de reacgfes semelhantes a reacdo do enxerto-versus-hospedeiro
(BECKERMAN, 2000).

Foram documentadas as seguintes fungdes para 0s anticorpos antipaternos:

1- Supressdo de imunidade celular e uma reatividade em cultura mista de
linfocitos que é paterno especifica;

2- Supresséo da citotoxicidade das células NK (KWAK-KIM et al., 1996);

3- Imunotrofismo e estimulo de desenvolvimento placentario por producdo de

GM-CSF e CSF-1 (WEGMANN & GUILBERT, 1992);

4- Alivio dos sintomas autoimunes em mulheres com artrite reumatéide quando
imunizacdo com linfocitos induz o desenvolvimento de anticorpos dirigidos

contra os linfocitos paternos (SMITH & FORT, 1996).

1.1.3.1.1- Aloimunizacgéao

O termo aloimunidade refere-se a diferencas imunoldgicas entre individuos da
mesma espécie. A proposta terapéutica utilizando-se da imuniza¢cdo da mulher com
linfocitos do parceiro ou de doadores nao relacionados surgiu da observacao de que
pacientes submetidos a transfusfes sangiliineas seriadas apresentavam menor
rejeicao do alo-enxertos renais (SOLLINGER et al., 1984).

Para melhor entender as bases imunoldgicas destas observagdes clinicas em
humanos, WEGMANN e colaboradores franceses na década de 70 desenvolveram
um modelo murino que mostra a protecao fetal analoga a que ocorria quando da
vacinacdo com ceélulas alogénicas. CLARK, McDERMOTT & SCZEWZUK (1980),
propuseram um modelo de aborto espontaneo resultante da uniao de fémeas CBA/J
com machos DBA/2J, onde os fatores imunoldgicos atuam com papel importante, e
demonstraram que existe relacdo entre a deficiéncia da decidua associada a células
supressoras na faléncia da gestacdo xenogénica o que também poderia ser
extrapolado para a faléncia da alogestacdo resultante da unido natural entre
individuos geneticamente diferentes de uma mesma espécie.

CLARK & CROY (1986) relataram uma série de células supressoras

presentes na placenta durante a gestacdo normal que libera uma substancia
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supressora ndo especifica. Estas células supressoras sdo pouco freqlientes ou
ausentes na placenta de fémeas que sofrem de abortos espontaneos recorrentes
(CLARK, McDERMOTT & SCZEWZUK, 1980). A contribuicio de WEGMANN foi
para mostrar que estes abortos espontaneos podem ser quase que completamente
eliminados pela vacinagdo previa de fémeas CBA gravidas, com células esplénicas
BALB/c, mas ndo com DBA/2J, BALB.B, ou BALB.K (CHAOUAT, KIGER &
WEGMANN, 1983; CHAOUAT, KOLB & WEGMANN, 1983; KIGER et al., 1984).
Estudos sobre as consequiéncias imunoldgicas da vacinagcao tém enfatizado que a
mesma causa um aumento na atividade supressora, tanto no baco de fémeas
gravidas quanto na placenta (CHAOUAT, KIGER & WEGMANN, 1983; CHAOUAT et
al., 1985). H4 também uma correlacdo entre anticorpos anti-CPH direcionados
contra a especificidade antigénica das células usadas na vacinacdo bem como na
habilidade destas células em evitar abortos (WEGMANN, 1985).

Héa boas evidéncias clinicas e experimentais de que a fémea gestante pode
ser sensibilizada a antigenos paternos como consequéncia da gestacdo (BEER &
BILLINGHAM, 1976; LOKE, 1978; GILL & REPETTI, 1979). Muitas fémeas que
sofrem de abortos recorrentes podem vir a ter uma gestacdo bem sucedida se
vacinadas com células brancas de seus maridos ou de um pool de doadores (BEER
etal., 1981; TAYLOR & FAULK, 1981; GILL, 1983a).

A imunizacdo passiva com linhagens de anticorpos antipaternos nao
apresentou efeitos deletérios na descendéncia quando analisados varios critérios.
Isto ndo exclui a possibilidade de que o feto seja um sitio de absor¢cdo, mas sugere
que se for isso, a capacidade efetiva dos anticorpos IgG € reduzida, talvez pela falta
de mecanismos efetores apropriados (BRITTON, PERLMANN & PERLMANN, 1973).

HUNZIKER, GAMBEL & WEGMANN, 1984 ndo encontraram evidéncias da
passagem de células maternas ao feto na maioria dos animais analisados. Se isto
for verdadeiro, neste caso uma infusdo massiva de linfocitos através da placenta
pode causar efeitos imunoldgicos significantes. Como observado no efeito
imunossupressivo do envolvimento fetal (TOMASI, 1978), estas células podem
facilmente induzir uma resposta do enxerto-versus-hospedeiro. Porém, ha uma
evidéncia convincente da passagem transplacentaria de linfécito ao feto humano em
criancas com imunodeficiéncia severa combinada, doenca cuja sindrome do enxerto-

versus-hospedeiro é associada com as células imunocompetentes maternas
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(POLLACK et al., 1982). Experimentos em murinos confirmam que células
eritrocitarias podem atravessar a placenta, algumas vezes até com relativa
facilidade. Esta migracéo transplacentaria ocorre devido ao tamanho e a arquitetura
da membrana plasmatica destas células que confere-lhes uma certa elasticidade,
além de que apresentam deficiéncia nas moléculas de superficie celular

responsaveis pela adesio (GOETZE, 1977)

1.1.3.2- HLA-G e sua relacdo com componentes da resposta imune

As células fetais que estdo em contato direto com os tecidos uterinos
maternos sao aquelas do sinciciotrofoblasto, que invadem a decidua materna. Essas
nao expressam nenhum gene HLA de classe Il, os quais sdo os melhores
marcadores imunogénicos em transplantes alogénicos, assim como 0s genes de
classe la classicos HLA-A e HLA-B que sdo expressos em quase todas as células
nucleadas, mas nao estdo presentes nas ceélulas trofoblasticas. A expressdo dos
produtos génicos HLA altamente polimorficos sdo suprimidos nas células que estao
em contato direto com o sistema imune materno. Em contrapartida, no lugar destes o
gene de classe Ib ndo classico HLA-G, pouco polimorfico em relagcdo aos genes
classicos, é expresso somente nestes tecidos (LE BOUTEILLER, 1999). A presenca
e 0 complexo padréo de expressao de HLA-G no trofoblasto extravillus (KOVATS et
al.,, 1990; PARHAM, 1995; HUNT et al., 2000), sugere gue esta molécula
desempenha importante papel na invasao e interacdo do trofoblasto com tecidos
maternos (BECKERMAN, 2000).

O gene HLA-G foi originalmente isolado de uma linhagem celular
linfoblastoide humana, e sdo poucas as evidéncias de sua expressao em outros
tipos celulares, a excec¢do do trofoblasto, onde aparece na superficie do
citotrofoblasto extraviloso, sendo secretado em sua forma sollvel. Seu produto
génico é encontrado associado a 3, - microglobulina, que pode interagir com células
CD8+. Entretanto ele € encontrado em niveis elevados durante o primeiro trimestre
de gravidez, diminuindo acentuadamente no trofoblasto do terceiro trimestre. Porém
ainda nao foi identificada nenhuma fungéo efetiva para HLA-G em tecidos humanos
(BECKERMAN, 2000).
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Estudos preliminares, conduzidos usando analises de microensaios de DNA,
sugerem que as moléculas HLA-G sollveis podem ser capazes de modular a
expressdo génica de leucocitos mononucleares no sangue. Esses estudos
confirmam a hipétese de que o HLA-G soluvel produzido na interface materno-fetal
tem como alvo células da linhagem de mondcitos e macréfagos e modula suas
funcBes em beneficio da gestacdo (HUNT et al., 2000). Além disso, a expressao de
HLA-G no citotrofoblasto permite a migracdo destas células na circulagdo materna e
infiltracdo nos seus tecidos, deste modo, provavelmente criando um estado de
tolerancia (CAROSELLA, 2000).

