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Resumo

As células do sistema imune presentes no endométrio parecem desempenhar um
papel importante no processo de implantacao e manutencao da gravidez. Neste ambiente
imune uterino, as células NK parecem ser a populacao linfocitaria prevalente. Estas
células NK uterinas distinguem-se das células NK que circulam na periferia pelo seu
fenotipo carateristico CD56Pright, apresentando uma menor capacidade citotdxica, uma
maior capacidade de producao de citocinas e a expressao de um conjunto de recetores com
capacidade para reconhecer moléculas expressas pelas células do trofoblasto. Porém,
mulheres que sofrem de perdas gestacionais recorrentes parecem ter diferentes perfis

imunes locais.

Existindo a necessidade de uma caraterizacdo mais detalhada dos linfocitos
presentes no endométrio, este estudo teve como objetivo primério a validacdo de uma
estratégia detalhada de caracterizacdo das populagdes de células NK e T em bidpsias
uterinas, através da analise multiparamétrica de imunofenotipagem por citometria de
fluxo. Como objetivos secundarios, pretendeu-se ainda estudar a possibilidade de
implementar esta estratégia em mulheres com historia de perdas gestacionais recorrentes
de causa idiopatica (PGRi) e identificar eventuais alteracées no perfil imune, que se
correlacionem com as diferentes caracteristicas demograficas e obstétricas destas
mulheres.

Foram assim recrutadas mulheres com PGRi, nas quais foi efetuada uma biopsia
endometrial com o sistema Pipelle®, entre os dias 7 e 10 apds o pico de LH. Estas amostras
foram depois divididas em replicados, processados em paralelo e analisados num
citometro de fluxo BD FACS Canto II. Para obter contagens absolutas de linfocitos
endometriais foi utilizada uma estratégia de plataforma tinica com tubos BD Trucount™ e,
para a caraterizacao das populacoes linfocitarias T e NK, foi de seguida utilizado um painel
de anticorpos monoclonais, que incluia: CD3, CD8, CD16, CD45, CD56, CD57, NKp3o0,
NKp44, NKpg6, NKG2D, 2B4 € PD-1.

Os resultados obtidos no estudo da reprodutibilidade da estratégia de contagens
absolutas com tubos BD Trucount™ demonstraram um coeficiente de variacio médio de
7,61%. Estas amostras apontam para uma concentracao de linfocitos uterinos entre 12,95
— 80,66 linfécitos/uL. por centimetro de amostra em Pipelle. Através da anélise
imunofenotipica foram também identificadas as populacoes de linfocitos T, T CD8*, NK e
NK CDs56brisht, A percentagem destas populagoes em relacio ao total de linfocitos

apresentou um coeficiente de variacdo médio abaixo dos 15% entre replicados. A analise
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mais detalhada das populagodes linfocitarias NK e T CD8* permitiu identificar também boa
reprodutibilidade (coeficientes de variacdo entre replicados inferiores a 14%) para a
expressao de PD-1 e 2B4 em linfécitos T CD8* e para a expressao de NKp46 e 2B4 em
células NK.

Por outro lado, a imunofenotipagem permitiu identificar que, no grupo de
mulheres recrutadas, a populacao endometrial mais prevalente eram os linfécitos T (34,75
- 76,88%), e dentro destes os linfocitos T CD8+ (39,33 — 67,81%). Quando se consideram
as subpopulacoes de células T separadas, no entanto, as células NK sdo o compartimento
mais prevalente na maioria das amostras. Nos linfocitos T CD8 observaram-se niveis de
expressao de 2B4 e PD-1 entre 78,20 — 97,00% e 49,75 — 89,35%, respetivamente. As
células NK evidenciaram ainda niveis de expressao de NKp46 e 2B4 entre 31,60 — 69,65%
€ 95,90 — 99,95%, respetivamente.

Foi ainda possivel identificar uma correlacdo positiva entre a percentagem de
células NK CD56bright NKp46+ e 0 nimero de partos de termo e gestacoes anteriores, uma
associacao que se pretende explorar em estudos futuros. Finalmente, verificou-se também
uma correlacdo positiva entre a percentagem de linfocitos T CD4+ uterinos e o IMC das
mulheres estudadas, uma observacdo que deverad igualmente considerar-se em estudos
futuros, reconhecendo até as crescentes interacoes que tém vindo a ser descritas entre o
estado nutricional e as respostas imunes e inflamatorias.

A principal conclusio a retirar deste estudo é a aplicabilidade da citometria de fluxo na
abordagem imunofenotipica de amostras endometriais. De facto, esta metodologia
permite abordar com a reprodutibilidade necessaria a quantificacdo celular, mas,
sobretudo, permite uma caraterizacdo multiparamétrica aprofundada dos perfis imunes
uterinos. Esta técnica podera assim assumir-se como uma ferramenta muito relevante a

aplicar em contexto clinico no seguimento e tratamento de mulheres que sofrem de PGRi.

Palavras-chave

Células NK; Endométrio; Perda gestacional recorrente idiopatica; Citometria de fluxo;

Imunofenotipagem.
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Abstract

The cells from the immune system present in the endometrium appear to have an
important role in the implantation process and the maintenance of pregnancy. In this
uterine immune environment, NK cells appear to be the prevalent immune population.
These uterine NK cells are different from the NK cells that circulate in the periphery by
their characteristic phenotype CD56Prisht lower cytotoxic capacity, higher production of
cytokines and the expression of a set of receptors that recognize molecules expressed by
trophoblastic cells. However, women suffering from recurrent pregnancy loss seem to

have different local immune profiles.

Recognizing the need for a more detailed characterization of the lymphocytes
present in the endometrium, this study aimed to validate a detailed strategy for the
characterization of immune populations of NK and T cells in uterine biopsies using a
multiparametric analysis of immunophenotyping by flow cytometry. Secondary objectives
were the possibility to implement this strategy in women suffering from idiopathic
recurrent pregnancy loss and to identify possible alterations in the immune profile that

correlate with the demographic and obstetric characteristics of these women.

Women with idiopathic recurrent pregnancy loss were recruited, and a single
endometrial biopsy was collected from each participant with the Pipelle® system, between
days 7 and 10 after the LH peak. These samples were then divided in replicates, processed
in parallel and analysed in a BD FACS Canto II flow cytometer. To obtain absolute counts
of endometrial lymphocytes a single platform strategy was used with BD Trucount™ tubes
and, for the characterization of the immune populations of T and NK cells, the panel of
monoclonal antibodies used afterwards included: CD3, CD8, CD16, CD45, CD56, CD57,
NKp30, NKp44, NKpg6, NKG2D, 2B4 e PD-1.

The results obtained in the reproducibility study for the absolute counts’ strategy
with BD Trucount™ tubes revealed a mean coefficient of variation of 7,61%. These
samples showed values of total lymphocytes between entre 12,95 — 80,66 lymphocytes/uL
per centimetre of Pipelle sample. In the immunophenotypic analysis, the immune
populations of T, T CD8*, NK and NK CD56Pright cells were identified. The percentages of
these populations in total lymphocytes revealed a mean coefficient of variation below 15%
between replicates. The more detailed analysis of the T and NK populations showed also
good reproducibility (CV < 14% between replicates) for the expression of PD-1 and 2B4 in
CD8+ T cells, and for the expression of NKp46 and 2B4 in NK cells.
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Additionally, immunophenotyping identified T lymphocytes as the more prevalent
immune population in the endometrium (34,75 — 76,88%), and within these, CD8* T cells
(39,33 — 67,81%). When considering the T cell subsets separated, however, NK cells were
the more prevalent compartment in most samples. CD8* T lymphocytes had levels of PD-1
and 2B4 expression around 49,75 — 89,35% and 78,20 — 97,00%, respectively. NK cells
also showed levels of NKp46 and 2B4 expression around 31,60 — 69,65% and 95,90 —
99,95%, respectively.

Furthermore, a positive correlation was identified between the percentage of
CD56Prisht NKpg46+ NK cells and the number of previous term deliveries and gestations, an
association we intend to explore in future studies. Finally, a positive correlation between
the percentage of CD4* T lymphocytes and body mass index was also observed in these
women, an observation that should be considered in future studies, also considering that
increasing interactions have been recognized between the nutritional status and immune

and inflammatory responses.

The main conclusion to be drawn from this study is the applicability of flow
cytometry in the immunophenotypic approach of endometrial samples. In fact, this
methodology allows the assessment of cell quantification with the necessary
reproducibility, but above all, it allows for an in-depth multiparametric characterization of
the uterine immune profiles. This technique can thus become a very relevant tool to be
applied in the clinical context for the follow-up and treatment of women suffering from

idiopathic recurrent pregnancy loss.

Keywords

NK cells; Endometrium; Idiopathic recurrent pregnancy loss; Flow cytometry;

Immunophenotyping.
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Capitulo 1- Introducao

1.1. O Sistema Imune- Visao geral

Do sistema imune (SI) fazem parte uma grande variedade de células e moléculas
que evoluiram ao longo do tempo para a protecdo contra microrganismos patogénicos e
células cancerigenas. O sistema imune divide-se em dois tipos principais de resposta: a
resposta imune inata como primeira linha de defesa e a resposta imune adaptativa, que
sendo ativada pela resposta imune inata vai complementar a sua acdo inicial. Estas
respostas diferem entre si em caracteristicas como o tempo e a duracao da resposta, o tipo
de células efetoras, os seus recetores e a sua especificidade (1).

O sistema imune inato utiliza recetores de reconhecimento de padroes (PPRs-
Pattern Recognition Receptors) para reconhecer padrées moleculares associados a
patogénios (PAMPs- Pathogen Associated Molecular Patterns) e células lesadas (DAMPs-
Damage Associated Molecular Patterns). A familia mais caraterizada de PPRs é a familia
dos recetores Toll-like (TLRs) que se encontram distribuidos por uma variedade de células
do SI (2). Nos humanos, estdo identificados ja cerca de dez TLRs (TLR1-TLR10), que se
podem localizar na superficie celular ou em compartimentos intracelulares. Os recetores
TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e TLR6 sdo expressos na membrana plasmatica e estado
envolvidos sobretudo na detecio de produtos bacterianos no espaco extracelular,
enquanto os recetores TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 estao incorporados em compartimentos
endociticos, onde podem reconhecer acidos nucleicos de origem viral e bacteriana. O TRL1
forma heterodimeros funcionais com o TLR2, enquanto que o TLR2 pode formar
heterodimeros também com o TLR6 e TLR10 (3). Nao sendo exclusiva, a expressao destes
recetores ¢ muito importante nas células da resposta inata, como os neutré6filos e os
macrofagos, ou mesmo nas células dendriticas que fazem depois a ligacdo com a resposta
adaptativa.

As células especializadas do SI adaptativo, sdo os linfocitos T e B, que permitem o
reconhecimento especifico de antigénios e passam a responder por processos de
amplificacao clonal, diferenciacao celular e producao de anticorpos especificos (4). A
forma de reconhecimento da resposta adaptativa é diferente porque assenta em recetores
especificos presentes nos linfécitos T (TCR) e nos linfocitos B (BCR). Enquanto os
linfocitos B reconhecem antigénio na sua forma nativa e estdo envolvidos na imunidade
humoral através da producao de anticorpos, os linfécitos T reconhecem fragmentos do
antigénio associado as proteinas do complexo major de histocompatibilidade (MHC) e sao

responsaveis pela imunidade celular e também desempenham fungdes reguladora (5).
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Por outro lado, o sistema imune adaptativo tem ainda a capacidade de recordar
contactos anteriores com agentes patogénicos (memoria imunolégica). Desta forma, num
contacto posterior, os agentes patogénicos podem ser eliminados de forma mais rapida e

eficaz (4).

1.1.1.Imunidade Inata

Nos humanos, a primeira linha de defesa contra agentes patogénicos € constituida
pelas barreiras fisiologicas como a pele e as mucosas. Quando o SI encontra um agente
patogénico, vai responder imediatamente para o tentar destruir ou remover do
hospedeiro. Desta fase inicial da resposta fazem parte diferentes tipos celulares como os
neutrofilos, os basofilos, os eosindfilos, os mastocitos, os macrofagos, as células
dendriticas (DCs), as células linféides inatas (ILCs) que se dividem em trés grupos (ILC1,
ILC2 e ILC3) onde estao incluidas as células Natural Killer (NK) e ainda o sistema do
complemento. Os neutroéfilos, os basofilos e os eosinodfilos representam os granuldcitos,
que na fase inicial da infecdo induzem inflamacao e vasodilatacdo dos vasos sanguineos,
permitindo um rapido influxo de células imunes (6, 7).

Os neutrofilos representam cerca de 50% a 70% dos leucocitos circulantes, sendo
gerados na medula 6ssea (MO) a partir dos seus percursores mieloides, processo este
controlado pelo fator de estimulacdo de coldnias granulociticas (G-CSF) (8). Até serem
recrutados para o local da inflamacdo, os neutréfilos podem circular livremente pelo
sangue ou rolar ao longo do endotélio vascular. Os neutréfilos que sdo recrutados para os
tecidos fagocitam os microrganismos através da emissdo de pseudopodes (projecoes da
membrana citoplasmatica) a volta da particula que dao origem entdo a uma vesicula, o
fagossoma. Esta estrutura funde-se com os granulos citoplasmaticos do neutrofilo,
formando um fagolisossoma. A morte dos organismos no interior do fagolisossoma ocorre
pela combinacao de dois mecanismos: uma resposta dependente de oxigénio, que envolve
a reducdo do oxigénio pela NADPH oxidase, levando a producdo de metabolitos de
oxigénio toxicos, e uma resposta independente de oxigénio, que utiliza proteinas
cationicas altamente citotoxicas e enzimas contidas nos granulos (9). Para além destes
mecanismos, os neutrdfilos conseguem ainda expulsar os seus contetdos nucleares (o
acido desoxirribonucleico (ADN) e histonas) num complexo com granulos e proteinas
citoplasmaticas para o espaco extracelular. Estas estruturas conhecidas como armadilhas
extracelulares de neutroéfilos (NETs- Neutrophil Extracellular Traps) tém a capacidade de
conter diferentes tipos de microrganismos e particulas, incluindo virus (10).

Os eosinofilos representam entre 1% a 3% dos leucocitos circulantes, e para a sua
estimulacdo, diferenciacdo e maturacdo sao essenciais a IL- 3, a IL-5 e o fator de

estimulacao de colonias granulocitico-magrofagicas (GM-CSF). Estas células contém
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granulos com substancias toxicas como a proteina basica major-1 e -2 (MBP-1 e MBP-2), a
peroxidase eosinofilica (EPO), a proteina catiénica eosinofilica (ECP) e a neurotoxina
derivada de eosinofilos (EDN), cujo contetado ¢ libertado quando a célula é ativada. Tém
atividade antiparasitaria contra helmintas, devido a elevada citotoxicidade da MBP contra
estes (11).

Os basofilos representam menos de 1% dos leucdcitos presentes no sangue periférico.
Também originarios de progenitores hematopoiéticos CD34*, os basofilos diferenciam-se
e maturam na MO. A expressao de recetores de quimiocinas e integrinas permite-lhes
infiltrar os tecidos inflamados. No citoplasma contém granulos basofilicos e na sua
superficie celular expressam o recetor de alta afinidade para a imunoglobulina (Ig)E, o
recetor FceRI. A ligacao de antigénios a moléculas de IgE ancoradas nos recetores dos
basofilos, induz a sua desgranulacao e libertacao de IL-4, IL-13, histamina e leucotrienos,
sendo a histamina o mediador encontrado em maior nimero nos granulos destas células.
Por isso, os basofilos tém um papel importante em processos alérgicos e também na defesa
contra parasitas (12, 13).

Os mastbcitos parecem ser também de origem hematopoiética e encontram-se
principalmente em locais potenciais de entrada dos agentes patogénicos e de possivel
contacto com outras substancias, como a pele, as mucosas do trato respiratério e do trato
gastrointestinal. Ao contrario de outras células de origem hematopoiética, estas migram
para a corrente sanguinea como células progenitoras imaturas e é ai que vao maturar (14).
Estas células sdao de especial importidncia em reagdoes de anafilaxia induzidas por
antigénios e em respostas alérgicas, devido a expressao do recetor FceRI na sua superficie.
A imagem do que acontece com o baséfilo, também o mastocito desgranula, apos
estimulacao pela ligacdo de antigénios as IgEs ancoradas nos seus recetores. Nesta
desgranulacao sao libertados para o espaco extracelular mediadores como a histamina, a
serotonina, a triptase, a heparina e também citocinas e fatores de crescimento (15).

Os monocitos, com origem em progenitores na MO, entram na corrente sanguinea e
posteriormente migram para os tecidos, onde se diferenciam em macréfagos sob a
influéncia de fatores de crescimento, de citocinas pro-inflamatérias e de produtos
microbianos. Os macrofagos fagocitam agentes patogénicos, debris, células mortas e
infetadas, produzem citocinas, e tém também a capacidade de apresentar antigénios
através das suas moléculas do MHC. Apesar destas células serem essenciais para a
homeostasia e para o controlo de infecoes, podem também contribuir para danos teciduais
e para a fisiopatologia de doencas inflamatoérias e infeciosas (16). A ontogenia dos
macrofagos tem vindo a ser debatida, uma vez que tem sido sugerido que algumas
populacoes poderao ter uma origem embrionéria, no saco vitelino, anterior a formacao das

primeiras células estaminais hematopoiéticas, ficando as populacoes estabelecidas antes



Células Natural Killer Endometriais: Uma Caraterizac¢ao por Citometria de Fluxo

do nascimento e mantendo-se durante toda a vida adulta (17). A polarizacao dos
macrofagos nos diferentes fen6tipos M1 e M2 depende dos estimulos que recebem,
modulando as suas respostas. Enquanto os macréfagos M1, sao classicamente
classificados como tendo um fendétipo proé-inflamatério, os macréfagos M2 sao
considerados anti-inflamatoérios. Os macrofagos M1 tém uma elevada atividade fagocitica
e sao caraterizados pelos marcadores CD64 e CD80. Produzem citocinas pré-inflamatorias
como a IL-1B, IL-6, IL-18, IL-23, fator de necrose tumoral (TNF)-a, interferao (IFN) de
tipo I e quimiocinas. J4 os macréfagos M2 estdo particularmente envolvidos em infecoes
de fungos e helmintas, sendo induzidos pelo fator de estimulagdo de colonias macrofagicas
(M-CSF), e pelas citocinas IL-4, IL-10 e IL-14. Estes macrofagos, além de outros fatores,
produzem IL-8 para recrutarem neutrdfilos, monécitos e linfécitos T conduzindo uma
resposta anti-inflamatéria. Os macrofagos tém efeitos moduladores, regulando
negativamente citocinas pré-inflamatorias e induzindo a producido de mediadores anti-
inflamatoérios como a IL-4, a IL-10 e o fator de crescimento tumoral (TGF)-f (18).

As células dendriticas (DC) representam uma familia heterogénea de células mieloides
reconhecidas pelas suas funcées como células apresentadoras de antigénio (APCs) e
produtoras de citocinas, mas também com um subgrupo de células que derivam do
progenitor linféide, chamadas de células dendriticas plasmacitoides, com funcoes
importantes na resposta anti-viral. As células dendriticas representam entre 2 a 4% do
total de leucédcitos presentes nos tecidos e estdo divididas em diferentes subconjuntos de
acordo com a sua localizacdo, expressdo de proteinas de superficie e funcionalidade.
Tipicamente, as células dendriticas sdo entao dividas em duas classes: DC plasmocitbides
(pDC), que produzem grandes quantidades de IFN tipo I em resposta a infe¢Ges virais, e
DC convencionais (¢cDC), que sao fortes APCs, em particular para a ativacao de células T
naive (19). Apos o seu desenvolvimento na MO, as DC passam para a corrente sanguinea e
para tecidos linfoides e nao-linfoides como DC imaturas, com elevada capacidade
endocitica e fagocitica. Migram para regides inflamadas em resposta a quimiocinas, e ai
conseguem reconhecer PAMPs através dos diferentes PPRs que expressam, incluindo a
familia dos recetores TLR. Para a aquisicao do fendtipo de DC maduras, as DC perdem
alguns recetores e passam a expressar niveis elevados de moléculas do complexo de
histocompatibilidade major de classe II (MHC II) e de moléculas de co-estimulacao, como
0 CD40, 0 CD80 e 0 CD86, sofrendo também modificacoes na sua morfologia (20).

Mais recentemente foram descritas as ILCs que parecem possuir funcoes semelhantes
aos linfocitos T da resposta imune adaptativa. As ILCs dividem-se em trés linhagens
principais: ILC1, ILC2 e ILC3 de acordo com a sua capacidade para produzir citocinas tipo
1, tipo 2 e tipo 17, respetivamente. As células Natural Killer (NK) estao incluidas dentro

das ILCS, representando cerca de 5 a 20% das células linféides em circulacio, sao
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reconhecidas pela mediacao de respostas antitumorais e antivirais. Nos humanos, sao
caraterizadas pela expressao dos recetores CD16 e CD56, adquirindo fungoes citotoxicas
idénticas as dos linfécitos T CD8+ (21).

O complemento é um sistema que engloba um grande niimero de proteinas presentes
no plasma e nas superficies celulares. Estas proteinas organizam-se em cascadas
proteoliticas hierarquicas, iniciadas pela identificacdo de superficies patogénicas. A partir
da ativacao desta cascata geram-se mediadores pro-inflamatérios (anafilotoxinas) e ainda
o processo de opsonizacdo das superficies patogénicas, mediado por opsoninas como a
C3b. O objetivo final é a lise da superficie patogénica através da formacao do complexo de
ataque a membrana (MAC). O sistema do complemento pode ser ativado por trés vias: a

via classica, a via das lectinas e a via alternativa (22).

1.1.2. Apresentacao de Antigénios

As APCs fazem a ligacdo entre a resposta imune inata e a resposta imune adaptativa,
podendo dividir-se em APCs profissionais e nao profissionais. Dentro das APCs
profissionais estdo englobadas as DCs, os macrofagos e as células B. De especial
importancia sao as DCs, que podem migrar para os ganglios linfaticos para promover a
ativacao de linfocitos T naive (23).

Os antigénios intracelulares (de origem bacteriana, viral, de outros parasitas, ou
mesmo antigénios tumorais) podem ser apresentados as células T CD8+ sob a forma de
péptidos associados a moléculas de MHC I, expressas pelas células nucleadas. Para a
apresentacdo através do MHC de classe I é necessaria a degradacao dos antigénios em
péptidos no citosol através do proteossoma. Estes péptidos sdo depois transportados para
o reticulo endoplasmatico, com o auxilio do transportador de péptidos (TAP), onde vao
associar-se as moléculas de MHC 1 recentemente sintetizadas. Este complexo
péptido/MHC I é transportado para a membrana plasmatica para posterior apresentacao
aos linfocitos T CD8+ de modo a iniciar respostas citotoxicas especificas para o antigénio
reconhecido através do complexo péptido/MHC 1.

Ja as moléculas do MHC II apresentam antigénios ex6genos degradados através da via
endocitica aos linfécitos T CD4+, sendo o IFN-y a principal citocina responsavel pela
inducdo da expressio de MHC II. Depois de internalizados e processados nestes
compartimentos, os antigénios degradados podem ser apresentados sob a forma de
complexos péptido/ MHC II expostos na superficie de DCs, macréfagos e linfécitos B. Em
determinadas circunstancias, estes complexos podem também ser expressos em alguns
tipos de células epiteliais e endoteliais. A ativacdo dos linfocitos T CD4+ vai por sua vez

levar a producao de diferentes tipos de citocinas que conduzem a eliminacao dos agentes
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patogénicos previamente internalizados pelos macrofagos e também a producdo de
anticorpos especificos pelos linfocitos B (24).

As DCs possuem ainda a capacidade de apresentacdo de péptidos exdgenos nas
moléculas de MHC I aos linfécitos T CD8 num processo conhecido como apresentacao
cruzada. (25).

No entanto, para que ocorra uma resposta pelas células T, é necessario mais do que o
reconhecimento dos complexos péptido/MHC, nomeadamente sao necessarios sinais
adicionais como a secrecdo de citocinas e a sinalizacdo através de moléculas co-
estimuladoras (24). O sinal 1 é entdo a ligacdo do TCR ao complexo péptido/ MHC. No
caso de o tnico sinal para a ativacao do linfocito T naive ser o sinal 1 o linfocito entra em
anergia. O sinal 2 é o sinal co-estimulatdrio da ligacao entre as moléculas CD28, expressas
pelas células T e as moléculas CD80 e/ou CD86, expressas pelas APCs. Por tltimo, o sinal
3 permite determinar qual a subpopulacao de linfocitos T que se ira formar através da

producao de citocinas especificas representativas de cada subpopulacao (Figura 1) (26).
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Figura 1- Interac¢do entre as células dendriticas (DCs) e os linfocitos T naive. Adaptado de Kambayashi T (23)

Dependendo da natureza da ativacdo, os linfécitos T podem diferenciar-se em
subpopulacoes funcionais que incluem os linfécitos T CD8+ citotoxicos (CTLs) com
capacidade para destruir células infetadas ou em stress, mas também as diversas

subpopulacoes de linfocitos T CD4+ helper que se descrevem detalhadamente abaixo (27).
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1.1.3. Imunidade Adaptativa

A resposta imune adaptativa desenvolveu-se ao longo do tempo, formando linfécitos T
e B para melhorar o sistema de defesa imune. Estes linfécitos possuem recetores de
superficie especificos, os recetores de células B ou imunoglobulinas (Igs) de superficie, nos
linfocitos B e recetores de células T (TCRs) nos linfécitos T. Estes recetores de
reconhecimento de antigénios, ao contrario dos recetores nas células da imunidade inata,

apresentam elevada especificidade para os antigénios que reconhecem (28).

1.1.3.1.Células T

Os linfocitos T originam das células estaminais hematopoiéticas que migram para o
timo, onde dependem dos sinais das células epiteliais timicas e dos fibroblastos
mesenquimais para se desenvolverem. Ao longo da sua diferenciacdo, os timdcitos sao
caraterizados pela expressdo das proteinas de superficie como o CD4, o0 CD8, 0 CD44 € o
CD25. Os percursores que entram no timo nao expressam CD4 nem CDS8 e sdo por isso
chamados de duplos negativos (DN). Estas células progenitoras entram no timo na zona
cortico-medular e movimentam-se pelo cortex passando pelos estadios DN1 (CD44* CD25
) e DN2 (CD44* CD25%), e depois na zona subcapsular entram no estadio DN3 (CD44-
CD254). E na passagem do estadio DN2 para DN3 que ocorre o rearranjo dos loci y, & e B
do TCR, formando duas possiveis linhagens das células T: a3 ou y8S.

As células T aff passam por um processo chamado de sele¢io 3, em que os percursores
af} que sofreram um correto rearranjo dos genes da cadeia 3 do TCR, formam o complexo
pré-TCR (T cell receptor), composto pelo CD3, pela cadeia 3 do TCR e por uma cadeia pré-
TCR a invariante. Quando este complexo do pré-TCR é funcional, os timdcitos continuam
o seu processo de maturacao para o estadio DN4 (CD44- CD25") e iniciam o rearranjo do
locus a apos a sinalizagao pelo pré-TCR. Nesta fase, os timdcitos DN4 comecam a migrar
para a zona medular e adquirirem o fen6tipo duplo positivo (DP), com co-expressao de
CD4* e CD8*. Apds o rearranjo dos genes da cadeia alfa forma-se entdo um TCR aff a
superficie do timécito DP. A especificidade e a forca da ligacdo do TCR aff ao MHC
determinam agora a sua sobrevivéncia e diferenciacdo celular. Os timo6citos DP com
afinidade intermédia a forte para os complexos péptido/MHC presentes nas células
epiteliais corticais sofrem sele¢do positiva, e sobrevivem. A selecio positiva serd também
importante para a definicao e selecao de linhagem dos timécitos, de modo a tornarem-se
timocitos simples positivos (SP) CD4* CD8 ou CD4 CD8*. J4 na medula timica os
timocitos SP continuam a interacdo com os complexos péptido/MHC, mas agora os
timocitos com elevada afinidade para os antigénios self sofrem selecao negativa e sao
destruidos por apoptose, de forma a que sejam eliminados do reportério linfécitos T

autoreativos (Figura 2). Este mecanismo de selecdo permite que apenas os linfocitos que
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possuem um TCR funcional migrem para a periferia onde irdo circular como linfocitos T

maduros.

Epitélio subcapsular

Figura 2-Representacao esquemaética do desenvolvimento dos linfocitos T no timo. Adaptado de Starr T. et al.

(30).

No entanto, alguns linfocitos T autoreativos podem escapar aos mecanismos de
tolerancia central e migrar para a periferia. Por isso, existem ainda outros mecanismos
para prevencdo da autoimunidade, os mecanismos de tolerancia periférica. Um dos
mecanismos da tolerancia periférica é a anergia, em que os linfcitos com capacidade para
reconhecer antigénios do proprio deixam de conseguir responder funcionalmente. E um
mecanismo que depende do estimulo recebido para a ativacao dos linfocitos T, uma vez
que os linfdcitos entram em anergia caso a sinalizacao pelo TCR se encontre alterada ou na
auséncia do sinal co-estimulatoério (29-31).