LE BOUTEILLER et al. (1999) sugeriram algumas fungdes mostrando que
HLA-G tem a capacidade de se ligar e apresentar peptideos, e de ser reconhecido
por no minimo trés diferentes receptores KIR (Killing Inhibitory Receptors), e regular
a expressdo de HLA-E. Outra possibilidade é a funcdo anti-viral na interface
materno-fetal. Somando-se a essas fun¢des imunoldgicas, hipotetiza-se que também
seja responsavel pela regulacdo da angiogénese do “villus coridnico”, e finalmente,
as isoformas solUveis podem atuar como imunossupressores especificos durante a
gestacao.

Somente as células que expressam antigenos classicos ndo sofrem a acéo
das células NK (Natural Killer), uma vez que as células do trofoblasto ndo expressam
estes antigenos, exceto o HLA-C, acredita-se que o HLA-G deva estar inibindo a
atividade das células NK, pois estas sdo abundantes no utero gravido e poderiam
destruir as células do trofoblasto (OBER, 1998 ; KATANO et al., 1997). O HLA-C
poderia também estar atuando neste contexto, onde a supressédo da atividade das
células NK através de algum mecanismo imunoregulatério possui um potencial
benéfico na manutencao da gestacéao.

DORLING et al. (2000) sugerem que HLA-G talvez ndo tenha funcoes
imunoldgicas relacionadas a angiogénese e implantacdo placentaria, mas a maioria
das evidéncias sugerem que este exerce protecdo as células fetais da lise por
células NK do utero materno, que sdo encontradas em grande numero préximas as
células trofoblasticas. Ha a hipétese de que outra funcdo seja inibir a migracéo
destas células NK.

Um aspecto intrigante é que a expressao de HLA-G, e sua acédo direta ou

indireta parece proteger as células fetais do ataque mediado por células NK. Essa
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inibicdo da lise poderia resultar de interacdes entre HLA-G e receptores (KIR)
presentes em células NK. Como resultado, haveria uma regulacdo negativa da
resposta imune mediada por células NK e inibicdo da resposta imune materna
adaptativa e inata contra o feto (KIRZENBAUM et al., 1997; REYBURN et al., 1997;
CAROSELLA et al., 1999). Muito embora se acredite que HLA-G seja o inibidor
fisiolégico de células NK presentes na decidua materna, segundo PAZMANY et al.
(1999) isso € ainda altamente especulativo. Um dado interessante citado por
CAROSELLA et al. (1999) é que a expressao do citomegalovirus humano parece
inibir a expressao de HLA-G.

No trofoblasto ocorre a justaposicado de tecidos geneticamente diferentes. A
expressdo da molécula HLA-G numa sub-populacdo de células denominadas
citotrofoblasto sugere um papel relevante na manutencdo do embrido semialogénico
cujos mecanismos ainda ndo sdo conhecidos. Também nédo é conhecido como o
polimorfismo discreto de HLA-G poderia ser relevante para a manutencdo do
embrido. Uma possivel explicacdo sugere que o numero menor de regides variaveis
e 0 menor grau de variabilidade presente na cadeia o n&o ativaria o sistema imune
materno da mesma maneira que as moléculas HLA classicas (CAROSELLA et al.
1999)

VAN DER VEN & OBER (1994) relataram, para HLA-G, um polimorfismo
compativel com a apresentacdo de uma ampla variedade de peptideos ligados aos
receptores de células T - TCRs, passiveis de determinar uma resposta alogénica
semelhante as moléculas de Classe la. Sugeriu-se que HLA-G pouco polimorfico
poderia apresentar antigenos no caso de uma infeccdo intra-celular, embora néo
induza alo-reagbes que poderiam lesar o tecido fetal. Alternativamente ,0 papel de
HLA-G poderia ser o de fornecer peptideos que se ligariam a HLA-E ,0 qual por sua
vez se ligaria a um receptor inibidor nas células NK maternas impedindo-as de
atacar as células fetais que ndo expressam moléculas HLA la (PARHAM, 2001).

Hoje é conhecida a presenca de moléculas HLA-G em outros tecidos além
dos relacionados a interface materno-fetal. No contexto do transplante, HLA-G
mostrou-se presente na biopsia de tecidos cardiacos, onde ocorreu significante
reducdo nas rejeicdes agudas e cronicas. Em tumores, a expressao da proteina
HLA-G na superficie das células metastaticas e em melanomas primitivos, confere
protecdo a células NK e acéo litica de CTL (CAROSELLA, 2000).
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A producdo de HLA-G €& um componente critico da diferenciacdo no
citotrofoblasto e para o sucesso de sua atividade invasora (McMASTER, LIBRACH &
ZHOU, 1995). A expressao dos antigenos da Classe I, HLA-G ou HLA-C pelo
trofoblasto levantam a possibilidade de que as células NK maternas reconhecam e
respondam as células trofoblasticas fetais. Portanto a interacdo materno fetal, e 0
consequente o0 sucesso da reproducdo, podem depender de um sistema de
alorreconhecimento NK dependente (KING, BURROWS & LOKE, 1996).

Peptideos terminais ndo proprios apresentados pela molécula de HLA-G
servem como moléculas de adesédo para os leucdcitos granulares CD8+ da decidua
gue ja haviam migrado para a mesma (SANDERS, GIBLIN & KAVATHAS, 1991).
Estas células NK CD3- CD8+ CD56+ sdo menos eficientes na producéo de citocinas
Thl relacionadas como fator de necrose tumoral - TNF, interferon-gama - INF-y e
fator estimulador do crescimento de macrofagos granuldcitos - GM-CSF (JOHNSON,
DENIZ & McLAUGHLIN, 1993). Isto resulta em uma resposta preferencialmente Th2
na interface materno-fetal.

FUJII et al. (1999) relataram que o HLA-G tem mostrado importante papel
modulando os mecanismos de secrec¢do de citocinas dos linfocitos maternos néo
somente no local de disperséo onde existem células NK com fungéo exterminadora
(LOKE & KING, 1995).

Alguns medicamentos tém sido testados no tratamento dos abortos
recorrentes. Foi investigado como Sarei-to e Tokishakuyaku-san, ambos
medicamentos fitoterdpicos, modulam a secrecdo de citocinas nas células
mononucleares do sangue periférico através do reconhecimento das proteinas HLA-
G no trofoblasto. Sarei-to e Tokishakuyaku-san aumentaram a secrecdo de
interleucina 1 beta - IL-18 e TNF, assim como dimgimu a secrecdo de
interleucina-3 (IL-3) nas células mononucleares do sangue periférico ndo importando
se estas células estavam ou ndo fazendo o reconhecimento da proteina HLA-G
(FUJII et al.; 1999).



2- CITOCINAS E A HIPOTESE DO IMUNOTROFISMO PLACENTARIO

2.1- O SISTEMA IMUNE E O TROFOBLASTO:

A coexisténcia entre mae e embrido se estabelece muito precocemente na

gravidez. Isto envolve reconhecimento aloimune, estimulo de uma resposta Th2 e a

supresséo das respostas citotoxicas Thl, que sdo a principal subdivisédo dos clones

de células T auxiliares (Th - helper) CD4+. A falta de reconhecimento resulta na

rejeicdo do embrido por reatividade autoimune e ativacdo das células citotoxicas NK
(BARINI et al., 1998)

1-

O trofoblasto expressa um antigeno polimérfico do CPH, o HLA-G (OBER,
ROSINSKY & GRIMSLEY, 1996) e outros antigenos da Classe |. Estes
determinam e coordenam fungBes imunologicas que incluem a
Imunossupressdo, a producdo de citocinas e fatores de crescimento. Isto
torna a placenta um o6rgao privilegiado, resistente ao ataque linfocitario, aos
anticorpos citotéxicos e a complexos antigeno-anticorpo na maioria das
situacoes;

O trofoblasto forma uma barreira fisica para a maioria dos efetores
imunologicos, exceto para imunoglobinas IgE;

O trofoblasto sinaliza e recruta a migracdo de uma familia de linfécitos para a
decidua uterina, o que resulta em uma gama de funcdes de suporte de
crescimento. Também atua estimulando linfocitos capazes de liberar fatores
de supresséo que diminuem a atividade citotoxica dos linfocitos;

Nas mulheres que abortam sucessivamente, ndo é permitido ao trofoblasto
gue se desenvolva e se estabeleca no ambiente materno durante a gravidez.
Ha moléculas que regulam a producdo de TNF como a fetuina e a espermina
produzidas no feto e no amnio. Estas moléculas suprimem a producdo de
TNF e mantém um estado de imunossupressao (WANG, ZHANG & SODA,
1997).