Neste mecanismo de regulacao dos linfocitos T estdo envolvidas moléculas como o
CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte Antigen 4) e o PD-1 (programmed cell death protein 1).
Como ja referido anteriormente, para a ativacao dos linfocitos T sao necessarios sinais co-
estimulatoérios, em que as moléculas CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2) presentes nas APCs se
ligam as moléculas CD28 presentes nos linfocitos T. Esta sinalizacdo permite a
proliferacdo e sobrevivéncia dos linfocitos T a periferia. O CTLA-4 é um homologo do
CD28, com uma maior afinidade para se ligar aos recetores B7. Porém, a sua ligacao nao
produz um sinal estimulador como acontece com a ligacdo do CD28. Pelo contréario, a
ligacdo CTLA-4/B7 tem uma acao inibidora da ativacdo. A competicao pela ligacao das
moléculas CD28 e CTLA-4 aos recetores By vai determinar se os linfocitos T sobrevivem
ou entram em anergia (32). A ligacdo do CTLA-4 ao B7 diminui também a expressao dos

recetores B7 nas APCs diminuindo a interacdo CD28-B7. O PD-1 é também um recetor
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inibidor que ao ligar-se aos respetivos ligandos PD-L1 ou PD-L2 inibe a sinalizagdo do
TCR (31).

Apos a apresentacao de antigénios pelas APCs, as células T CD4* naive tém entao
capacidade para se diferenciarem numa variedade de células efetoras, onde se incluem as
células Th1, Th2, Th17, Tth e Treg. As células Th1 caraterizam-se pela producao de IFN-y e
estdo envolvidas na imunidade celular contra microrganismos intracelulares. A sua
diferenciacao ocorre através dos fatores Stat4, Stat1 e T-bet. J4 a diferenciacao das células
Th2 depende da acao dos fatores GATA3 e Stat6, sendo estas células produtoras de IL-4,
IL-5 e IL-13. Atuando sobretudo na imunidade humoral contra helmintas e agentes
patogénicos extracelulares. As células Th17 produzem IL-17A, IL-17F e IL-22 e sao
responsaveis pelas respostas a bactérias e fungos, em especial nas superficies mucosas.
Para a sua diferenciacdo é necessario o fator de transcricio RORyt (retinoid related
orphan receptor). As células Tfth regulam as respostas das células B, e a sua diferenciacao
requer o fator de transcricdo Bcl-6 e a citocina IL-21 que também segregam. Por fim, as
células Treg regulam a manutencdo da homeostase imune. Sao caraterizadas pela
expressao do fator de transcricdo Foxp3 e podem dividir-se em células Treg CD25+ CD4+
naturais (nTreg) que aparecem no timo ou em células Treg induzidas (iTreg) que resultam
da interacao das células T CD4* com APCs, como as células dendriticas, e da presenca de
TGF-f na periferia. Ambos os conjuntos de células Treg participam na manutencdo da
tolerancia periférica e na prevencao da autoimunidade (33).

Durante o decorrer da resposta imune adaptativa, os linfocitos T ficam suscetiveis a
varios sinais apoptoéticos de forma a manter a homeostase imune. Apenas uma pequena
porcao dos linfocitos T persistem como linfécitos T de memoéria (34). A eliminacio de
linfocitos ativados pode acontecer pelo processo conhecido como AICD (activation-
induced cell death), que engloba os recetores de morte, nomeadamente o recetor Fas
(CD95), membro da familia dos recetores TNF. A ligacao do Fas ligando (FasL) ao recetor
Fas promove o recrutamento da proteina adaptadora FADD (Fas associated death
domain) que por sua vez recruta a caspase 8, sendo esta a primeira de uma série de
caspases responsaveis por um conjunto de alteracoes que levam a apoptose. Por outro
lado, pode ser recrutado o inibidor do Fas, o FLIP, que ird promover a sobrevivéncia
celular. No entanto, a apoptose pode ainda ser controlada pela familia de proteinas Bcl-2. As
funcBes anti-apoptéticas de moléculas como o Bcl2 podem ser inibidas por alguns dos seus
homélogos (Bid, Bad, Bak, Bax), que assim provocam a disrupcdo da membrana mitocondrial
libertando mediadores pro-apoptéticos (35).

Existe ainda uma populacao de células T que partilha carateristicas com as células
NK, conhecidas como células Natural Killer T (NKT). Estas células podem expressar CD4

ou ser DN, produzem IL-4 e IFN-y e o seu desenvolvimento é dependente da molécula
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CD1d. As células NKT estdo distribuidas pela maioria dos tecidos com carateristicas
fenotipicas e funcionais distintas (36). As células NKT podem dividir-se em dois grupos:

células tipo I ou NKT invariantes (iNKT), e as células tipo IT ou NKT nao invariantes (37).

1.1.3.2. Células B

As células B desenvolvem-se a partir das células hematopoiéticas na MO. Nos estadios
iniciais do desenvolvimento destas células, as células pré-B, pré-B e células B imaturas sao
caraterizadas pela expressio de marcadores de superficie especificos e por sucessivos
rearranjos nos segmentos genéticos das cadeias leves (L) e pesadas (P) das
imunoglobulinas. As imunoglobulinas sdo compostas por duas cadeias pesadas (P)
idénticas e duas cadeias leves (L) idénticas (x ou A), com uma regiao variavel (V) e uma
regido constante (C). Nas cadeias pesadas das Igs sofrem rearranjo os segmentos genéticos
V (Variavel), D (Diversidade) e J (Juncao), enquanto nas cadeias leves se apresentam
apenas os segmentos Ve J.

Os rearranjos bem-sucedidos das cadeias P nas células pré-B permitem a expressao do
recetor das células pré-B (pré-BCR) composto pela cadeia u e os componentes V-pré-B
(CD179A), A-5 (CD179B) e as subunidades Iga (CD79A) e IgP (CD79B). A expressao do
pré-BCR inicia a progressao para o estadio de célula pré-B e induz rearranjos na cadeia L.
Apos rearranjos produtivos da cadeia L x ou da cadeia L A, os percursores B atingem o
estadio final de desenvolvimento independente de antigénio, expressando a sua superficie
IgM. Uma vez que estas células podem ligar-se com elevada afinidade aos antigénios do
proprio, é necessario que sejam testadas para a auto reatividade. Por isso, células que
expressem o BCR com elevada auto reatividade sdo negativamente selecionadas e sofrem
delecdo clonal ou podem sofrem rearranjos secundarios da cadeia L (“receptor editing”).
As restantes células B, que passam a designar-se células B de transi¢cao, migram da MO
para o baco onde vao completar a sua maturacao (38, 39).

Podem ser consideradas trés populacoes principais das células B: células B1, células B2
ou B foliculares e células B da zona marginal. As células B1 comecam por aparecer numa
fase muito inicial da linfopoiese no feto e apresentam carateristicas distintas de
desenvolvimento, de fen6tipo, da distribuicao pelos tecidos e da funcionalidade em relacao
as células B2, que sao produzidas em maior abundancia no final da vida fetal e durante a
vida adulta. Enquanto as células B1 tém um papel importante na imunidade inata, as
células B2 estdo convencionalmente envolvidas na imunidade humoral (40).

No caso das células B2 convencionais, as células B imaturas migram da MO para a
periferia, podendo dividir-se em células B de transicao T1 e T2. As células B T1 precedem
as células B T2 que sao consideradas os precursores das células naive B maturas, que

expressam a sua superficie os isétipos IgD e IgM. Para além de um BCR funcional, as
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células B imaturas recebem sinais de sobrevivéncia através do fator ativador de células B,
0 BAFF (B-cell activation factor) para completarem a maturacdo. Antes ou apods a
interacao das células B2 naive com os antigénios, estas sdo atraidas até aos tecidos
linféides secundarios onde com o auxilio de células T, as células B se diferenciem por uma
de duas vias possiveis: a via folicular que origina os centros germinativos e uma via
extrafolicular que origina plasmocitos de tempo de vida curto produtores de anticorpos.
As células B que permanecem nos centros germinativos proliferam e diferenciam-se em
células B de memoria e em plasmocitos com um tempo de vida longo (41, 42).

Apos a ativagao, as células B sofrem class switch e modificam o isotipo do seu recetor
de IgM e IgD para IgG, IgA ou IgE. Este processo acontece na diferenciacao de células B de
memoria, mas também nos plasmocitos que passam a secretar estes anticorpos com
diferentes papéis funcionais. A IgG, que se divide em diferentes subclasses (IgG1, IgG2,
IgG3 e IgG4), € o isotipo predominante no soro, seguida da IgA. A IgA é por sua vez a mais
abundante nas mucosas. J4 a IgE ¢ o isotipo menos abundante com um tempo de semivida

curto (42).

1.2. Células Natural Killer (NK)

1.2.1. Desenvolvimento e Expressao de Recetores das
Células NK

Como ja referido anteriormente, as ILCs dividem-se em trés grupos, ILC1, ILC2 e
ILC3. O grupo 1 integra células que expressam o fator de transcri¢do T-bet e produzem
IFN-y, das quais fazem parte as células NK. Estas parecem ser as tinicas com capacidades
citotoxicas dentro das ILCs, sendo diferenciadas das restantes ILC1 pela expressao do
fator de transcricio Eomes. O desenvolvimento das NK pode ocorrer na medula 6ssea e
nos tecidos linféides secundérios onde podem completar a maturacdo adquirindo
diferentes marcadores de superficie ao longo do processo de desenvolvimento (43). As
ILCs diferem das células T e B por nao apresentarem recetores especificos (TCR/BCR) e,
portanto, nao sofrerem rearranjos somaticos. Contudo, as ILCs adquirem funcoes
idénticas as células T, contribuindo nomeadamente para a defesa imune do hospedeiro e
participando na organogénese linfoide e na remodelacao de tecidos (44).

As células NK possuem varios recetores com funcoes ativadoras ou inibidoras que
reconhecem moléculas de MHC classe I e outros ligandos. O fenétipo que define estas

células linfoides é auséncia de expressao de CD3 e a presenca dos marcadores CD16
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(FcyRIITIA) e CD56 (ou N-CAM - molécula de adesao celular neuronal). No entanto, nao
existe um marcador especifico pan-NK.

No microambiente da MO, numa fase inicial as células progenitoras (CD34")
respondem a fatores de crescimento e desenvolvem-se como precursores das células NK
com o feno6tipo CD34* IL-15R*. De especial importancia é a IL-15 que induz estas células a
desenvolverem-se em células NK mais maduras com o fenétipo CD56""isht, com capacidade
de lesar células tumorais e produzir citocinas e quimiocinas imunoreguladoras apos serem
estimuladas. Estas células CD56isht parecem ter a capacidade para se diferenciarem
depois em células CD564m™ tanto na medula 6ssea como no sangue periférico (45).

Apesar de originalmente se considerar que o desenvolvimento das células NK ocorre
na MO, estas podem também desenvolver-se, até mesmo preferencialmente, nos érgaos
linfoides secundarios, onde podem ser considerados cinco estadios de desenvolvimento de
acordo com a expressao diferencial de CD34, CD117 (c-kit), CD94 e CD16.

As células no estddio 1 ndo tém marcadores de outras linhagens e apresentam o
seguinte fen6tipo- CD34+* CD117- CD94- CD16-, ndo estando também expressa a cadeia
beta do recetor da IL-2/IL-15 (IL-2/IL-15R3, CD122). J4 no estadio 2 as células adquirem
a expressao de CD117 e CD122, passando também a estar presente a cadeia alfa do recetor
da IL-2 (IL-2Ra ou CD25). Nestes dois estadios iniciais as células sao multipotentes com
capacidade para se diferenciarem em células T, em células dendriticas ou em células NK.
Quando passam ao estadio 3 perdem entao a capacidade de se diferenciarem em células T
e células dendriticas, perdem a expressao de CD34, mas nao expressam os fatores T-bet e
Eomes, nao produzem IFN-y e nem possuem capacidade citotoxica. Carateristicas que sao
detetadas nas células do estadio 4, classicamente com o fen6tipo CD34— CD117+/~ CD94*
CD16- e nas células do estadio 5, com o fen6tipo CD34- CD117%/~ CDg4+/- CD16*. O
estadio 5 pode-se distinguir entao pela expressao do CD16, o recetor de baixa afinidade
para a porc¢ao Fc da IgG, responsavel pela citotoxicidade celular mediada por anticorpos
(ADCC) (46).

Podem ser distinguidas a periferia duas grandes subpopulacées de células NK de
acordo com a expressao do recetor CD56: CD56""ight ou CD564im, Enquanto a maioria das
células NK no sangue periférico sao identificadas como CD16* CD564i™, cerca de 10% das
células NK tém uma elevada expressao de CD56 (CD3- CD56bight) e produzem elevadas
quantidades de citocinas e quimiocinas, possuindo baixa capacidade citotoxica. A
populacao de células NK CD56bPrisht ¢ dominante nos tecidos linfoides secundarios, sendo
considerada uma populacao menos madura que as células CD56%m (47).

Dentro dos recetores que caraterizam as células NK podemos ainda encontrar a familia
dos recetores KIR (Killer-cell immunoglobulin-like receptor) que se podem dividir em

inibidores ou ativadores, nomeados com base no nimero de dominios Ig extracelulares
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(2D ou 3D) e com base no comprimento da sua cauda citoplasmatica (L para comprida e S
para pequena). Estes recetores interagem com o dominio al das moléculas de HLA
(antigénios leucocitarios humanos) de classe I. Os KIR podem ser distinguidas por dois
haplotipos: A e B. Os KIR inibidores sdo caraterizados por possuirem uma cauda
intracitoplasmatica longa com recetores ITIM (tyrosine-based inhibition motifs) capazes
de recrutar e ativar as fosfatases SHP1 (Src-homology 1 domain) e SHP2 (Src-homology 2
domain), enquanto os KIR ativadores sdo caraterizados por uma cauda
intracitoplasmatica curta e estdo acoplados a polipéptidos DAP12. Os recetores
KIR2DL1/2/3 sdo recetores inibidores para as moléculas de HLA-C, que podem ser
divididas em dois grupos: HLA-C1 e HLA-C2. Enquanto o KIR2DL1 tem especificidade
para o HLA-C2, o KIR2DL2/3, no geral, é especifico para o HLA-C1 (48, 49).

Existe ainda uma familia de recetores denominados de LILR (leukocyte
immunoglobulin-like receptor), expressos pelas células NK, que podem dividir-se em
recetores ativadores (LILRA) e recetores inibidores (LILRB). A sua funcdo depende da
presenca de sequéncias ITIM para os LILRB e de sequéncias ITAM (tirosine-based
activating motifs) para os LILRA. Dentro dos LILRB podem distinguir-se ainda os
recetores LILRB1 (ILT2) e o LILRB2 (ILT4) (50).

Ao contrario dos recetores KIR e LILR, que sdo membros da superfamilia das
imunoglobulinas, os heterodimeros CD96/NKG2 pertencem aos recetores das lectinas do
tipo-C. Varias moléculas NKG2 dimerizam com o CD94, nomeadamente o NKG2A, o
NKG2C e o NKG2E. Estes recetores CD94/NKG2 ligam-se ao HLA-E nos humanos.
Enquanto as moléculas de NKG2A tém motivos ITIM nos seus dominios citoplasméticos
que ativam as fosfatases SHP-1 e SHP-2 resultando na inibicdo da citotoxicidade das
células, os recetores CD94/NKG2C e CD94/NKG2E levam a ativacao da funcao citotoxica
das células NK (51).