As células deciduais do estroma e as células NK produzem as citocinas GM-
CSF, CSF-1, ambos fatores estimuladores do crescimento de col6nias, LIF e

fator de transformacédo do crescimento-beta (TGF-B) que sdo essenciais para



0 crescimento, proliferacdo e diferenciacdo do trofoblasto (JOKHI, KING &
LOKE, 1994);

Isto resulta no crescimento do trofoblasto e no aumento da producdo de
progesterona;

O trofoblasto prolifera, invade a decidua materna e células do mesmo podem
migrar para a corrente sanglinea suscitando a formagdo de anticorpos
antipaternos que retornam e se ligam a placenta. Aqui eles apresentam
funcdo imunotréfica e bloqueiam o ramo eferente da resposta imune local. A
placenta se torna um tecido privilegiado localmente (BARINI et al., 1998).

Héa varios tipos de células trofoblasticas que desencadeiam durante a

gestacdo uma homeostase imunoldgica ou uma patologia imune materna. O primeiro

€ 0 sinciciotrofoblasto. Ele se desenvolve a partir do citotrofoblasto, células da

camada mais interna, por agregacao e entdo fusdo celular em um sincicio. A fusao
celular envolve moléculas de adeséo e fosfolipideos (ADLER, NG & ROTE, 1985). O

sinciciotrofoblasto € a membrana diretamente exposta ao sangue materno e a seus

efetores imunologicos. Esta membrana envolve o feto completamente e funciona

como uma membrana biolégica de dialise envolvida em trocas bidirecionais de todas

as moléculas entrando ou deixando a circulagéo fetal.

1-

Outras células e tipos de tecidos na placenta incluem:

o citotrofoblasto que se agrupa em forma de colunas e ancora a placenta a
decidua e que sdo por¢des terminais das vilosidades coridnicas;

o citotrofoblasto extraviloso, que migra e reside no tecido uterino materno.
Este trofoblasto invasor expressa HLA-G;

o trofoblasto endovascular promove erosao e altera a estrutura das arteriolas
que nutrem a placenta; este trofoblasto também exibe a molécula HLA-G
(KABAWAT, MOSTOUFI-ZADEH & DRISCOLL, 1985; BULMER, SMITH &
MORRISON, 1988);

o trofoblasto amniocoridnico, presente em toda a area circundante fetal que
forma o amniocorion; (CAULFIELD, SARGENT & FERRY, 1982) estas células
servem para aderir a membrana amniética a decidua uterina.

A decidua € um local de migracdo, desenvolvimento e formagé&o funcional de

grupos e subgrupos de linfécitos e células NK. As populacdes linféides encontradas

na decidua materna nos estagios iniciais de gestacdo sdo compostas de células NK



CD-56+ (80%); células T CD3+ (10%) e macrofagos CD14+ (10%) (KING,
BURROWS & LOKE, 1996). Estes leucdcitos se acumulam no sitio de implantagéo
em grande numero e densidade. Seu papel € importante em direcionar uma resposta
citotoxica Th1l ou uma resposta supressiva Th2 determinante de crescimento dirigida
a placenta (CHAOUAT et al., 1998).

As células trofoblasticas sdo resistentes a lise de células NK tanto
provenientes de sangue periférico como da decidua. Quando as células NK da
decidua séo ativadas pela interleucina 2 (IL-2) elas sdo capazes de lesar o
trofoblasto (FERRY et al, 1990; HAYNES, FLANAGAN & PERUSSIA, 1995). Tem
sido relatado que IL-2 ndo € essencial para a manutencao de células NK uterinas ou
para o desenvolvimento normal da placenta, ainda que as células NK uterinas
apresentem RNA mensageiro - mRNA para o receptor da IL-2 (CROY, GUIMOND &
LUROSS, 1997).

A interacdo materno-fetal e, por conseguinte o sucesso reprodutivo, pode
depender de um sistema de reconhecimento aloimune das células NK (KING,
BURROWS & LOKE, 1996).

Tem sido relatado que a membrana citoplasmatica do sinciciotrofoblasto inibe
a atividade citolitica dos linfocitos T citotoxicos - CTL e células NK contra suas
células alvo (DEGENNE, KHALFOUND & BARDOS, 1986; DEGENNE, THIBAULT &
GUILLAUMIN, 1991). Desta maneira o trofoblasto pode selecionar um exército de
células supressoras que o acompanham e fazem uma interface que interage com o
tecido materno.

Leucdcitos granulares da decidua podem se ligar ao trofoblasto através da
molécula HLA-G. Porém estas células produzem poucas citocinas Thl relacionadas,
além de que o trofoblasto expressa receptores de baixa afinidade para estes
citocinas Thl relacionadas. Como conseqiiéncia uma resposta Th2 predomina e é
desejavel no sitio de implantacao.

Uma gravidez bem sucedida representa um estado relativamente
imunocomprometido (GONIK, LOO & WEST, 1987). A aceitacdo do alo-enxerto fetal
se deve, em parte, a supressao da citotoxicidade celular. No inicio da gestacdo o
nivel das células NK CD56+ do sangue periférico esta significativamente diminuido

guando comparado com mulheres ndo gravidas. A atividade absoluta das células NK



decresce no terceiro trimestre em comparagéo com a atividade em controles normais
ndo gravidos e volta a crescer no puerpério (HIDAKA et al., 1991).

As células T derivadas do endométrio e da decidua sdo diferentes daquelas
derivadas do sangue periférico. Sao ativadas regionalmente como resultado da
estimulacdo antigénica fetal. Para estabelecer tolerancia fetal, o endométrio mantém
a proporc¢ao de linfécitos T CD8+ e a relacdo CD4: CD8. Quando esta proporgéo se
rompe, a gravidez sofre em conseqiéncia de ativacdo auto-imune, provocando
perdas gestacionais recorrentes. Em mulheres com aborto recorrente a porcentagem
de linfocitos T CD8+ endometrial esté significativamente reduzida e a relagdo CD4:
CD8 aumentada (LACHAPELLE et al., 1996).

Quando as sub-populacbes de células T sao estudadas, identificam-se
aumento das células T auxiliares supressoras (CD4+CD45RA+) e das células T
supressoras/efetoras (CD8+S6F1), enquanto que as células T auxiliares/indutoras
(CD4+CD29+), as células T auxiliares/memoéria (CD4+CD45R0+), as células T
killer/efetoras (CD8+S6F1+) e as células NK (CD56+) estdo diminuidas (BARINI et
al., 1998).

Porém, mesmo numa gestacdo onde a mulher apresenta um estado de
supressao imunoldgica, evidencia-se uma resposta dindmica das células T antigeno-
especifica. Um grande numero de clones expandidos distintos de células T séo
claramente detectados na nona semana pds-concepgao e alcancam seu maximo no
terceiro trimestre. Depois da trigésima semana de gravidez quase todos os clones
expandidos de células T desaparecem e antes do parto o grau de expansao clonal
volta aos niveis normais (HOGER et al., 1996). Outros estudos que analisam as
células T deciduais mostram a mesma ativacao celular. Estes achados sugerem um
papel do sistema imune para o crescimento trofoblastico e desenvolvimento
placentario (GEISELHART et al., 1995).

As células maternas T reconhecem o0s antigenos-fetais. Esta resposta T
antigeno-especifica para os antigenos paternos herdados resulta na proliferacdo e
acumulo de certos clones de células T e durante a gravidez, os linfécitos T
citotoxicos sédo estimulados in vivo por anticorpos anti HLA paternos. Sao detectadas
respostas espontaneas citotoxicas contra antigenos paternos, sem que haja
producdo de anticorpos. Em contraste, frequentemente o0s antigenos paternos

herdados que induzem a producéo de precursores de linfocitos T citotoxicos, sdo



detectados nas respostas dirigidas a antigenos de individuo n&o aparentado
(BOUMA et al., 1996).

O datero contém um grande numero de macréfagos no endométrio e no
miométrio (HUNT & ROBERTSON, 1994). BULMER (1995) demonstrou que ha um
aumento de 45% dos macréfagos na regido funcional proxima a regido de
implantagdo, comparando-se a fase proliferativa e a fase secretora inicial do ciclo
menstrual humano.

ApoOs a implantacdo os macréfagos aumentam em namero e se redistribuem
em compartimentos especificos no atero (BULMER, 1995). Os fatores que
contribuem para sua quimiotaxia sao:

1- a resposta inflamatéria induzida pela invasdo do epitélio uterino pelo
blastocisto;

2- 0s niveis elevados de hormdnios esterdides femininos;

3- 0 aumento da concentracdo de peptideos hormonalmente estimulados, tais
como CSF-1, GM-CSF, TNF e interleucina 6 (IL-6) (HUNT & ROBERTSON,

1996).

A ativacdo dos macrofagos se inicia por inflamacao resultante da destruicao
tecidual e de INF-y, uma citocina suprimida pelas células NK (ROITT, 1993). Na
gravidez os niveis elevados de citocinas secretadas pelos macréfagos atero-
placentarios, ativados por endotoxinas bacterianas ou por ligacdo a receptores de
citocinas, podem comprometer a gestacao.

O equilibrio entre a CSF-1 e GM-CSF se torna o pivd no controle da transi¢do
entre fenodtipos imunossupressivo e imunoestimulador. Quando este equilibrio se
quebra a implantacdo ndo acontece (TARTAKOVSKY & BEM-YAIR, 1991).

Niveis de citocinas elevados tem um impacto negativo sobre a fertilidade e na
manutencdo da gravidez (CHAOUAT et al.,, 1990; TARTAKOVSKY & BEM-YAIR,
1991) e a perda do controle da atividade dos macrofagos acarreta resultados

reprodutivos insatisfatorios.

2.2- O BALANCO Th1/Th2 E A SUA ATUACAO

A gestacado normal caracteriza-se pela auséncia de uma forte resposta imune
antifetal mediada por células (WEGMANN et al., 1993; VOISIN & RAGHUPATHY,



1995). Essa observacao juntamente com as evidéncias de que algumas citocinas
possuem efeitos benéficos na concepgdo sugerem que a gestacdo é resultante de
uma situacado predominante Th2 (WEGMANN et al., 1993).

Em 1986, Mosmann e colaboradores propuseram a principal subdivisdo dos
clones de células T auxiliares CD4" em ratos baseado nas diferencas nos seus
padrbes de producéo de citocinas. Clones de células T do subtipo Thl sintetizam e
secretam IL-2, IFN-y, mas réo interleucina 4 (IL-4) e interleucina 5 (IL-5), por outro
lado clones do subtipo Th2 produzem IL-4 e IL-5, mas nédo IL-2 e IFN- y
(ROMAGNANI, 1991). Atualmente aceita-se o subtipo Th3 que secreta TGF- e ndo
secreta IL-2, IFN-y, IL-4 ou interleucina 10 (IL-10) e aparente ser o Unico subtipo de
células T auxiliar que atua nas mucosas e regula o subtipo Thl diminuindo a
expressao deste em outras células imunes (RAGHUPATHY, 2001).

A selecio das células T CD4" nos fendtipos Thl e Th2 é uma propriedade
que pode estar relacionada a estrutura dos antigenos e as condi¢des de imunizacao.
Imunizacdo com diferentes agentes infecciosos podem envolver resposta
predominantemente Thl ou Th2 (ROMAGNANI, 1991).

Com a grande gama de clones de células T humanas que apresentam padrao
fenotipico Thl e Th2, determinou-se que os clones humanos de Thl e Th2 diferem
no seu padrdo de citocinas e no seu modo de cooperar na sintese de
imunoglobulinas — Ig, pelas células B. De fato, a maioria do Thl (77%), mas somente
uma minoria de Th2 (18%), dos clones apresentam atividade citolitica em um ensaio
fitohemaglutinina dependente. Todos os clones Th2, ndo citoliticos, induzem a
sintese de imunoglobulinas do tipo IgM, 1gG, IgA e IgE por células B autdlogas na
presenca de antigenos especificos e o grau de resposta foi proporcional ao nimero
de células Th2 adicionados as células B. Sob as mesmas condi¢cdes experimentais,
clones Thl, citolitico, ajudam células B na sintese de IgM, IgG e IgA, mas nao a de
IgE (ROMAGNANI, 1991). Células Thl e Th2 sdo mutuamente inibitérias, uma
controlando a atuacéo da outra (RAGHUPATHY, 2001).

Ambas as linfocinas de Thl e Th2 apresentam atividade efetora e habilidade
em matar as células apresentadoras de antigeno — APCs. O subtipo Thl representa
as células efetoras mais importantes nas reacdes inflamatorias associadas a
intensidade da resposta de hipersensibilidade do tipo tardio, mas baixa a producao

de anticorpos, como ocorre com dermatites ou em infeccdes que se devem a



algumas bactérias intracelulares. Ainda no mesmo tépico o fenétipo funcional da
maioria das células Th2 refor¢a a producdo de anticorpos, desta forma, comumente
encontrada em associacdo com uma forte resposta de anticorpos que séo
importantes no combate a infeccbes e organismos extracelulares (RAGHUPATHY,
2001), podendo causar tanto a persistente producdo de anticorpos (incluindo IgE) e
a eosinofilia observada em infecgbes humanas por helmintos e desordens alérgicas
(ROMAGNANI, 1991).

WEGMANN et al., 1993 demonstraram que durante a gestacdo normal os
tecidos fetoplacentarios de ratos secretam espontaneamente as citocinas do tipo
Th2 como IL-4, IL-5 e IL-10, enquanto células maternas esplénicas e dos linfonodos
nao as secretam. (LIN et al., 1993; WEGMANN et al., 1993). Em conjunto, estes
estudos indicam uma mudanca no balanco do perfil de citocinas do tipo de
reatividade Th1l para o tipo Th2 durante a gestacao normal (RAGHUPATHY, 1997).

O efeito de uma resposta inflamatéria local atualmente é relacionada a
expressdo oOtima do trofoblasto e das células da decidua uterina de moléculas de
adesdo, as quais sao necessarias a implantacdo. Este papel da resposta
inflamatéria na implantacdo indica que a gestacdo ndo representa apenas uma
resposta Th2, e ja aponta para a existéncia de algumas “janelas” que selecionam o
perfil de citocinas, a chamada janela de implantacéo é uma destas (CHAOUAT et al.,
2002).

O paradigma Th1/Th2, o qual muitos pesquisadores ainda aceitam como
predominante, propicia 0 estabelecimento da gestacdo que é caracterizada por
baixos niveis de citocinas do tipo Thl (TNF, IFN-y), que &0 conhecidas como
abortivas numa variedade de modelos animais (PARAND & CHEDID, 1964;
CHAOUAT et al., 1990, 1995; TANGRI & RAGHUPATHY, 1993; CLARK et al., 1997)
0 mesmo ocorrendo de maneira semelhante em humanos (HILL, 1995; PICCINNI &
ROMAGNANI, 1996; RAGHUPATHY et al., 1999). O oposto, citocinas do tipo Th2
como a IL-10, aparentam atuar com um papel de protecdo (CHAOUAT et al., 1990).

Como a imunidade do tipo Thl pode ser induzida durante a gestacao?
Alteracdoes genéticas nos mecanismos moleculares estdo diretamente envolvidos
na regulacdo da expressdo deste subtipo de citocinas. E possivel que algumas
mulheres tenham uma tendéncia determinada geneticamente para produzir certos
tipos de citocinas (RAGHUPATHY, 2001).



Tanto o paradigma do balan¢go Th1/Th2 como o modelo do “Imunotrofismo
placentario” (WEGMANN, 1984; WEGMANN et al., 1993) foram descritos num
periodo em que se acreditava que o confronto materno era apenas mediado por
linfécitos T, que eram supostamente o0s principais produtores de interleucinas
regulatorias. No entanto, este esquema aparenta estar sendo muito simplificado visto
que a maioria das interleucinas e “citocinas imunes” parecem estar sendo
sintetizadas por células de origem ndo imune do trato reprodutivo. Um exemplo é a
secrecédo da IL-10 pelo trofoblasto (CHAOUAT et al. 1999).