O NKG2D é um membro da familia NKG2, que, ao contrario ao contrario dos outros
membros da familia ndo forma heterodimeros com o CD94. Para a ativacao deste recetor é
necessaria a proteina adaptadora DAP10. O NKG2D interage com os seus ligandos MICA
(MHC class I-related protein A), MICB (52) e ULBP (UL16-binding proteins), geralmente
expressos em situacoes de stress celular, como no contexto de infecoes ou na presenca de
células tumorais. A ativacdo do NKG2D por si s6 nao consegue induzir a producao de
citocinas nem a citotoxicidade das células NK em repouso, no entanto, quando em
conjunto com outros recetores co-estimulatorios como o 2B4 ou o NKp46, pode induzir
atividade citotoxica nas células NK. Contudo, quando as células NK sao incubadas com
IL-2 ou IL-15, parece nao existir necessidade de um sinal co-estimulatoério para iniciar a

desgranulacao e a producao de citocinas decorrente da ativacao deste recetor (53).
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Foram também descritos recetores de citotoxicidade natural (NCRs), dos quais fazem
parte o NKp30, o NKp44 e o NK46, que sdo recetores ativadores envolvidos na lise de
células tumorais (48). Todos os NCRs sdo proteinas transmembranares que pertencem a
superfamilia das Igs, e todos contém um dominio extracelular para a ligacdo dos
respetivos ligandos, um dominio transmembranar com capacidade para se associar com
proteinas adaptadoras e um dominio citosolico. Todos os NCRs tém a capacidade de se
ligar a glicosaminoglicanos do tipo da heparina, que se encontram sobre-regulados em
células cancerigenas. Outro ligando comum a todos os NCRs é a hemaglutinina viral.

O NKp3o0 transmite sinais ativadores através da associacdo com a cadeia CD3( e a
cadeia y do recetor FceRI. O NKp30 pode ligar-se ao recetor B7-H6 presente em células
tumorais, de forma idéntica ao reconhecimento dos recetores B7-1 e B7-2 (que sao
estruturalmente homologos ao B7-H6) pelo CD28. No caso do recetor NKp44 este
encontra-se acoplado a proteina DAP12, sendo que a expressao deste recetor é apenas
detetada nas células NK que sofreram ativacao. Alguns proteoglicanos presentes na parede
celular de bactérias parecem ser ligandos do NKp44 que estimulam a resposta das células
NK. Por fim o recetor NKp46 inicia a sinalizacdo de forma idéntica ao recetor NKp3o0,
através da associacdo com a cadeia CD3 C e a cadeia y do recetor FceRI. O NKp46 é o
recetor mais especifico das células NK descrito até agora (52, 54).

Nas células NK humanas, um outro recetor pode funcionar como recetor ativador, o
2B4, que estimula a citotoxicidade, a producgiao de IFN-y e exocitose dos granulos. Para
além de funcionar como recetor ativador, pode também funcionar como co-estimulador, e
nos estadios inicias da diferenciacdo das células NK pode mesmo funcionar como um
recetor inibidor. De facto, a interacao entre o 2B4 (CD244) e o seu ligando CD48 modula a
funcdo das células T e NK (55, 56).

Dentro dos recetores caraterizados nas células NK encontra-se ainda o recetor ativador
NKp8o0, a molécula acessoria DNAX (DNAM)-1, os TLRs 2,3,7,8 e 9, e moléculas de
adesdo, incluindo LFA-1 (lymphocyte-associated molecule-1 ou CD1ia/ CD18), LFA-2
(CD2) e LFA-3 (CD58) importantes também para as suas fungoes citotoxicas (48).

O CD57 é um marcador de maturacdo expresso maioritariamente pelas células
CD56dm CD16*. O CD16 esta fortemente relacionado com a maturacao das células NK,
estando por isso aumentado nas células CD57+. As células CD57+ CD56dm CD16*, sendo
aparentemente mais maduras, proliferam menos que as células CD57-, mas contém mais
perforina e granzima B, sendo mais sensiveis a ativacao pelo CD16. As células NK CD57+*
apresentam ainda uma expressao mais baixa dos recetores NKp46, NKp3o, NKG2D e
NKG2A do que as células CD57 (57).

As respostas das células NK podem ser induzidas por diferentes combinacoes dos seus

recetores. Como se referiu anteriormente, os recetores NKG2D, 2B4, DNAM-1 e CD2 nao
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conseguem ativar por si sO a citotoxicidade ou a secrecao de citocinas. No caso do CD16,
porém, responsavel pelos mecanismos de ADCC, a sua ativacao parece ser aumentada por
todos os recetores supracitados, com excecao do NKp46. Contudo, o NKp46 tem um efeito
sinérgico com os restantes recetores NKG2D, 2B4, DNAM-1 e CD2. J4 0 2B4 tem um efeito
sinérgico com o0 NKp46, 0o NKG2D e o DNAM-1 e tanto o NKG2D como o DNAM-1 tém um
efeito sinérgico com os recetores NKp46 e 2B4 (58).

Um estudo recente demonstrou que a percentagem de células NK circulantes varia ao
longo do tempo para o mesmo individuo. Mais ainda, os autores observaram que as
células NK CD56Pright expressam CD94, DNAM-1, NKG2D e NKp46 em maior quantidade,
mas apresentam menos 2B4, do que as células NK CD56dm, A expressao de NKp30 é
semelhante em células NK CD56bright e NK CD56dm, Esta analise aponta para o que parece
ser entdo uma variacdo fisiologica dos recetores das células NK e da sua distribuicdo em

diferentes subpopulacoes celulares (59).

1.2.2. Funcao das Células NK

As funcoes efetoras das células NK incluem a citotoxicidade e a producdo de uma
grande variedade de citocinas apds a sua ativacdo. A exocitose de granulos, que contém
granzimas e perforina, é o mecanismo principal utilizado pelas células NK para provocar a
morte celular. A sua fungdo é regulada por um balanco entre sinais negativos e positivos
dos recetores expressos a superficie da célula. As células NK sdo inibidas pelos recetores
que reconhecem moléculas MHC classe I, pelo que as células que expressam niveis
normais de MHC I estdo normalmente protegidas contra a lise mediada pelas células NK.
No entanto, células infetadas por virus ou células cancerigenas que expressam niveis
reduzidos de MHC 1 ficam vulneraveis ao ataque das células NK (60). Este
reconhecimento pelos recetores NK de moléculas MHC de classe I, expressas por todas as
células nucleadas e pelas plaquetas, é conhecido como a hipotese do missing-self (Figura
3) (61).

Apds o encontro com as células alvo, varios eventos moleculares levam a adesao, a
polarizacao dos granulos, a desgranulacao e a producao de citocinas pelas células NK. A
adesao das células NK proporciona um contacto estavel com as células alvo através da
interacao das integrinas com os respetivos ligandos, e leva a formacao de uma sinapse
imune. A adesao é aumentada pela co-expressao dos ligandos de CD2, CD16 e 2B4 e é
acompanhada pela polarizacao da actina do citoesqueleto, do complexo de Golgi e dos
microtubulos para a interface com a célula alvo. Por outro lado, a desgranulacao pode ser
avaliada pela anélise da expressao de CD107a, que se distribui pela superficie celular

quando os granulos se fundem com a membrana plasmatica (62).
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Figura 3- Hipotese missing-self. Adaptado de Kumar V. et al (61)

O CD16 é uma proteina transmembranar associada com as cadeias CD3( e FceRlIy, que
promove fortes respostas efetoras, através da sua ligacao a porcao Fc da IgG. Esta ligacao
permite a ativacao das vias de ativacao downstream PI3K, ERK e do fator nuclear-kB (NF-
kB). A sinalizacdo através do CD16 leva as NK a desempenharem 3 grandes funcoes
efetoras: a exocitose de granulos citotoxicos, a ativacao de recetores de morte da familia
TNF-a e a libertacdo de citocinas pro-inflamatérias como o IFN-y e o TNF-a. As duas
primeiras funcOes efetoras resultam na apoptose das células alvo, enquanto a tltima
funcdo influencia outras células imunes, fazendo por isso a ligacdo com as respostas
imunes adaptativas (63, 64).

Dentro das células NK, a populacao CD56risht é a fonte primaria de citocinas
imunoreguladoras. De facto, estas células apresentam maior capacidade de producao de
IFN-y, TNF-$, IL-10, IL-13 e GM-CSF do que as células NK CD564dim,

Quando estimuladas com IL-18 e IL-12, as células NK CD56bright produzem mais IFN-y,
enquanto que se forem estimuladas com IL-18 e IL-15, ou IL-1p e IL-15, produzem niveis
mais elevados de TNF-f. Porém a estimulagdo com IL-12 e IL-15 aumenta também a
producdo de IL-10 pela célula NK, havendo também uma maior producao de IL.-13 quando
as células sao estimuladas com IL-15 juntamente com IL-18 ou IL-1 (65).

Como se referiu anteriormente, a IL-15 é de especial importincia para o
desenvolvimento das células NK, induzindo a expressio de CD56 em células
hematopoiéticas CD34* e contribuindo para o desenvolvimento da morfologia tipica
destas células. Para além disso, em cultura celular, a IL-15 tem a capacidade de induzir a
producao de IFN-y, TNF-a e GM-CSF pelas células NK CDs6bristt (66). Porém, a co-
estimulacao com IL-15 parece ser um requisito para a producao de citocinas tipo 2 (IL-10 e
IL-13), sendo a co-estimulacdo com IL-12 essencial para a producdao de IFN-y, uma

citocina de tipo 1. A co-cultura com macro6fagos, demonstra ainda que o lipopolissacarideo
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(LPS), presente nas bactérias Gram negativas, e reconhecido pelas células efetoras do SI
inato, induz nas células NK CD56Prght uma maior producao de IFN-y (66).

Para além das células NK que se encontram em circulacdo, existem células NK
residentes nos tecidos que parecem demonstrar carateristicas feno6tipos tinicas, das quais
fazem parte as células NK timicas, as células NK presentes no figado e na pele, as células
NK uterinas, as células NK da glandula submandibular e as células NK do rim (67). Nos
nodulos linfaticos estdo também presentes células NK predominante com fendtipo
CD56Pbright - que utilizam a IL-2 produzida pelas células T para co-estimular a producao de
IFN-y (68).

No figado humano predominam as células NK CD56Prisht caraterizadas pela expressao
de CD69, CXCR6 e CCR5 e pela auséncia de expressao de CD62L e CCR7. Existem varias
outras subpopulacoes de células NK residentes no figado, que podem ser distinguidas das
NK em circulacio pela expressao de T-bet e Eomes. As NK com uma maior expressao de
Eomes tém um tempo de vida mais longo e parecem reconhecer antigénios bacterianos.
Podem também ser encontradas células NK CD49a+ que expressam moléculas efetoras
citotoxicas e recetores para as moléculas MHC classe I, sugerindo que estas realizam a
imunovigilancia através do reconhecimento de hepatocitos infetados por virus ou em
processos cancerigenos. A expressao do recetor NKG2D pelas células CD49* indica que
estas possuem eventualmente propriedades de memoria (69).

Também no rim se podem distinguir as células NK residentes distintas das que se
encontram em circulacio pela expressdo de CD69. No rim, as células NK representam
cerca de 25% dos linfocitos, podendo identificar-se a presenca de ambos os feno6tipos
CD56tright e CD56dim, No entanto, células NK CD56brisht parecem ser as predominantes nos

rins de individuos saudaveis (770).

1.3. O Sistema Imunoloégico e a Gravidez

Para a aceitacdo de um embrido no utero, é necessaria a adaptacao dos o6rgaos
maternos. Como tal, existem varias etapas dependentes do sistema endocrino e do sistema
imune para a implantacdo do embrido e a manutencao da gravidez. Dentro do sistema
endocrino sao de especialmente importancia a progesterona e o estrogénio para a
recetividade uterina. Por exemplo, o corpo lateo utiliza a progesterona para a promover a
diferenciacdo do endométrio para receber o embrido. Apbs a ovulacao, o endométrio
torna-se recetivo ao embriao a meio da fase litea, entre o sexto e o décimo dia ap6s o pico
da LH, e sofre mudancas significativas para se preparar para a implantacao. Este periodo é
definido como janela de implantacdo. Estas mudancas incluem também uma

transformacao celular do estroma uterino, processo este conhecido como decidualizacao.
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Curiosamente, tanto a menstruacdo como a implantacdo do embrido partilham
carateristicas do processo inflamatorio como o edema e a infiltracio de uma grande
quantidade de células inflamatorias.

A cooperacao entre os sistemas endocrino e imune permite que seja desenvolvido um
processo de tolerancia materno para que o feto nio seja rejeitado. E reconhecida a acdo da
progesterona na regulacao das funcoes do sistema imune. Mediadores como o PIFB
(progesterone-induced blocking factor), induzidos por esta hormona, levam a producao
de citocinas Th2 e da glicodelina A que protegem o embrido do sistema imune materno
(71-73).

O fluido seminal contem também niveis elevados de TGF-f e de ligandos do TLR4, que
provocam uma resposta inflamatoéria no trato reprodutivo feminino, induzindo as células
dendriticas e os macroéfagos a internalizarem antigénios paternos, que sao apresentados as
células T naive maternas. Isto provoca um aumento da ativacao das células T e uma
expansao das células Treg. As Treg em circulacao vao acumular-se no tatero em resposta a
varias citocinas secretadas pelas células epiteliais para induzirem um estado de tolerancia
aos antigénios paternos (74).

De especial importancia para a promocao da tolerancia é a indoleamina 2,3-
dioxigenase (IDO), uma enzima citoplasméatica que degrada o aminoacido essencial
triptofano e atua como uma enzima imunomoduladora que inibe a ativacao e proliferacao
das células T. Enquanto que em mulheres saudéiveis, com gestacOoes normais, a
percentagem de Tregs Foxp3+* estd significativamente correlacionada com os niveis de
expressao de IDO, em mulheres que sofrem de perda gestacional recorrente podem
observar-se niveis significativamente mais baixos de expressdo de IDO, sugerindo a sua
contribuicao para a tolerancia materna (75).