2.3- O PAPEL DAS CITOCINAS DURANTE A GESTACAO

7

Apés seis dias da fertilizagdo, o blastocisto pré-implantacdo, € uma massa
celular embrionéria cistica e autbnoma. A implantacédo do blastocisto é regulada por
complexas interacdes entre hormoénios peptidicos e esterdides que sincronizam a
preparacdo do endométrio com o desenvolvimento do embrido. A secrecdo de
progesterona pelo corpo Iuteo do ovario constitui um componente critico destas
interacdes e € necessaria para a manutencdo e o desenvolvimento da decidua.
Além de manter o endométrio da gravidez, comumente denominado decidua, a
progesterona, inicialmente de origem ovariana, e mais tarde produzida pela propria
placenta em desenvolvimento, também pode desempenhar um papel
Imunossupressor significativo na interface materno-fetal (BECKERMAN, 2000).

Por ocasido da implantacdo, a decidua contém numerosos leucocitos,
incluindo células T e macréfagos. Acredita-se que as citocinas produzidas por estas
células sejam mediadoras de muitas dessas interacoes.

O termo citocina refere-se a fatores polipeptidicos de peso molecular entre 15
e 30 kDa, mediadores quimicos pleiotropicos de varios processos fisioldgicos, dentre
0S quais a resposta imunologica. Podem ser encontrados nas formas soluvel ou
ligados & membrana celular. A semelhanca dos horménios, exercem efeitos
autocrinos (alvo é a propria célula secretora), influenciando num sistema de
retroalimentacdo sua propria sintese, e paracrinos (alvo sdo células proximas),
quando ligados a receptores celulares especificos e de alta afinidade. Transduzem
sinais para o interior da célula e desencadeiam respostas na célula alvo, tais como a

ativacdo de quinases, fosforilagdo de proteinas, e producao de fatores de transcricdo



(BARBARA; OSTAD; LOPEZ, 1996; RINK e KIRCHNER, 1996; BEUTLER e
BAZZONI, 1998).

Citocinas sdo altamente pleiotropicas e multipotentes, as mesmas citocinas
podem mediar diferentes efeitos nas diferentes concentracdes e nos diferentes
periodos de gestacdo. Por exemplo, enquanto o CSF-1 e GM-CSF promove o
crescimento do trofoblasto, um excesso destas citocinas impede a gestacgéo inicial
(TARTAKOVSKY & BEM-YAIR, 1991, LEA & CLARK, 1993).

Outras citocinas secretadas por células T e macrofagos de decidua podem
facilitar ou impedir os eventos que levam a implantacdo. Estudos in vitro mostram
que a IL-1b inibe a fixagdo do blastocisto murino, porém aumenta o desenvolvimento
do trofoblasto. O IFN-y inibe o crescimento do trofoblasto e causa giesa
degenerativas nestas células, sugerindo que os eventos de implantacdo podem ser
regulados pelos tipos de citocinas presentes e pelo momento de sua secre¢ao em
relacdo ao desenvolvimento embrionario (BECKERMAN, 2000).

As fémeas de camundongos que carecem de um gene funcional do LIF, fator
inibidor de leucemia para adeséo e implantacdo do blastocisto, sdo férteis, porém os
blastocistos ndo séo capazes de implantagcéo e desenvolvimento.

O desenvolvimento do embrido humano exige o0 seu rapido acesso a
circulacdo materna. Uma vez fixado ao endométrio, um subgrupo distinto de células
do citotrofoblasto, que neste estagio circundam os tecidos embrionarios do
blastocisto sdo destinadas a diferenciar-se na placenta e na camada externa das
membranas fetais, sofre rapida diferenciacdo, dando origem ao trofoblasto altamente
invasivo.

O trofoblasto invasivo erode inicialmente no estroma do endométrio e, a
seguir, invade as arteriolas endometriais com 12 dias de gestac&do no ser humano; a
seguir, substitui-se 0 endotélio materno e o musculo liso vascular, estabelecendo a
circulacdo uteroplacentéria revestida por trofoblasto fetal, de dilatacdo méaxima.
Apesar de os leucdécitos maternos estarem em contato continuo com estes tecidos
fetais que revestem os vasos maternos da decidua e placenta, todas estas
estruturas continuam a transportar nutrientes e eliminar detritos do feto durante a
gestacdo, sem qualquer rejeicdo ou ataque pelo sistema imunolégico do feto ou da
méae (BECKERMAN, 2000).
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A placenta como um érgédo imunoldgico, € peculiar e tem vida curta. Enquanto
produz hormonios protéicos e esterdides que regulam as atividades fisiol6gicas da
gravidez, a placenta também atua como pulmao, rins, intestino e figado para o feto.

A camada multinucleada de sinciotrofoblasto da placenta era tradicionalmente
considerada como uma espécie de “escudo” para o feto, atuando como barreira
contra 0s mecanismos imunolégicos efetores maternos. Tornou-se evidente que o
trofoblasto difere de todos os outros tipos celulares na sua capacidade de expressar
moléculas HLA.

Durante a gravidez, a imunidade das células B € mantida em niveis normais,
e ndo ocorre nenhuma alteragdo nos niveis séricos de imunoglobulinas. Além disso,
algumas manifestacdes da imunidade mediada por células, como hipersensibilidade
tardia, reacOes cutaneas, rejeicdo de alo-enxerto de pele e respostas in vitro a
mitdégenos, ndo sao alteradas durante a gravidez (BECKERMAN, 2000).

O trofoblasto secreta citocinas que foram primariamente associadas a
fagdcitos mononucleares, como CSF-1 e seu receptor c-fms, interleucina 3 (IL-3) e
GM-CSF. Como os macrofagos, o trofoblasto expressa altos niveis de LIF, tem a
capacidade de fagocitar e de formar sincicios e expressa receptores Fc, CD4 e
CD14. Houve um relatorio preliminar de expressédo de interleucina 10 - IL-10 em
trofoblasto, e, com base nos resultados de pesquisas efetuadas em diversos
sistemas experimentais diferentes, parece que o trofoblasto responde ao TNF, a
interleucina (IL-1), ao TGFf e IL-6 (BECKERMAN, 2000).

Citocinas sdo abundantes no utero gravido e acredita-se que varias delas
sejam criticas para uma gestacdo bem sucedida face as evidéncias de que
participam nos eventos de comunicacdo celular necessarios a remodelagem do
ambiente uterino, para que aceite um embrido semi-alogénico (ROBERTSON et al.,
1994; FRIED et al.,, 1998; RIVERA et al., 1998). Qualquer distarbio no delicado
balanco imunoldgico que ocorre na interface materno-fetal poderéa resultar em perda
ou outras complicacbes gestacionais. Citocinas pro-inflamatoérias tais como IFN-y
TNF-a, e citocinas anti-inflamatérias, IL-10 por exemplo, tém sido investigadas como
potenciais reguladoras desse equilibrio que se estabelece entre mae e embrido
(PICCOTTE et al., 1997; FRIED et al.,, 1998; DARMOCHWAL-KOLARZ, 1999;
BROWN et al., 2000; PICCINI et al., 2000).
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No estudo de MOREAU et al. (1999), os autores concluiram que IL-10 induz
seletivamente a expressdo de HLA-G no trofoblasto e mondcitos, influenciando o
padrao de expressao das moléculas HLA de classe | na interface materno-fetal e
protegendo o embrido da rejeicao.

TNF-a ativo em concentragdes picomolares, inicialmente referido como um
produto de macrofago associado a processos inflamatorios e de inibicdo da
proliferacdo de células tumorais, é ativamente produzido por células do epitélio
uterino e células do trofoblasto placentario. Modula o crescimento, a diferenciacao
celular e a sintese de varias substancias, admite-se que influencie a embriogénese
humana controlando o crescimento e a diferenciacdo do trofoblasto e limitando a
invasdo uterina pelo sinciciotrofoblasto. TNF-o. biologicamente ativo tem sido
também identificado no fluido amnidtico, no soro materno, nas secre¢des vaginais e
em explantes placentarios. Alguns experimentos tém demonstrado a presenca de
receptores para TNF-a no tecido da placenta. No entanto, seu possivel papel no
desenvolvimento embrionario ndo foi ainda elucidado (CHEN et al., 1991; HUNT e
ORR, 1992; HUNT et al., 2000; KRUSE et al; 2000).

Altos niveis de TNF-a sérico e no fluido amnidtico tém sido observados em
certos distlrbios gestacionais tais como parto prematuro e retardo do crescimento
fetal. Sugere-se que seja um mediador importante do abortamento recorrente
atribuido a causas imunologicas. ANDERSON et al. (1991) interpretaram tais abortos
recorrentes como um “imunodistrofismo gestacional” resultado da liberacdo de
linfocinas e citocinas no ambiente ou tecido placentario. Seus estudos também
indicavam que uma resposta imune materna contra antigenos presentes no embriao
poderia conduzir a uma ativacdo imune local e produgédo inadequada de certas
citocinas pré-inflamatérias tais como, TNF, IL-1 e INF-y, resultando em efeitos
adversos ao processo gestacional.

No inicio da década de 90 HILL descreveu a hipotese do Imunodistrofismo.
Visto que certas citocinas sdo benéficas ao sucesso gestacional, uma deficiéncia
nestas citocinas pode conduzir a uma placentagao pobre, crescimento subnormal e
ate mesmo a morte fetal (CLARK & CHAOUAT, 1989), HILL prop0s que os eventos
gestacionais normais podem ser afetados adversamente por células efetoras do
sistema imune e denominou estes efeitos de ‘munodistrofismo. Ela sustenta que a

imunoestimulacdo materna aberrante, imprépria ou inapropriada pode resultar numa
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super producdo de citocinas que podem vir a causar efeitos deletérios no
desenvolvimento do embrido (CLARK & CHAOUAT, 1989; HILL, 1991; WEGMANN
et al.; 1993; GENDRON & BAINES, 1988).

2.4- A HIPOTESE DO IMUNOTROFISMO PLACENTARIO

Os estudos de Wegmann, iniciados na década de 70, surpreendentemente
sugeriam, naquela época, que produtos de macrofagos e linfocitos T ativados
atuavam como fatores de crescimento para células placentarias. Ndo causavam
dano ao embrido mas promoviam seu crescimento e viabilidade. Células T maternas
reconhecendo aloantigenos fetais presentes na interface materno-fetal responderiam
secretando citocinas, que desencadeariam uma “inflamacdo ontogénica” que
promoveria o crescimento do trofoblasto, um melhor desempenho das funcbes
placentarias, e consequentemente uma gestacdo normal. Argumentava que essa
idéia ndo era sem precedentes uma vez que € bem conhecida a participacdo de
células T e citocinas em fenbmenos, tais como, a hematopoiese, a regeneracéo de
figado e em uma variedade de outros fenbmenos de crescimento (GREEN e
WEGMANN, 1986).

No inicio da década de 80 Thomas Wegmann e seus colaboradores
aceitavam a placenta como sendo uma barreira imunoldgica entre a méae e o feto
(CHAOUAT, KOLB & WEGMANN, 1983).

De acordo com a literatura contemporanea da imunologia da reproducéo, ha
duas classes principais de explicagdo para a sobrevivéncia dos embrides
geneticamente diferentes da mae. A primeira é de que a atividade supressora atua
sistematicamente na resposta imune materna que impede o reconhecimento ou a
reatividade para com aloantigenos paternos. A segunda € de que a placenta serve
como uma barreira a entrada de moléculas ou células efetoras do sistema imune
materno sobre o feto. Ambos os pontos de vista implicam num reconhecimento
materno dos aloantigenos fetais, conforme as seguintes evidéncias: hemaglutininas
antipaternas (GOODLIN & HERZENBERG, 1964; KALISS & DAGG, 1964), reacoes
imunes celulares contra o concepto (BREYERE & BARRETT, 1960; BEER et al.,
1976; BONAPARTE et al., 1982; HAMILTON & HELLSTRON, 1977; O'HEARN &
HILGARD, 1981) e modifica¢cées no timo materno (CLARKE, 1971, 1979, 1982).
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Ha muitas publicacdes que descrevem a existéncia de substancias ou células
no sistema imune periférico das fémeas gestantes que sdo imunossuprimidas numa
variedade de experimentos, primeiramente in vitro. Alguns destes relatos produziram
evidéncias de uma imunossupressao antigeno-especifica, embora outros relataram
efeitos ndo especificos (CHAOUAT, KOLB & WEGMANN, 1983).

Usando uma variedade de combinacfes entre linhagens de murinos, também
foi possivel demonstrar supressao in vitro da linfélise mediada por células, por
células esplénicas de fémeas gravidas. Desta maneira a supressao pode ser
claramente demonstrada como sendo especifica para linhagens paternas de
aloantigenos (CHAOUAT et al., 1980; CHAOUAT, CHAFFAUX & VOISIN, 1980;
CHAOUAT & CHAFFAUX, 1981; CHAOUAT & KOLB, 1982a), e a estar, pelo menos
em parte, sob o controle da inducao placentaria (CHAOUAT, CHAFFAUX & VOISIN,
1980). De acordo com estudos in vivo em animais gravidas (FABRIS, PIANTANELLI
& MUZZIOLI, 1977; DUCHET SUCHAUX, CHAOUAT & CHAFFAUX, 1979), a
resposta de anticorpos a antigenos nao relacionados (SRBC) continua ndo sendo
afetada ou acentuada (DUCHET SUCHAUX, CHAOUAT & CHAFFAUX, 1979;
CHAOUAT, 1981).

Outros laboratérios tém mostrado evidéncias de células T supressoras
localizadas perifericamente que séo ativadas in vivo, para ambos os antigenos CPH
(BAINES, MILLAR & PROSS, 1980) e H-Y (SMITH & POWELL, 1977; CHANDLER,
BENJAMIN & SIMPSON, 1980).

Outra forma possivel de supressao da atividade periférica envolve o aumento
de anticorpos antipaternos. Seu papel na protecao fetal foi inicialmente sugerida pela
presenca de linhagens de aglutininas antipaternas em murinas gravidas (GOODLIN
& HERZENBERG, 1964; KALISS & DAGG, 1964).

Estudos adicionais indicam que ha combinacéo de linhagens em ratos em que
a aloimunizacdo contra antigenos paternos, tanto em fémeas virgens como em
fémeas gestantes, conduzem a detecgcédo da presenca de anticorpos, tanto no soro
ou ligado a placenta (CHAOUAT & KOLB, 1982a, b). De todos os experimentos
anteriormente expostos, conclui-se que o bloqueio dos anticorpos nao é necessaria
a sobrevivéncia do alo-enxerto fetal, e para isto ndo ha indica¢bes claras que as
fémeas gravidas ndo sdo mais predispostas a produzir anticorpos do tipo bloqueador

do que do tipo litico. Anticorpos placentarios soluveis e gamaglobulinas
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retroplacentarias podem ser clinicamente Uteis em transplantes renais (RIGGIO et
al., 1982), e para o tratamento de artrite aguda (CLOT et al., 1982). Outra forma de
supressdo mediada por anticorpos pode vir a ter uma atividade antiidiopatica.

O fato da atividade supressora no sistema imune periférico da mae nao ter um
papel crucial na protecao fetal, ndo exclui a importancia da regido da placenta, e
esta pode ser uma explicacdo possivel de como a barreira placentaria funciona. Mas
ha varios experimentos que indicam que a placenta ndo serve como uma barreira
imunologicamente seletiva, filtrando substancias potencialmente prejudiciais e
células antes de atingir o feto (CHAOUAT, KOLB & WEGMANN, 1983).

Experimentos classicos de SIMMONS & RUSSEL (1962), indicaram
claramente que, considerando que 0 componente embrionario da unidade feto-
placentaria € interpretado e deveria ser rejeitado como um enxerto alogénico. No
entanto, os componentes do trofoblasto, obtidos na forma pura no sétimo dia de
gestacdo em murinos, ndo foram afetados pelos mecanismos de rejeicdo. Este foi o
primeiro experimento controle indicando que o trofoblasto pode ter um papel crucial
na sobrevivéncia do feto alogréafico, porque este é o tecido que forma a interface
entre a circulagdo materna e fetal. Experimentos de ROSSANT, MAURO & CROY
(1982) e CROY, ROSSANT & CLARK (1981) salientaram o papel in situ do
trofoblasto. Desta maneira experimentos consistentes sugerem que o trofoblasto, se
derivado da mesma espécie que a espécie da mae, pode atuar com um papel
imunoprotetor, igual para a formacédo de quimeras interespecificas (CROY et al.,
1983).