Considerando o desenvolvimento do embrido, observa-se também que durante a
transicdo para blastocisto sdo estabelecidas diferentes linhas celulares. A partir da
trofoectoderme tem origem o trofoblasto que forma o compartimento epitelial da placenta.
As células do trofoblasto podem ser diferenciadas entre as vilosidades da placenta
(trofoblasto viloso) e as células do trofoblasto extraviloso (EVT) que invadem a decidua.
As células do trofoblasto extraviloso fazem a remodelacao das artérias espiraladas uterinas
de forma a garantir o fluxo sanguineo para o feto. Nesta interface materno-fetal as células
do trofoblasto entram em contacto com as células imunes maternas (76, 77). Porém,
enquanto que as células do trofoblasto viloso nao expressam antigénios leucocitarios
humanos (HLA), as células do EVT expressam o HLA-G, HLA-C e HLA-F (78, 79). E
parecem expressar também o HLA-E mas apenas até a quinta semana de gestacao (80). A
auséncia da expressao dos antigénios HLA classe I classicos, HLA-A e HLA-B, assim como

das moléculas HLA classe II, parece evitar o reconhecimento das células fetais pelas
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células T maternas, prevenindo assim a sua rejeicao citotéxica. As tunicas moléculas
polimorficas expressas pelo EVT sao as moléculas de HLA-C (81).

Na gravidez podemos considerar diferentes estadios imunoldgicos. Inicialmente,
ocorre a implantacao que se carateriza como um estadio pro-inflamatério, semelhante aos
processos de lesOes tecidulares com consequente reparacdo. Esta inflamacdo ¢é
caraterizada pela presenca de IL-6, IL-8, IL-15, GM-CSF, CXCL1, CCL4, osteopontina e
TNFs, citocinas derivadas de células estromais endometriais e células imunes. Este
ambiente é essencial para a transferéncia de moléculas de adesdo para a superficie celular
das células epiteliais, para a expressao de novas moléculas de adesao e para a remocao de
uma camada pré-existente de mucinas que impendem a adesdo do blastocisto. Sao
também importantes nesta fase para a remodelacao do tecido e para a angiogénese as
células dendriticas CDiict. Em algumas mulheres com eventuais alteragoes no
desenvolvimento deste passo inflamatério inicial, a realizacio de biopsias uterinas
(scratching endometrial), que conduzem a inflamacao local, parecem aumentar também a
recetividade uterina (82, 83).

Apoés a implantacdo segue-se um processo de crescimento fetal com um ambiente
predominantemente anti-inflamatorio tipo Th2. Nesta fase os macrofagos com fenétipo
M2 secretam citocinas anti-inflamatorias e fagocitam células mortas do trofoblasto
impedindo a libertacdo de antigénios paternos que possam resultar numa resposta imune
contra o feto. As células NK deciduais interagem com os macr6fagos CD14* e induzem a
diferenciacao de células Treg. Estas, por sua vez, contribuem para o estabelecimento do
microambiente anti-inflamatério prevenindo respostas imunes efetoras contra os
antigénios paternos. Estdo também presentes células Th17 uterinas, reguladas pelas Treg,
que garantem a protecao contra infegoes.

Por fim, é necessaria uma mudanca para um estadio pro-inflamatério para
posteriormente se poder dar inicio ao trabalho de parto. Nesta fase mais tardia, o influxo
de células imunes para o miométrio promove a contracao do atero. A ativacao da via de
sinalizagdo do NF-kB ocorre como resultado da ativacdo do recetor Toll-like 4 (TLR4) por
ligandos como a proteina surfactante A, secretada pelos pulmdes do feto no final da

gravidez, desempenhando um papel crucial para o trabalho de parto (Figura 4) (82).
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Figura 4- Estddios imunolégicos durante a gravidez. Adaptado de Mor G. et al (82).

A desregulacdo da resposta imune na interface materno-fetal pode causar problemas
reprodutivos como perda gestacional recorrente, falhas de implantacdo, partos
prematuros, restri¢oes de crescimento fetal intrauterino e pré-eclampsia. Os leucdcitos sao
por isso constituintes importantes da decidua e do miométrio afetando o processo de
implantacado, a tolerancia materna para com o feto, a defesa contra infe¢ées e por fim a

inducao do trabalho de parto (84).

1.4. Células Imunes Presentes no Endométrio e na Decidua
Humana

H4 ainda muito por compreender e caracterizar em relacio ao ambiente imune
uterino. Porém um estudo recente de Marron e Harrity (85) abordou a contagem média de
linfocitos endometriais, apontando para valores proximos de 10 562 células/mg,
identificando as células uNK CDs6Pristt CD16+ como a maior populacao de linfocitos no
endométrio (4 875 células/mg). Dentro da populacao de células T, as T CD8+
predominam, mas podem também ser identificados varios subconjuntos de linfoécitos T
CD4*. Dentro dos linfécitos CD4*, a populacdo prevalente é a Thi, encontrando-se
também linfocitos Treg, Th2 e Th17 em concentracGes mais baixas (85). O racio de células

T CD4:CDS8 esta invertido no endométrio quando comparado com o sangue periférico
(86).

20



Células Natural Killer Endometriais: Uma Caraterizac¢io por Citometria de Fluxo

Fu e colaboradores (87) demonstram também que dentro das células NK presentes na
decidua (dNK) mais de 90% sao células NK CD56P"ight, No primeiro trimestre da gravidez,
estas células NK expressam também o marcador CD27. As células NK CD56Prisht CD27+
expressam menos recetores inibidores e mais recetores ativadores como o NKp44, o
NKp46 e o NKG2C, e secretam mais IFN-y do que as células CD27. O IFN-y produzido
por estas células parece diminuir a expansao das células Th17 que também se encontram
presentes no primeiro trimestre da gravidez. As células Th17 eventualmente contribuem
para a inflamagdo decidual e relacionam-se com perdas gestacionais. As células NK
parecem por isso prevenir a inflamacdo local e manter a tolerancia materno-fetal
suprimindo a inducao de células Th17 (87).

Na decidua, as percentagens de células T CD8+ e NK sdo superiores as observadas na
periferia, enquanto que a percentagem de células T CD4* é inferior. A expressao do recetor
PD-1 pelas células T CD8*, T CD4+* e NKT parece estar também aumentada, em
comparacdo com a sua expressao na periferia. O recetor transmembranar PD-1, que
pertence a familia B7-CD28, apo6s interagir com os seus ligandos PD-L1 e PD-L2 inibe
células T e B autoreativas e células T efetoras, para induzir tolerancia e regular a
inflamacdo local. Ora, as células imunes deciduais tém ainda uma maior expressiao do
ligando PD-1. (88).

Dentro dos leucocitos mais abundantes na decidua no primeiro trimestre da gravidez
(células NK, macréfagos e linfocitos T), parece existir uma interagdo particular entre as
células NK e os macrdéfagos que permite manter o estado de tolerdncia. As células do
trofoblasto comecam por secretar a quimiocina CXCL16, que influencia a polarizacao dos
macrofagos para o fen6tipo M2 através da inducao da expressao de IL-10. Os macrofagos
M2 polarizados pela CXCL16 diminuem a expressao dos recetores CD16, NKp30, NKp44 e
de TNF e INF-y, e aumentam a expressao dos recetores inibitérios KIR2DL1 e KIR3DL1
nas células NK. Estes macrofagos M2 diminuem ainda a produgdo de IL-15, e esta
diminuicdo reduz a capacidade citotoxica das células NK, fazendo com que seja possivel
manter a tolerancia imune na interface materno-fetal (89).

Os linfocitos Treg contribuem também para a tolerdncia materna do feto através da
producao de IL-10. Os linfocitos Treg inibem a producao de outras citocinas pelas células
T CD4* e T CD8*, inibem a atividade citotoxica das células NK e inibem também a
maturacao e funcao das DCs, resultando na supressao da inflamacao local. A falta desta

modulacao pelos linfocitos Treg pode ter consequéncias reprodutivas (90).

21



Células Natural Killer Endometriais: Uma Caraterizac¢ao por Citometria de Fluxo

1.5. Células Natural Killer Uterinas (uNK)

Vérios estudos demonstram que a populacgao linfocitaria prevalente no endométrio sao
as células ulNK, distinguidas das células NK periféricas (pNK) pelo seu fendtipo
carateristico CD56bright (85, 86, 91). H4 um aumento progressivo das células uNK no
endométrio durante o ciclo menstrual, com um aumento mais acentuado durante o meio
da fase latea, atingindo o pico maximo na fase inicial da gestacdo. Nesta fase as células
uNK localizam-se na proximidade das células do trofoblasto (92, 93). As células uNK sao
especialmente relevantes para o desenvolvimento e manutencao da gestacao, expressando
uma variedade de recetores que podem responder a moléculas expressas pelas células do
trofoblasto, nomeadamente moléculas MHC.

A origem destas células é ainda motivo de debate, podendo ser consideradas trés
possibilidades (44, 94):

- O recrutamento de células NK que circulam no sangue periférico para o ttero, onde
sofrem maturacao;

- O recrutamento de células NK maturas que circulam no sangue periférico para o
atero;

- A diferenciacao de células hematopoiéticas CD34* presentes na mucosa uterina.

No endométrio a presenca da IL-15, cujos niveis sdo regulados pelas hormonais
esterdides, parece desempenhar um papel importante no recrutamento e proliferacao das
uNK (95, 96). A IL-24, produzia pelas células estromais deciduais, também parece
influenciar a diferenciacdo das células NK CD56dm em células NK CD56Mright e a sua
funcdo. A administracdo de IL-24 exdgena em cultura celular de células NK deciduais
promove a expressao de TGF-f3 e inibe varias moléculas responsaveis pela citotoxicidade,
como o CD16, a granzima B, a perforina e o IFN-y, mantendo o fenétipo CD56Pright CD16-
para o estabelecimento e manutencdo de uma gestacao normal (97). As células uNK
proliferam também em resposta a gonadotrofina cori6nica humana (hCG), apesar de nao
possuirem recetor para a esta hormona nem o recetor para a hormona luteinizante (LH)
(98). Estas células NK CD56+* CD3" aparentam encontrar-se num estado de ativacao
superior, uma vez que exibem uma maior expressao do marcador CD69 (99).

Ao contrario das pNK, as células uNK CD56brigth tém uma menor capacidade citotoxica
e produzem essencialmente citocinas e fatores de crescimento como o TNF-q, a IL-10, o
GM-CSF, a IL-1p, o TGF-B1 e o INF-y (100). De facto, uma das funcées das células uNK
parece ser a remodelacao das artérias espiraladas uterinas, que nesta fase adquirem a
expressao de varios recetores para fatores de crescimento angiogénicos, nomeadamente os
recetores para a angiopoietina (Ang)-1, a Ang-2, o IFN-y, o TGF-f31, o fator de crescimento

endotelial vascular (VEGF)-A e o VEGF-C (101). As uNK em conjunto com os macrofagos
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infiltram os vasos sanguineos em remodelacao e produzem as metaloproteinases de matriz
(MMPs) 7 e 9. Estas MMPs por sua vez degradam a matriz extracelular vascular (102).

A interacdo entre as células uNK e as DCs deciduais também é revelante para a
manutencdo da gravidez. As uNK parecem regular a ativacdo das DCs presentes na
decidua através do aumento da expressdao de IL-10. Por sua vez, as DCs induzem a
proliferagao e sobrevivéncia das uNK através da IL-15 (103).

A analise dos NCRs (NKp44, NKp46 e NKp30) nas células NK presentes na decidua
humana, permitiu identificar nas células NK CD56Pristh uma menor expressao do recetor
NKp30, quando em comparacao com as células NK CD56bristh que circulam na periferia.
Ainda dentro dos NCRs, a expressao do NKp44 nas células NK deciduais (dNK) parece
estar ausente. O mesmo estudo referiu ainda que a expressao dos recetores NKG2D, 2B4 e
CD94/NKG2A é idéntica para ambas as populagdes de células NK, periféricas e deciduais.
E realcada a funcio do recetor 2B4 nas células dNK como inibidor da citotoxicidade e da
producao de citocinas (104).

Ainda dentro dos NCRs, Fukui e colaboradores, apontam o recetor NKp46 como o
recetor mais expresso pelas uNK, seguido do recetor NKp30 e por fim apenas uma
pequena percentagem de células uNK expressam o recetor NKp44 (105).

De acordo com o ja descrito acima, El Costa e colaboradores (106), demonstraram que
a populagao de células dNK expressa niveis elevados de NKp46, NKG2D, 2B4 e CD2 e
niveis baixos de NKp3o, NKpgq e NKG2C. Todas as células que expressaram os
marcadores NKp46 ou NKp3o foram positivas também para o marcador NKG2A. A
expressao do CD69 e do NKp44 releva que as células dNK ja sofreram ativaciao. A
polarizacao da perforina e exocitose de granulos é induzida pela ligacao do recetor NKp46,
que em combinacao com o CD2 parece aumentar a atividade citotoxica das células dNK.
Ja o recetor NKp3o0 induz a secre¢ao das citocinas pro-inflamatorias IFN-y, TFN-a, MIP1-
a, MIP1- e GM-CSF.

Outro estudo utilizou amostras de sangue periférico e de sangue menstrual e
demonstrou que a expressao dos recetores das uNK nao difere ao longo dos ciclos
menstruais. No entanto em comparacao com as pNK, e percentagem de células uNK que
expressam os recetores NKG2A, LILIRB1, KIR2DL2/L3/L4 e KIR2DL1 ¢
significativamente mais elevada nas células pNK (107).

Desta vez, fazendo o paralelismo entre células NK recolhidas do endométrio (uNK) e
células NK recolhidas na decidua (dNK), demonstrou-se que todas as células uNK e dNK
expressam os recetores ativadores NKG2D e NKp46. Em contraste, nao foi identificada a
expressao do NKpg44 nem no endométrio nem na decidua. J4 o marcador de ativagio
CD69 é menos expresso nas uNK do que nas dNK. A frequéncia de células NK positivas

tanto para os marcadores KIR2DL1/S1 (especificos para o HLA-C2) como para os
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KIR2DL2/L3/S2 (KIR2DL2 e KIR2DL3 reconhecem o HLLA-C1) é mais elevada na decidua
do que no sangue periférico (108).

Nas mulheres com um elevado indice de massa corporal (IMC) ha uma reducao da
proporcao de células uNK, que parece resultar do aumento da apoptose, sugerindo uma
reducdo da remodelacdo das artérias uterinas no inicio da gestacdo, com todas as

potenciais implicacoes que isso tera do ponto de vista gestacional (109).

1.6. Células NK uterinas (uNK) e Perda Gestacional
Recorrente Idiopatica

A perda gestacional recorrente (PGR) é definida pela European Society of Human
Reproduction and Embryology (ESHRE) como duas ou mais perdas gestacionais
consecutivas antes do feto atingir viabilidade até as 24 semanas de gestacao (110). Este é
um problema que afeta cerca de 1% dos casais, em que a idade materna é um dos fatores
de risco, existindo um aumento do risco de perda fetal a partir dos 35 anos de idade. O
histérico das mulheres é também importante, uma vez que mulheres gravidas pela
primeira vez ou com histéria de nados-vivos tém risco mais baixo de abortar do que
mulheres que tenham sofrido anteriormente um aborto (111). As causas de PGR podem
ser de diferentes etiologias, das quais fazem parte os fatores genéticos, os fatores
anatoémicos, os fatores endocrinos, as infe¢oes, os fatores imunologicos, as trombofilias e
os fatores ambientais. No entanto, cerca de 50% destes casos sdo de etologia nao
identificavel (112).

Um estudo recente de Marron e colaboradores (86) sugere que as células NK
encontradas no endométrio podem ser divididas em trés populacoes, de acordo com o
fenotipo que as carateriza: células uNK (CD16- CDs56bright) | células pNK (CD3- CD16*
CD56dm) e células NKT (CD3+* CD16- CDs56dm). A percentagem destas populagoes
apresenta diferencas entre os grupos com problemas reprodutivos, tais como falhas
recorrentes de implantacdo (RIF do inglés repeated implantation failure) e PGR.

As células com fenétipo pNK estao presentes em maior quantidade em mulheres com
problemas reprodutivos, com uma elevada expressao do marcador de ativacao CD69. Em
particular na PGR ha um aumento da percentagem de células pNK, células T CD4* e de
células B. Nos casos de RIF, foi descrito um aumento percentual das células uNK, NKT e T
CD8+. Comum a ambos os grupos ¢ a diminuicao da percentagem de células Treg (86).

Os mesmos autores, desta vez utilizando como medida a concentracdo de células por
miligrama, observaram ainda que pacientes que sofrem de PGR tém uma maior
concentracdo uterina dos linfécitos T CD4* e T CD8*+ quando comparado com o grupo

controlo (85).
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Alguns estudos imunohistoquimicos demonstram um aumento da presenca de células
CD16* no endométrio de mulheres que sofrem de perda gestacional recorrente idiopatica
(PGRi ou iRPL, do inglés idiopathic recurrent pregnancy loss) (113, 114).

Dentro dos NCRs, enquanto um estudo imunohistoquimico demonstrou um aumento
do racio de células CD56*/NKp46+* (114), um estudo que recorreu a citometria de fluxo
demonstrou que este racio estd diminuido nos casos de PGR em comparagdo com os
controlos. Dentro dos restantes NCRs, NKp44 e NKp30, ndo foram encontradas
diferencas. A avaliacdo do sangue periférico de mulheres gravidas com e sem historico de
PGR, demonstrou uma percentagem inferior de células CD56P"ight/NKp46* nas mulheres
com historico de PGR na 122 e na 202 semana de gestacao (105).

Nas mulheres que sofrem de perda gestacional espontanea, a expressao do recetor
NKp44 esta aumentado nas células dNK CD56Pisht CD16. Sendo que no caso das dNK
CD56dm CD16* ha um aumento dos recetores NKp46 e NKp44 quando comparado com os
controlos saudéveis. A presenca do marcador NKp44 nas células dNK CD56Pright CD16"e do
marcador NKp46 nas células ANK CD564m CD16+ relaciona-se com a capacidade citotoxica
das células dNK (115).

As PGRi também se t&m associado contagens superiores de células NK CD56+ junto
aos vasos sanguineos, onde formam agregados. O espessamento das artérias espiraladas é
também menor nos casos de PGRi do que em controlos (116). Em concordancia esta
também um outro estudo de caso controlo, que demonstra que o nimero de células CD56*
é superior em mulheres com perdas recorrentes em relacao a mulheres saudéveis (117).

O trofoblasto extraviloso (EVT) interage indiretamente com as células endoteliais das
artérias espiraladas para facilitar o recrutamento de células imunes deciduais para as
paredes das artérias espiraladas nos estadios iniciais de remodelacao. Quimiocinas como
CCL14 e CXCL6 estao sobrereguladas em resposta aos fatores secretados pelo EVT e tém
capacidade para induzir a migracao de células NK e macrofagos deciduais. As células uNK
parecem expressar os recetores para estas quimiocinas (CXCR1, CXCR2, CCR1 e CCR5)
em quantidades superiores do que as pNK em resposta ao microambiente decidual.

Em casos de perdas gestacionais espontaneas, os niveis de IL-6 e CXCL8 encontram-se
reduzidos no EVT e existe uma menor expressao dos seus recetores pelas células
endoteliais, que pode desregular a producdao de quimiocinas pelas células endoteliais e
reduzir o recrutamento de leucocitos (118).

Existe ainda um grupo de células NK caraterizadas pela producao de IL-22, as NK22.
Nos casos de PGRi parece existir um aumento da porcao destas células tanto no
endométrio como no sangue periférico (119).

A memoria imunologica na resposta inata tem vindo a ser proposta. Recentemente,

Gamliel e colaboradores avaliaram a capacidade das células dNK adquirirem meméria. O
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estudo de um conjunto de recetores em mulheres multiparas e mulheres gravidas pela
primeira vez, demonstrou que nas mulheres multiparas ha um aumento da expressao dos
recetores NKG2C e LILRB1. Estas células foram por isso chamadas de células dNK de
memoria, com capacidade para secretarem mais IFN-y e VEFGa apoés a interacdo do
NKG2C com o seu ligando HLA-E e do recetor LILRB1 com o seu ligando HLA-G. Estas
células parecem estar também envolvidas no processo de vascularizacdo essencial para a
placentacao (120).

A influéncia das células uNK na fertilidade é ainda um t6pico em estudo, que podera
ter aplicagio no acompanhamento terapéutico de casais que sofrem de problemas
reprodutivos como PGR, pré-eclampsia e outras formas de infertilidade. Alguns
tratamentos utilizados tém como objetivo a supressdo das células NK, no entanto a
ativacao destas células, em niveis moderados, parece ser essencial para o progredir da
gestacdo. Ou seja, uma vez que o grau de ativacdo NK parece ser um elemento relevante
neste contexto, a maioria das terapéuticas sao aplicadas de acordo com os resultados da
avaliacdo NK em sangue periférico (avaliagdo quantitativa e funcional). No entanto, como
sabemos, as células NK provenientes da periferia diferem fenotipicamente e
funcionalmente das células uNK, o que pode limitar a aplicabilidade dos testes em sangue
periférico, que podem nao traduzir de forma adequada o ambiente uterino (94, 121).

Dentro dos possiveis tratamentos a utilizar para a PGR, existe a emulsao Intralipid,
que contem Oleo de soja, glicerina e fosfolipidos, sendo normalmente utilizada para a
nutricdo parentérica. Apesar do mecanismo pelo qual a Intralipid atua nao ser ainda
totalmente conhecido, esta parece inibir mediadores anti-inflamatérios e reduzir a
citotoxicidade e o nimero de células NK (122, 123). Um outro tratamento utilizado é a
administracao de imunoglobulina intravenosa, que protege o embrido do SI materno. Este
tratamento diminui a percentagem de células Th1 e as suas moléculas associadas IFN-y e
TNF-a e aumenta a percentagem de células Th2 e em especial a producao de IL-10 (124).

Dentro dos métodos utilizados para o estudo das células uNK destaca-se a
imunohistoquimica e a citometia de fluxo. A citometria de fluxo apresenta vantagens como
a possibilidade da dete¢ao de varios marcadores de superficie numa tnica célula de forma
rapida e reprodutivel. Através da citometria de fluxo é ainda possivel realizar ensaios de

citotoxicidade e determinar as contagens de células uNK (125, 126).
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Capitulo 2- Objetivos

As populagoes linfocitarias parecem adquirir carateristicas tnicas no aparelho
reprodutivo feminino, de modo a garantir a manutencao da gravidez. De facto, a
populacdo que parece ser a mais prevalente, tanto no endométrio durante a fase latea
como na decidua na fase inicial da gestacao, é a populacao de células NK. Estas células
aparentam ser fenotipicamente diferentes das células NK que circulam na periferia,
estando implicadas em varias complicag¢oes reprodutivas como as PGRi. Tendo em conta a
necessidade de uma caraterizacao mais detalhada dos linfécitos presentes no endométrio,
este projeto apresenta os objetivos abaixo descritos.

- O objetivo primario compreende a validacdo de uma estratégia detalhada de
caraterizacdo da populacio de células NK e T em biopsias endometriais uterinas, usando a
analise multiparamétrica de imunofenotipagem por citometria de fluxo.

- Como objetivos secundarios estabelecem-se os seguintes:

- a possibilidade de implementar, na clinica, esta estratégia de
caracterizacdo em mulheres com critérios de perda gestacional recorrente de causa
idiopatica, de modo a permitir identificar alteracées no padrao fenotipico das suas
células uterinas NK e T em relacao a mulheres saudaveis;

- a possibilidade de identificar eventuais marcadores de risco, ou alteracoes
que se correlacionem com as diferentes caracteristicas demogréaficas e obstétricas

destas mulheres.
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Capitulo 3- Materiais e Métodos

3.1. Populacao do estudo e aspetos éticos

Para este estudo foram recrutadas mulheres durante o ano de 2020 no Centro da
Mulher- Ginecologia e Obstetricia no Hospital CUF Descobertas. As mulheres recrutadas
foram divididas em dois grupos de estudo: um grupo controlo e um grupo com perdas
gestacionais recorrentes idiopaticas.

Todas as participantes aceitaram de forma livre, ndo renumerada e voluntaria a
participacao neste estudo e assinaram consentimentos informados, depois de esclarecidas
sobre a finalidade do projeto, os seus métodos e potenciais incomodos que lhe possam
estar associados. As participantes foram ainda informadas de que em qualquer altura
podem revogar o consentimento sem represalias.

A confidencialidade dos dados foi assegurada através do uso restrito a informacao,
nao existindo identificadores pessoais, utilizando-se em alternativa a atribuicdo de um
codigo/nimero a cada participante.

O estudo foi aprovado pela comissao de ética Faculdade de Ciéncias Médicas| Nova
Medical School da Universidade Nova de Lisboa (NMS|FCM-UNL) (Processo n°
130/2019/CEFCM) e também pela comissao de ética do Hospital CUF Descobertas (CE-
020/19-JMS/is).

3.2. Desenho do estudo

Este € um estudo observacional prospetivo, que consiste na recolha de uma s6
biopsia endometrial a cada participante com critérios de elegibilidade. Todas as mulheres
comecaram a testar a urina a partir do 9° dia do ciclo menstrual para identificar o pico de
LH (ovulacao), que é utilizado para precisar o tempo para recolha das bidpsias entre os
dias 7 e 10 apos o pico de LH. O tecido foi recolhido através da realizacao de uma biopsia
aspirativa com o sistema Pipelle®. A Pipelle® permite de forma simples a recolha de
amostras endometriais em quantidade e qualidade suficientes com poucas complicacées,
nao sendo necessaria a utilizacdo de anestesia local, uma vez que se trata de um
procedimento relativamente indolor para a paciente. Outra vantagem deste método é o
facto de ser descartavel e nao haver necessidade de internamento. Uma das carateristicas
da Pipelle® é a numeracao externa que € utilizada para a realizacao da histerometria. Este
sistema permite a recolha da amostra através de um sistema de vacuo, mais

especificamente, o pistao interno apds ser tracionado promove o vacuo no interior da
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canula permitindo a aspiracao do endométrio por um orificio na extremidade distal da
canula. Este procedimento € realizado com a paciente em posicao ginecoldgica utilizando
um espéculo e tem uma com duraciio de cerca de 30 segundos. E entdo recolhido um
fragmento do endométrio com 1 centimetro, em duplicado, em aliquotas com 1 mL de soro

fisiologico.

Preparacao das amostras

As bibdpsias recolhidas foram mecanicamente desagregadas com o sistema BD™
Medimachine II com camaras Medicon (50 um) (Referéncia 340592) e filtros Filcon (50
um) (Referéncia 340603). A suspensdo de células obtida sdo adicionados os anticorpos
monoclonais para o painel da populacdo dos linfocitos NK e T. Foram ainda obtidos os
valores percentuais e as contagens absolutas dos linfocitos utilizando uma estratégia com
tubos BD Trucount™ (Referéncia 340334).

As amostras foram adquiridas pelo citometro BD FACS Canto II (BD Biosciences,
San Jose, CA, EUA), de 8 cores, e a analise de resultados foi realizada com recurso ao
software Infinicyt™ versao 2 (Cytognos, Salamanca, Spain) e ao software FlowJo™ versao

10 (Ashland, OR: Becton, Dickinson and Company).

Para todas as participantes foram considerados os seguintes dados:
- Idade média em anos;

- Indice de massa corporal (IMC) Kg/m?;

- Numero de partos de termo;

- Ntimero de partos pré-termo;

- Nimero de abortos e gravidezes ectdpicas;

- Ntmero de filhos vivos;

- Ntimero de gestacoes;

- Ntimero de partos;

- Numero de perdas embrionéarias (<102 semana);

- Nimero de perdas fetais (11-24 semanas).

As participantes foram divididas em dois grupos de acordo com os seguintes
critérios:

- Grupo controlo: mulheres saudéveis assintoméaticas com pelo menos uma
gravidez bem-sucedida;

- Grupo estudo (PGRi): mulheres com perda consecutiva de duas ou mais gestagoes

antes das 24 semanas de gestacao e cuja investigacao dos fatores etiol6gicos convencionais
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para a PGR (fatores anatdémicos e cromossoémicos parentais, disfungoes da tirdide e
trombofilias adquiridas e herdadas) foi negativa.

Foram consideradas apenas as perdas gestacionais que foram confirmadas através
de ecografia e/ou histologia.

Para o grupo controlo foram recrutadas as mulheres que reuniam os critérios de
elegibilidade e que optaram pela introducdo do dispositivo intrauterino (DIU) como
método contracetivo. Para a colocacao deste dispositivo é necessaria a histerometria que
consiste na medi¢do do comprimento do ttero com um histerometro. Neste caso, a
Pipelle® ¢ utilizada neste procedimento apresentando uma numeracao externa que é
utilizada para a histerometria, permitindo a realizacdo da bidpsia uterina depois da
avaliacdo da histerometria e antes da introdu¢ao do DIU.

A inclusao das participantes em cada grupo foi feita de acordo com os seguintes
critérios de inclusao e exclusao:

- Critérios de inclusao:

e Mulheres com idade compreendida entre os 18 e 0s 40 anos;
e Com ciclo menstrual regular (25-35 dias);

e Com ecografia pélvica normal.

- Critérios de exclusao:
e A utilizacao de antibioticos, terapéutica hormonal com estrogénios ou
progesterona, tratamento com esterdides ou a presenca de um

dispositivo intrauterino 2 meses antes da recolha da amostra;

Ter comorbidades associadas, como asma, diabetes, hipertensao arterial

ou doenga autoimune;

Ser fumadora nos 6 meses antecedentes a biopsia endometrial;

Presenca de hidrossalpinge, alteracoes estruturais uterinas e alteracoes

cromossomicas;

Ultima gravidez nos tiltimos 3 meses.

3.3. Citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica que analisa células ou particulas, desde que
estejam suspensas numa solucdo. Para a sua avaliacao, o feixe de particulas em suspensao
tera de atravessar um ou varios lasers.