No inicio dos anos 70, SWINBURNE prop0s que a placenta serve como uma
barreira imunoabsorbente para anticorpos anti-CPH paternos produzidos pela
gestante durante a alogestacdo o que fundamenta-se em experimentos posteriores
usando anticorpos CPH monoclonais antifetais radio-marcados (WEGMMAN et al.,
1979; WEGMANN, SINGH & CARLSON, 1979). Se for injetado intravenosamente
em fémeas de rato gravidas no décimo terceiro dia de gestacdo anticorpos
monoclonais anti-Classe |, dirigidos contra o feto ou derivados da porcdo Fab’2,
pode ser visualizado um aumento da resposta na placenta, guando comparado com
fémeas em que o feto ndo porta antigenos alvo. Estes resultados indicam que a
placenta ndo s6 absorve os anticorpos retirando-os da circulacdo como impede o

contato dos mesmos com o feto.
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Outros experimentos (RAGHUPATHY, 1982; RAGHUPATHY et al., 1981)
indicam que anticorpos que se ligam a células da placenta sdo digeridos
intracelularmente, e depois liberados como fragmentos na circulagdo da fémea
gravida. Uma observacao interessante é de que a placenta ndo é imuno-absorbente
para anticorpos monoclonais dirigidos contra antigenos CPH de Classe I, muito
embora nem todas as especificidades tenham sido testadas (RAGHUPATHY et al.,
1981). Estudos auto-radiograficos, realizados em fémeas injetadas com anticorpos
radio-marcados e depois analisados in vivo, indicaram que h& dois sitios principais
de localizagéo de antigenos de Classe I: um na lateral da placenta, onde o saco
vitelinico se insere no lado fetal, e uma ligagdo muito mais fraca, mas definitivamente
positiva que € vista na regido do espongioblasto (RAGHUPATHY, 1982) que estao
de acordo com observacdes prévias da localizagcdo dos anticorpos antipaternos na
placenta por imunofluorescéncia (VOISIN & CHAOUAT, 1974; CHAOUAT et al.,
1979a). Estes estudos indicam que a placenta pode servir como imuno-adsorbente,
e também indica que antigenos CPH de Classe | derivados do pai estdo em contato
direto com a circulacdo materna.

Ha um grande namero de artigos que relatam o trafego imune celular entre a
mae e o feto durante a gestacdo murina, embora em alguns estudos estas
observacdes ndao puderam ser repetidas. Um estudo que muito contribuiu nesta
area, utilizadondo marcadores antigénicos CPH, constatou que mais de 30% das
células que estéo de dividindo no figado dos animais recém nascidos sao de origem
materna (COLLINS, CHREST & ADLER, 1981).

Talvez a explicacdo mais simples no que se refere a barreira placentaria é
que ela seja tdo bem estruturada, que impede anatomicamente as células maternas
de entrarem em contato com o feto. De fato, este tipo de explanagédo tem avancado
de diferentes maneiras (KIRBY, 1968; WITEBSKY & REICH, 1982; WEGMMAN &
GILL, 1983). Uma alternativa ndo mutuamente exclusiva é de que algo pode estar
provocando uma atividade supressora local. Por exemplo, é razoavel imaginar-se em
situacdes normais, que a funcédo de barreira anatdmica seja quase eficiente, mas em
alguns casos um numero pequeno de células do sistema imune materno passe
através da barreira placentéria. Entdo, a atividade supressora pode ter um papel
muito importante ao impedir que estas células sejam sensibilizadas (bloqueio

aferente), ou que reajam contra os tecidos fetais, se pré-sensibilizadas (bloqueio
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eferente). Um grande numero de experimentos indicam que, desde que exposto a
alguns antigenos, a unidade placentaria-fetal ndo é imunogénica para a maioria das
células da resposta imune materna (TAYLOR & HANCOCK, 1975; HAMILTON &
HELLSTROM, 1977; SMITH et al., 1978; TAYLOR, HANCOCK & GOWLAND, 1979;
CHAOUAT, MATHIESON & ASOFSKY, 1982a,) com excecdo das células
disparadoras responsaveis pela producdo de MIF (GILL & REPETTI, 1979) e, €
claro, células T supressoras. Outra série de experimentos demonstrou que as
células placentarias normalmente ndo atuam como alvo para a imunidade mediada
por células in vivo (LANMAN, DINENSTEIN & FIKRING, 1962).

Ha um grande numero de experimentos descrevendo a presenca de uma
substancia supressora nas células da decidua (KIRKWOOD & BELL, 1981;
RACHMANN et al., 1981, KOUTTAB et al., 1976; GLOBERSON et al., 1977,
GOLANDER et al., 1981; SLAPSYS & CLARK, 1983)

Outra importante area de investigacdo consiste no papel da atividade
supressora na drenagem dos linfonodos da unidade placentaria fetal. Isto foi
primeiramente proposto pelo trabalho de BEER et al. (1976), que relatou a
capacidade proliferativa das células T nos linfonodos na Doenca do Enxerto-versus-
Hospedeiro (NICKLIN & BILLINGTON, 1982). CLARK e colaboradores em seus
experimentos indicaram que nao ha especificidade das células supressoras no
linfonodo para-aortico que drenam o Utero durante a gestacdo murina, e na decidua.
Além do mais, a presenca de certas células esta correlacionada com a existéncia de
fatores soluveis, ndo especificos, fatores supressores, com fung¢des similares.

Também foi observada uma involugéo timica em gestacfes onde o embrido é
geneticamente idéntico a mée, gestacao singénica (Le HOANPHUC et al., 1981;
CLARKE 1979, 1982, CHAOUAT et al., 1982).

Experimentos indicaram que o saco vitelinico de 10 dias contem uma
subpopulacao de células com atividade NK (DAHL, KAHAN & AUERBACH, 1980), o
que sugere ainda outro mecanismo possivel para a destruicdo de células maternas,
podendo estas passarem para o lado fetal da placenta. De maneira similar, ha um
artigo indicando que o corddao umbilical humano contem anticorpos IgM especificos
para células NK (MIYAGAWA et al., 1982). Além disso, as células T supressoras do
corddo umbilical sugerem uma resposta supressora dos linfocitos maternos,
poderiam eles quebrar a barreira placentaria (OLDING & OLDSTONE, 1976).
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Reunindo o conhecimento relacionado a gestacdo, em 1984, Thomas
Wegmann e seus colaboradores postularam a hipétese do Imunotrofismo
Placentario. Sua hipotese propde que o reconhecimento do feto pelas células T
maternas conduz a liberacdo de linfocinas e citocinas tais como: CFS-1, GM-CSF,
TNF, LT-a (anteriormente chamado TNF-B), IL-6 e outros, que atuam como fator
estimulador do crescimento e diferenciacdo do trofoblasto e de outras células
placentarias, o que resulta numa melhor atuacdo da placenta e a sobrevivéncia fetal.
Qualquer distarbio no balanco das citocinas pode resultar em conseqiéncias
deletérias a placenta e ao feto.

A partir desta hipdtese quatro premissas passiveis de serem verificados foram
testados experimentalmente:

- Linfocinas provenientes de células T estimulam o vigor placentario,
crescimento celular e a atividade in vitro;
- A remocéao de células T maternas durante a gestacdo pode induzir a reducao

placentaria e o crescimento fetal e em alguns casos ao aborto;

Linfocinas e citocinas podem ser secretadas por tecidos maternos na
vizinhanca da interface materno-fetal;
- A injecéo de linfocinas pode induzir o crescimento fetal e placentario, assim
como diminuir a reabsorcéo fetal;
As células da decidua numa gravidez alogénica apresentam estas atividades
aumentadas quando comparando a gravidez singénica (WEGMANN et al., 1989).
WEGMANN (1993) ampliou sua hipbétese argumentando que o concepto se
protegeria secretando citocinas como a IL-2, INFy, e LT-a (referida em sua
publicacdo como TNF-B), que regulariam a expressao daquelas citocinas prejudiciais
a gestacdo. Desta forma, eram muitas as evidéncias de que durante a gestacéo
existiria uma rede de interagdes bidirecionais atuando entre o sistema imune
materno e a unidade feto-placentaria. Isso foi posteriormente confirmado por
GARCIA-LLORET et al. (1994) que demonstraram interacdes funcionais entre a
placenta e certas citocinas, principalmente no que se referia a diferenciacdo do
citotrofoblasto e a secrecdo de horménios. Nesse trabalho, os autores investigaram
a atuacao de citocinas linfohematopoiéticas, CSF-1 e GM-CSF, no desenvolvimento

placentario de mamiferos e na diferenciacdo funcional e morfologica in vitro do
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trofoblasto humano. A producdo dessas citocinas estava sob o controle da IL-1 e
TNF-a, ambas com fun¢des similares e produzidas pelo trofoblasto.