Os citometros de fluxo sdo equipamentos compostos por trés sistemas: de fluidos,
optico e eletronico. Do sistema de fluidos faz parte um fluido de revestimento,

normalmente uma solucao tampao, que é pressurizado para que a amostra intercete o
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sistema de lasers com as particulas organizadas num feixe, uma a uma. O sistema otico
contém os lasers de excitacdo, os tubos fotomultiplicadores e fotodiodos que geram e
recolhem os sinais de luz visivel e fluorescente. Cada particula é analisada pela dispersao
da luz visivel e por um ou mais parametros de fluorescéncia.

A passagem de cada particula, a luz visivel é dispersada em duas direcdes, em
frente (foward scatter, FSC) ou lateralmente a 90° (side scatter, SSC). O FCS permite
determinar o tamanho relativo das células enquanto o SSC indica a complexidade interna
das células. Para além da luz dispersada, as células podem emitir luz fluorescente com um
determinado comprimento de onda.

Por fim, o sistema eletrénico converte os sinais dos detetores em sinais digitais que
podem ser lidos por softwares especificos nos computadores associados aos citdmetros de
fluxo.

Na area da imunologia esta técnica permite caraterizar conjuntos de populacoes
celulares em suspensao, como amostras de sangue periférico, de sangue de medula 6ssea
ou de tecidos que possam ser desagregados através de processos mecanicos ou de digestao
enzimatica. Na imunofenotipagem, as células sao marcadas com anticorpos conjugados
com fluorocromos que se ligam aos antigénios na superficie celular. A fluorescéncia de
uma célula é lida como a quantidade de proteina/ antigénio (na superficie celular, no
citoplasma ou no nucleo) a que o anticorpo se liga.

Os Human Leukocyte Differentiation Workshops permitiram definir uma
nomenclatura comum para os anticorpos monoclonais utilizando a classificacdo de cluster
de diferenciacdo (CD) seguido de um ntimero. A maioria das células imunes podem ser
divididas em diferentes populacoes de acordo com a sua especificidade para cada
marcador CD. Como é o caso do CD3 que é utilizado para identificar a populacao
linfocitaria T, o CD19 para identificar os linfocitos B e o CD56 para identificar as células
NK.

De facto, uma das vantagens da imunofenotipagem é a analise simultinea de varias
populagdes em miultiplos parametros. A citometria de fluxo apresenta ainda a vantagem
da aquisicio de uma grande quantidade de eventos num intervalo de tempo curto
possibilitando a caraterizacao individual de um grande niimero de células e de um grande
nimero de parametros em cada célula (127, 128).

Para este projeto utilizou-se um citometro de fluxo BD FACS Canto II (BD
Biosciences, San Jose, CA, EUA) de 8 cores.

Para a imunofenotipagem dos linfécitos NK e T foram utilizados os anticorpos
monoclonais CD3, CD45, CD8, CD56, CD57, CD16, NKp44, NKp30, NKp46, 2B4, PD-1 e
NKG2D conjugados com os fluorocromos Ficoeritrina (PE), PE Cianina 7 (PECy7y)

Isotiocianato de fluoresceina (FITC), Proteinas do complexo Peridina-Clorofila (PerCP),
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Aloficocianina (APC), APC fire, Pacific Blue (PacBlue) e Brilliant Violet 510 (BV510) de

acordo com a Tabela 1.

Tabela 1- Anticorpos monoclonais usados para a caraterizacao de células NK e T.

Anticorpo
monoclonal
CD16
CD56
CDs7
CD3
CD45
CD8
NKp44
NKp46
NKp3o
NKG2D
2B4

PD-1

Clone

3G8
5.1H11
HNK-1
SK7
2D1
SK1

Ci1-7

A17188B

Fluorescéncia

BVs510

APC

PacBlue
FITC
PerCP
PECy7
PE

APC fire
APC fire
APC fire
PE

PE

Referéncia

302048
362504
359608
345764
345809
345809
325108
331934
325226
320834
329508
621608

Fabricante

Biolegend
Biolegend
Biolegend
BD Biosciences
BD Biosciences
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend

O painel de caracterizacao de células NK e T foi organizado em quatro tubos de

acordo com a seguinte tabela:

Tabela 2- Painel de anticorpos monoclonais para imunofenotipagem das células NK e T.

Anticorpo monoclonal

Fluorescéncia

Anticorpo monoclonal

Fluorescéncia

Anticorpo monoclonal

Fluorescéncia

Anticorpo monoclonal

Fluorescéncia

CD3
FITC

CD3
FITC

CD3
FITC

CD3
FITC

NKp44
PE

2B4
PE

PD-1

PE

Tubo 1
CD45 CD8
PerCP PECy7

Tubo 2
CD45 CD8
PerCP PECy7

Tubo 3
CD45 CD8
PerCP PECy7

Tubo 4
CD45 CD8
PerCP PECy7
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CD56
APC

CD56
APC

CD56
APC

CD56
APC

NKp3o0
APC fire

NKp46
APC fire

NKG2D
APC fire

CD57 CD16
PacBlue BV510
CD57 CD16
PacBlue BV510
CDs7 CD16
PacBlue BVs10
CD57 CD16
PacBlue BVs10
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3.4. Protocolos Experimentais

3.4.1. Titulacao dos Anticorpos Monoclonais e Compensacoes

Para otimizar o volume a utilizar de cada anticorpo monoclonal no painel de
caracterizacao de células NK e T foram feitas varias titulagoes com diferentes volumes de
cada anticorpo em amostras de sangue periférico. Para isso, foram identificados tubos de
citometria para cada diluicao, com os respetivos volumes de cada anticorpo monoclonal.
Foram seguidos os seguintes passos:

1. Em cada tubo colocou-se o respetivo volume de anticorpo monoclonal;

2. Adicionaram-se 100 uL de sangue periférico a cada tubo;

3. Apo6s uma homogeneizacdo em vortéx, procedeu-se a incubacdo no escuro

durante 15 minutos, a temperatura ambiente;

4. Apods a incubacdo adicionaram-se 2mL de BD FACS™ Lysing (BD Biosciences)
em cada tubo e procedeu-se a nova homogeneizacdo no vortéx, seguida de
incubacao no escuro durante 10 minutos a temperatura ambiente;

5. As suspensoes foram entao centrifugadas durante 5 minutos a 1200 rpm;

6. Rejeitou-se o sobrenadante e adicionaram-se 2mL de BD FACSFlow™ (BD
Biosciences);

7. Apo6s homogeneizacao em vortéx, fez-se nova centrifugacdo durante 5 minutos
a 1200 rpm;

8. Por fim, rejeitou-se o sobrenadante, adicionaram-se 0,3 mL de BD CellFIX™
(BD Biosciences) e fez-se uma homogeneizacao em vortéx;

9. As amostras foram entdo adquiridas no citdbmetro BD FACS Canto II utilizando
o software BD FACS Diva.

A titulagdo dos anticorpos monoclonais feita previamente, permitiu selecionar os
volumes descritos na Tabela 3, comparando os valores percentuais e a Intensidade Média
de Fluorescéncia (MFI), com o software Infinicyt™ versao 2.0 (Cytognos, Salamanca,
Spain) das populacoes de interesse, para cada volume de anticorpo testado.

Para evitar a sobreposicao das fluorescéncias, sobretudo dos fluorocromos tandem,
foram ainda efetuadas compensacoes no citometro para todos os anticorpos monoclonais,
incluindo compensacdes especificas para os anticorpos NKG2D APC fire, NKp46 APC fire,
NKp30 APC fire e CD57 PacBlue, utilizando a respetiva titulacao selecionada.

3.4.2. Processamento das amostras

O seguinte protocolo foi utilizado para o processamento das amostras.
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O protocolo inicia-se com a lavagem do Medicon e a desagregacdao do tecido

uterino seguindo os seguintes passos:

1.

7.
8.

0.

Pré-lavar o Medicon (50 um) (Referéncia 340592) duas vezes com 1 mL de BD
FACSFlow™ (Referéncia 342003);

Colocar o fragmento de tecido no Medicon e adicionar o volume (1 mL) do soro
fisiol6gico no qual a amostra foi colocada inicialmente. Colocar o Medicon na
unidade BD™ Medimachine;

Desagregar o tecido durante 60 segundos;

Remover a suspensao celular do Medicon com o auxilio de uma seringa de 10mL;
Filtrar a suspensao através do filtro Filcon (50u) (Referéncia 340603) para um
tubo de 15mL graduado;

Lavar o Medicon com 1 mL de BD FACSFlow™ (Referéncia 342003) e filtrar a
suspensdao com o auxilio de uma seringa para o mesmo tubo com o filtro Filcon
utilizado no passo anterior;

Repetir o passo 6 trés vezes (volume final: + 4mL);

Centrifugar a suspensao durante 5 minutos a 1200 rpm;

Remover o sobrenadante com pipeta Pasteur;

10. Ressuspender o pellet em 1000 pL de BD FACSFlow™ (Referéncia 342003).

3.4.3. Obtencao de Contagens Absolutas de Linfécitos Endometriais

Para determinar as contagens absolutas de células por pL por centimetro de biopsia

colhida em Pipelle (em 1 mL de tampao), utilizou-se uma estratégia de plataforma tnica

com tubos BD Trucount™ (BD Biosciences), seguindo-se o seguinte protocolo:

1.

2.

Adicionar 5 pL do anticorpo monoclonal CD45 PerCP no tubo BD Trucount™;
Adicionar 50 uL (quando possivel adicionar 100 uL) da suspensao celular ao tubo
BD Trucount™ por pipetagem reversa. Homogeneizar no vortéx;

Incubar no escuro durante 20 minutos a temperatura ambiente no escuro;

4. Adicionar 450uL. de BD FACS™ Lysing (Referéncia 349202) e homogeneizar no

vortéx;

Incubar no escuro durante 15 minutos a temperatura ambiente;

Adquirir a amostra, adquirindo sempre que possivel o minimo de 2500 eventos na
regido dos linfocitos, no citbmetro BD FACS Canto II utilizando o software BD
FACS Diva.
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3.4.3. Imunofenotipagem das células NK e T endometriais

Para o painel de caracterizagao de células NK e T foram identificados quatro tubos

de citometria e a cada tubo foram adicionados os anticorpos monoclonais de acordo com o

esquema da Tabela 2 e os volumes da Tabela 3.

Tabela 3- Volume de monoclonais anticorpos usados no painel de células NK e T.

Anticorpo monoclonal e Volume

fluorocromo conjugado (uL)
CD3 FITC 2,5
CD45 PerCP 5
CD8 PECy7 2
CD56 APC 1
CD57 PacBlue 2,5
CD16 BV510 1
NKp44 PE 2,5
NKp30 APC fire 5
2B4 PE 1
NKp46 APC fire 1
PD-1 PE 2,5
NKG2D APC fire 2,5

Apos a adicao dos anticorpos aos quatro tubos de citometria foi seguido o seguinte

protocolo:

11.

12.

13.

14.
15.

16.

Homogeneizar e incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente no escuro.
Lisar (quando necessario);

12.1. Adicionar 2 mL de BD FACS™ Lysing (Referéncia 349202) e homogeneizar;
12.2.Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente no escuro;
12.3.Centrifugar durante 5 minutos a 1200 rpm;

12.4.Remover o sobrenadante por inversao;

Adicionar 2 mL de BD FACSFlow™ (Referéncia 342003), homogeneizar e
centrifugar durante 5 minutos a 1200 rpm;

Remover o sobrenadante por inversao;

Ressuspender o pellet em 300uL de BD CellFIX™ (Referéncia 340181);

Analisar a amostra, adquirindo o volume total da amostra, no citbmetro BD FACS
Canto II utilizando o software BD FACS Diva.
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3.5. Estratégia de analise

A anilise das amostras foi dividida por dois softwares: para determinar as
contagens absolutas (células/ pL) por centimetro de bidpsia com tubos Trucount™ foi
utilizado o software Infinicyt™ (Cytognos, Salamanca, Spain) e para a analise fenotipica
dos quatro tubos do painel de células NK e T foi utilizado o software FlowJo™ (Ashland,
OR: Becton, Dickinson and Company).

No software Infinicyt™, a regiao de linfocitos foi identificada no dot plot com os
parametros CD45 vs SSC-A (Figura 5A). Os dobletes nesta regido foram depois eliminados
com um novo gate no dot plot de FSC-H vs FSC-A. Para o calculo das contagens absolutas
foi ainda necessario identificar as esferas dos tubos Trucount™ nas respetivas gates nos
dot plots com os parametros FITC-A vs PE-A e FSC-H vs FSC-A (Figura 5B e 5C).

A B

g

1E5
1
*

1E4

1E3
I

182
L

CD45 PerCP:PerCP-Cy5-5-A

A

Figura 5- Estratégia de andlise para determinacio de contagens absolutas.
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Para a identificacao das células NK e T no software FlowJo™, em primeiro lugar
foi selecionada a regiao de linfocitos novamente em dot plot de CD45 vs SSC-A, seguindo-
se a avaliacdo em SSC-A vs FSC-A (Figura 6A e 6B). Os dobletes foram depois removidos

utilizando os parametros FSC-H vs FSC-A num novo gate (Figura 6C).
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Figura 6- Estratégia de analise para identificacdo de linfécitos e dobletes.
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Considerando ja s6 a populacao de linfocitos, num dot plot de CD3 vs CD56, foram
depois identificadas as células T através da expressao de CD3 (eventos CD3*), e de seguida
dividiram-se em células T CD8+* e T CD8- (maioritariamente T CD4*) (Figura 7A e 7C). As
células NK (CD3- CD56+) foram identificadas ainda no dot plot de CD3 vs CD56, como
sendo os eventos CD56* CD3-. Dentro das células NK foi ainda identificada a subpopulacao
com o fenétipo CD56+Pright. com fraca expressao do recetor CD16 e a forte expressao do
recetor CD56, entre 104 e 105 (Figura 7B). Dentro da populacao de linfécitos T CD8* foram
identificadas em cada tubo as respetivas percentagens de expressao dos marcadores 2B4,
NKG2D e PD-1 (Figura 8). Dentro das populacoes de células NK foram identificadas em
cada tubo as respetivas percentagens de expressdo dos marcadores NKp44, NKp3o,
NKp46, 2B4, NKG2D e PD-1 (Figura 9).
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3.6. Analise Estatistica

Neste estudo a analise estatistica foi realizada pelo software GraphPad
Prism versao 9 (San Diego, California). Para as variaveis categoricas os resultados foram
expressos por frequéncias absolutas e frequéncias relativas, enquanto para as variaveis
continuas os resultados foram apresentados como média e desvio padrao.

Para os testes estatisticos utilizados foi considerado o intervalo de confianca de
95%, definindo assim diferencas estatisticas significativas quando o p-value é inferior a
0,05. Foram realizados testes de normalidade com o teste D'Agostino-Pearson omnibus
sempre que necessario.

Para testar a correlacao entre os varios parametros avaliados foi utilizado o teste
nao paramétrico de Spearman.