Considerando-se que certas citocinas sdo propicias a uma gestacdo bem
sucedida, sua auséncia e/ou quantidade inadequada poderia resultar numa
implantacdo mal sucedida, comprometimento do crescimento e até mesmo perdas
fetais. Portanto, deveria ocorrer durante a gestacdo um equilibrio entre os dois tipos
de citocinas, equilibrio esse que poderia estar alterado favorecendo ou prejudicando
o desenvolvimento embrionario (WEGMANN et al.,1993; GARCIA-LLORET et
al.,1994).

Foi demonstrado em varios estudos experimentais de modelos animais
(PARAND & CHEDID, 1964; CHAOUAT et al.,, 1990, TANGRI & RAGHUPATHY,
1993; CLARK et al., 1997), e de maneira semelhante em humanos (HILL, 1995;
PICCINNI & ROMAGNANI, 1996; RAGHUPATHY et al.,, 1999) que linfécitos T
auxiliares (Th), numa gestacdo bem sucedida, estariam secretando
espontaneamente citocinas e interleucinas do tipo Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10), sendo que
no balangco entre citocinas Th1/Th2 havia uma mudanca que tendia para uma
imunidade do tipo Th2. Uma imunidade do tipo Thl seria incompativel com uma
gestacdo a termo e liberacdo de TNF no fluido amnidtico estaria associada com
perdas gestacionais (RAGHUPATHY, 1997).

Na década de 90, estudos mostraram que diferengas inter-individuais
significativas sdo observadas em individuos normais e saudaveis com relacdo a
producdo de TNF-a e LT-a e constitui-se numa propriedade intrinseca de células T
estimuladas por lipopolissacarideos, fitohemaglutininas, IFN-y, ConA, entre outros.
Os niveis de producdo dessas citocinas sao estaveis e estdo menos sujeitos a
flutuacbes em individuos do sexo masculino quando testados em diferentes
ocasioes. O mesmo ndo se observa nas mulheres nas quais essa flutuagdo sé é
reduzida no periodo pés-menopausa, sugerindo que a producdo dessas citocinas é
também regulada por horménios sexuais (JACOB et al., 1990). Este esquema de
classificacdo € muito simplificado visto que a vasta maioria das interleucinas e das
"citocinas imunes" aparentam ser sintetizadas por células do trato reprodutivo de
origem ndo imune. Um exemplo é a IL-10 que € secretada pelas células do
trofoblasto (CHAQUAT et al., 2000; ROTH et al., 1996).
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Tém-se observado que a predisposicdo para uma liberacdo excessiva de
TNF, esta parcialmente associada ao genétipo HLA-DR (WILSON et al., 1993). Os
alelos HLA-DR1 e HLA-DR3 tém sido relacionados a alta producdo de citocinas
dentre as quais TNF-a. e LT-a. Tais citocinas tém sido associadas com efeitos
adversos em varias etapas do processo reprodutivo (HILL e CHOI, 2000). O excesso
de TNF no fluido amniético e na interface materno-fetal associa-se também com
abortamento espontaneo e nascimento prematuro (DENEYS e DeBRUYERE, 1997,
MOHAPELOA et al.,1998).

No entanto, um bom numero de novas descobertas sobre as citocinas néo
correspondem a dicotomia classica do equilibrio entre o padrdo expresso pelas
células Th1/Th2. Além da capacidade de ativar e regular as células NK, pela acdo de
moléculas de adesao, e pelos efeitos regulatérios no processo de vascularizagéo
elas sé@o de grande interesse nas relacbes materno-fetais (CHAOUAT et al., 2002).

Alguns autores vem a relacdo materno-fetal como sendo mais semelhante a
uma relacdo entre hospedeiro/tumor ou hospedeiro/parasita do que como uma
relacdo entre hospedeiro e enxerto (LOKE & KING, 1995). CHAOQOUAT e
colaboradores (2002), tendem a acreditar que estas classificacdes sao futeis, que a
relacdo materno-fetal € Unica e representativa passo a passo, promovendo uma
interacdo simbiodtica. Além de que quando o paradigma do equilibrio Th1/Th2 foi
descrito, a maioria das atencdes estavam voltadas para os linfocitos T classicos. As
descobertas mais recentes apontam até agora para um possivel papel das células
NK (GUIMOND et al., 1997; CHAOUAT et al., 1998), células T gama delta (ARCK et
al., 1997), da importancia da adeséo (APLIN, 1996) e das moléculas inflamatdrias na
implantagéo (Mac MASTER et al., 1992; SANFORD et al., 1992; SIMON et al., 1994,
1995; LOKE & KING, 1995), fugindo do conceito de "tolerancia".

Inicialmente, as células NK era conferido somente o potencial de invadir o
feto. Acreditava-se que a sua ativagao poderia levar a destruicdo da unidade feto-
placentaria. Além de que, em ratos, o envolvimento das células NK foi demonstrado
tanto na correcao/impedimento como na inducao de aborto no modelo de murinos
CBA x DBA/2 (BAINES & De FOUGEROLLES, 1988; KINSKY et al., 1990;
GENDRON & BAINES, 1988). Mas que também se mostrou dependente do local de
producdo de IL-10. Surpreendentemente, a producédo de IL-10 pelo trofoblasto
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mostrou ser controlada pelas NK, demonstrando pela primeira vez um duplo
envolvimento das células NK no processo gestacional (CHAOUAT et al., 1998).

A descoberta de que a placenta murina deficiente de células NK é geralmente
hipotrofica, pouco desenvolvida (GUIMOND et al., 1997, 1998), conduzindo a uma
morte fetal prematura, redirecionou o balanco Th1/Th2 das células T para as células
NK, o que tem sido comprovado por experimentos recentes (GUIMOND et al. 1997).
Estes dados mostraram que a producdo de citocinas imunotroficas pode estar de
fato sendo controlada pelas células NK sugerindo que o aloreconhecimento na
gestacdo é exercido pelas mesmas, de forma mais precisa do que pelos linfécitos T,
0 que poderia ser extrapolado para humanos (CHAOUAT, 2002).

A primeira indicacdo de que o paradigma "gestacdo ¢ um fendbmeno Th2"
poderia ndo ser universalmente aplicavel veio com a descoberta do envolvimento de
um meio de implantacdo semelhante ao pro-inflamatério (WEGMANN et al., 1993).

Os efeitos de tal resposta inflamatéria local foram agora ligados a expressao
otima de moléculas de adesao no trofoblasto placentario e nas células da decidua
uterina, as quais sdo necessarias para que a implantacdo ocorra. Este papel
inflamatoério na implantagéo significa que a gestagdo ndo representa somente uma
resposta do tipo Th2, e aponta a existéncia de varias "janelas" que selecionam o
perfil de citocinas, a janela da implantacdo € uma destas (CHAOUAT et al., 2002).

Assim, a relacdo materno-fetal ndo se trata de um simples fendbmeno de
tolerdncia de um tecido geneticamente diferente, mas uma série intrincada de
interagbes mutuas entre as citocinas governando uma regulacao seletiva no sistema
imune materno e também controlando a adesdo e os processos de vascularizacao
durante sua atuacdo (CHAOUAT et al., 2002). Desta forma ndo é mais possivel
classificar as citocinas em “boas e mas” como sugerido pelo paradigma Th1/Th2
(CHAOUAT et al., 2002).
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