As comparacoes efetuadas em relagio a alguns subgrupos analisados utilizaram o
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney U para calculo de diferencgas.

Para a avaliacdo da reprodutibilidade das analises por citometria de fluxo foi
considerado que o coeficiente de variacdo (CV) obtido para os valores das diferentes
populacbes e contagens entre os replicados de cada amostra. Nesta avaliacdo foi
considerado um valor de CV aceitavel quando inferior a 15% (129).

Na abordagem final de eventuais valores de referéncia das populacgoes linfocitéarias
em mulheres com PGRi, apesar do nimero total de amostras ser baixo, foram usados os

valores dos percentis 2,5 e 97,5 para cada populacao.
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Capitulo 4- Resultados e Discussao

4.1. Caraterizacao demografica e obstétrica da populacao do
estudo

Neste estudo foram incluidas 11 participantes de acordo com os critérios de
inclusao e exclusao ja referidos: 10 mulheres com histéria de PGRi e 1 controlo saudavel. A
restricao dos critérios de inclusao e exclusao, bem como a opc¢ao da colocacao do DIU, nao
permitiram o recrutamento de um maior nimero de participantes para incluir no grupo
controlo até a conclusao deste estudo piloto.

Para todas as participantes foram recolhidos os dados referentes as suas
carateristicas demograficas e obstétricas, nomeadamente idade, indice de massa corporal
(IMC), nimero de partos de termo, nimero de partos pré-termo, nimero de abortos e
gravidezes ectOpicas, namero de filhos vivos, nimero de gestacoes, namero de partos,
numero de perdas embrionéarias (inferior a 10 semanas gestacionais) e nimero de perdas
fetais (entre as 11 e as 24 semanas). Na tabela 4 sdo apresentados estes dados para as 10

mulheres incluidas no grupo de estudo PGRIi.
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Tabela 4- Carateristicas demograficas e obstétricas do grupo de estudo PGRi.

PGRi (n=10)
Idade (anos), Média + DP 35,1 + 4,63
IMC (Kg/m2), Média + DP 24,60 * 5,74
N° de Gestacgdes anteriores, n (%)
2-3 3(30)
4-5 4 (40)
6-8 3(30)
Partos com nados vivos, n (%)
Nao 4 (40)
Sim 6 (60)
Nuamero
1 2/6(33,3)
22 4/6 (66,7)
Filhos Vivos, n (%)
Néo 4 (40)
Sim 6 (60)
Nuamero
1 2/6 (33,3)
>2 4/6 (66,7)
Partos Termo, n (%)
Nao 4 (40)
Sim 6 (60)
Numero
1 2/6(33,3)
>2 4/6 (66,7)
Partos Pré-termo, n (%)
Nao 10 (100)
Sim 0 (0)
N° de Abortos/ Gestacgdes ectopicas, n (%)
2 2 (20)
3 4 (40)
24 4 (40)
Perdas <10 semanas, n (%)
Nao o (0)
Sim 10 (100)
Numero
2 3(30)
3 3(30)
24 4 (40)
Perdas 11-24 semanas, n (%)
Nio 8(80)
Sim 2 (20)
Numero
1 2/2 (100)

Legenda: DP- Desvio Padrdo; IMC- Indice de massa corporal; PGRi- Perda gestacional recorrente

idiopatica.
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A participante controlo é uma mulher com 37 anos de idade, com IMC de 21
Kg/m2, um filho vivo. Teve apenas uma gestacdo com um parto de termo, nao tendo
sofrido nenhum aborto nem de gravidez ect6pica.

A idade é um fator importante a considerar nas mulheres que sofrem de perdas
gestacionais, uma vez que a sua incidéncia aumenta com a idade. Enquanto que para as
mulheres com idade inferior a 35 anos o risco de perdas gestacionais no primeiro
trimestre se situa entre 9% a 12%, nas mulheres a partir dos 40 anos este risco aumenta
para 50% (130). De facto, um estudo realizado na populacao escocesa determinou que o
risco de aborto aumenta consideravelmente para mulheres com idade superior a 30 anos
independentemente do seu historial obstétrico (131).

Uma vez que a idade média das mulheres recrutadas para o nosso grupo de estudo
PGRi é de 35,1 anos, pode ser necessario recrutar um maior nimero de mulheres com
idade mais jovem, de forma a compreender melhor a relacdo entre a perda gestacional
recorrente de causa idiopatica e a idade.

Em relacdo ao IMC e a sua associacao com a PGR, parece existir uma correlacao
positiva entre estas duas variaveis. Nomeadamente, as mulheres obesas que sofrem perdas
gestacionais recorrentes tém um risco aumentado de perda gestacional numa futura
gestacdo (132, 133). Os dados recolhidos para o grupo deste estudo demonstram que o
IMC destas mulheres esta na generalidade dentro dos valores normais de IMC, sendo que
a Organizacao Mundial de Satde considera um peso normal para o intervalo de valores do
IMC entre 18,5 a 24,9 Kg/m2 (134). Das 10 mulheres recrutadas, apenas uma sofre de
obesidade de grau III e duas de excesso de peso, por isso, qualquer associacdo com a
obesidade a ser estudada careceria, portanto, de um n maior.

Ticconi e colaboradores (135) também determinaram que as mulheres que sofrem
de PGR tém risco aumentado de desenvolver outras complicacoes durante a gravidez. As
mulheres que sofrem de PGR secundéria, ou seja, mulheres que ja tém filhos ou ja tiveram
gestacOes para além das 24 semanas, parecem exibir uma maior taxa de complicagoes
durante a gravidez do que mulheres que sofrem de PGR primaéria, ou seja, mulheres que
nunca atingiram uma gravidez viavel além das 24 semanas. J4 nos casos de PGRi, parece
existir um risco aumentado para o desenvolvimento de pré-eclampsia.

O estudo retrospetivo de Roepke e colaboradores (136) também demonstrou que as
mulheres que sofrem de PGR tém um risco aumentado para partos pré-termo e para o
deslocamento prematuro da placenta normalmente inserida.

Um outro estudo de Ticconi e colaboradores (137), em que foram recrutadas 288
participantes com PGRi, demonstrou que a maioria das perdas gestacionais ocorrem antes
das 12 semanas de gestacao. A mesma tendéncia se observa a escala do nosso estudo, com

todas as mulheres recrutadas a sofreram de perdas gestacionais até as 10 semanas, e
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destas 40% com 4 ou mais perdas. Apenas 2 das 10 mulheres recrutadas com PGR
sofreram de perdas gestacionais entre as 11 e as 24 semanas.

A utilizagdo de um teste nao paramétrico de correlagao de Spearman nao permitiu
encontrar correlacoes significativas entre os dados demograficos e obstétricos recolhidos.
Com o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney U foram também avaliadas eventuais
diferencas entre mulheres com PGR nuliparas, e com histéria de partos anteriores, nao se
tendo encontrado diferencas com significancia estatistica nos dados demograficos e

obstétricos.

4.2. Estudo da Reprodutibilidade das Contagens Absolutas
dos Linfécitos Endometriais por Citometria de Fluxo

O presente estudo pretendeu aplicar uma estratégia de caraterizacdo
imunofenotipica de amostras endometriais por Citometria de Fluxo, incluindo uma
abordagem com contagens absolutas. Para este efeito, a contagem absoluta de linfocitos
endometriais recorreu a uma estratégia de plataforma dnica, com tubos BD Trucount™
(BD Bioscientes), avaliando replicados em cada amostra. A Tabela 5 apresenta os valores
médios de linfocitos/uL. por centimetro de amostra em tubo Pipelle. Apresentam-se,
igualmente, o desvio padrao e o coeficiente de variacao (CV) das réplicas para cada
amostra.

Considerando o valor do CV entre cada replicado de cada amostra deve ser inferior
a 15% (129) para que a técnica seja considerada reprodutivel, obtivemos um CV médio
abaixo dos 10%, o que sugere uma reprodutibilidade aceitavel para a aplicacao futura
desta abordagem no acompanhamento de doentes. Porém, existem dois valores a destacar
por apresentarem valores de CV superiores a 15%, nomeadamente as amostras PGRi5
(16,65%) e PGRi8 (28,05%).

Estas variacoes podem dever-se, contudo, a problemas técnicos na manipulacao,
ou até a baixa concentracao de células (como se verificou na amostra PGRi5), que podem
condicionar o desempenho do método. De facto, o nimero de amostras ensaiadas é ainda
baixo, mas a continuacdo da implementacdo em rotina do protocolo aqui otimizado
podera promover uma melhoria ao nivel da reprodutibilidade, ainda que no geral o CV das
amostras apresente percentagens inferiores aos 15% propostos na literatura.

Por outro lado, esta variacdo dos CV pode estar relacionada com um menor
nimero de eventos adquiridos, sobretudo em amostras com contagens celulares
reduzidas. Como seria expectavel as biopsias uterinas sao muito menos ricas em linfocitos
do que amostras de sangue periférico. Além disso, o proprio processamento destas

amostras pode causar uma maior perda de células. Deste modo, e considerando eventuais
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limitagoes em amostras com menor concentragao celular, a realizacao de duplicados ou a
utilizacdo de volumes de amostra mais elevados nestas circunstancias podera ser também

um ponto a considerar para assegurar a fiabilidade destas avaliacoes.

Tabela 5- Valores de média, desvio padrao e coeficiente de variagao relativos as contagens absolutas de
linf6citos endometriais para cada amostra.

Meédia DP CV (%)
(Linfocitos/uL)
PGRi1 27,21 1,20 4,39
PGRi2 80,66 4,29 5,31
PGRi3 44,61 1,47 3,28
PGRi4 72,89 2,17 2,08
PGRi5 12,95 2,15 16,65
PGRi6 32,44 2,63 8,11
PGRiy 41,12 0,02 0,06
PGRi8 58,10 16,30 28,05
PGRig 42,72 3,73 8,72
PGRi10 67,79 2,02 4,30
Controlo 121,87 2,21 1,81
CVm 7,61

Legenda: DP- Desvio Padrao; CV- Coeficiente de Variacdo; PGRi- Perda gestacional recorrente idiopatica;

CVm- Coeficiente de Variagado médio.

Para que seja possivel avaliar a repetibilidade e reprodutibilidade em citometria de
fluxo ha ainda outros fatores a considerar. A estabilidade da amostra é um destes fatores.
No caso das amostras que nao sejam avaliadas algumas horas ap6s a sua recolha é
importante considerar que alguns marcadores ou algumas populacoes celulares podem-se
perder ou alterar durante o armazenagem e envio da amostra. Assim, é de todo
recomendavel o processamento das amostras até 4 / 6 horas apés a colheita, como
efetuado em todas as amostras deste grupo.

Por fim, para a utilizacdo futura desta estratégia, é fundamental o estabelecimento
de intervalos de referéncia, que devem basear-se num nimero de amostras significativo.
Alguns autores recomendam um minimo de 10 participantes em cada grupo para
considerar a obtencao de valores de referéncia (138). Assim, os nossos dados, ainda que
preliminares, apontam para uma concentracao de linfocitos uterinos em mulheres com
PGRi entre 12,95 — 80,66 linfocitos/ul. por centimetro de amostra em tubo Pipelle,
considerando a distribuicdo dentro dos percentis 2,5 e 97,5 da média. E fundamental para
este efeito dar continuidade ao estudo, sobretudo com a inclusao de controlos sem PGRi,

para comparacao e obtenc¢ao dos respetivos intervalos de normalidade.
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4.3. Estudo da Reprodutibilidade das Populacoes
Linfocitarias Endometriais por Citometria de Fluxo

Procedeu-se de seguida a avaliacido da estratégia para a caraterizacao de
populacoes celulares endometriais. Desta forma, fez-se igualmente a avaliacdo da
reprodutibilidade entre os replicados de cada amostra em relacdo as populacoes
linfocitarias T, T CD8+, NK e NK CD56bright,

Os valores que podemos encontrar na Tabela 6 mostram uma vez mais que o CV
médio para cada populagdo se encontra abaixo dos 15% definido na literatura, com as
populacbes menos representadas a mostrarem valores mais elevados. Novamente se
verifica que as amostras PGRi2 e PGRi8 apresentam valores de CV mais elevados o que
parece apontar para alguma limitacdo destas amostras, ou de ordem técnica, relacionada
com o seu processamento, ou eventualmente com a constituicdo efetiva dos replicados

destas amostras.

Tabela 6- Valores de média, desvio padrao e coeficiente de variacdo relativos as percentagens das populacoes
linfocitarias T, T CD8+, NK e NK CD56bright caracterizadas em cada amostra.

Linf6citos T Linfécitos T CD8* Células NK Células NK
CD56bright

Média DP CV | Média DP CV | Média DP CV | Média DP CcV

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
PGRi1 67,26 2,07 3,08 | 57,26 2,39 4,27 21,29 1,60 7,56 39,21 843 22,08
PGRi2 60,88 24,52 40,24 | 41,28 17,23 42,09 | 32,70 13,26 41,02 | 21,43 10,93 47,87
PGRi3 34,75 1,36 3,86 | 56,98 3,35 6,03 | 59,59 1,45 242 | 8510 0,81 0,95
PGRig 55,34 2,77 5,02 | 57,76 2,50 4,33 | 40,34 2,93 7,23 | 61,30 1,24 2,03
PGRi5 76,88 2,42 3,14 39,33 2,52 6,41 20,68 2,14 11,73 | 30,80 5,16 16,66
PGRi6 73,20 1,21 2,57 | 40,78 2,28 7,70 1348 1,10 10,56 | 41,84 3,29 10,76

PGRiy 43,00 2,36 565 | 43,51 1,81 4,11 | 40,29 3,64 9,04 | 50,66 3,81 7,65
PGRi8 48,94 11,78 2248 | 49,14 2,87 581 | 47,54 11,78 26,43 | 30,81 7,19 27,27

PGRig 57,96 1,79 3,08 | 46,45 1,96 4,17 | 39,81 1,64 4,13 | 41,58 4,02 9,66

PGRi10 47,68 2,74 575 | 67,81 2,15 3,20 | 47,99 2,99 6,25 | 5586 3,35 6,05
Controlo 35,56 1,26 1,16 56,86 0,98 1,12 57,33 1,71 1,40 | 88,09 1,04 0,84
CVm 8,73 8,11 11,62 13,80

Legenda: CV- Coeficiente de Variacdo; PGRi- Perda gestacional recorrente idiopatica; CVm- Coeficiente de
Variacdo médio. Percentagens de células T e NK em relacao ao total de linfocitos, percentagem de células T
CD8 em relacdo ao total de células T e percentagem de células NK CD56bright em relacéo ao total de células NK.
Nota: Para o célculo da média, desvio padrao e coeficiente de variacdo destas populagdes linfocitarias foram

considerados os valores médios obtidos de quatro tubos em cada replicado.
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Tendo em vista a caraterizacdo aprofundada das populagdes celulares acima
referidas, foi ainda avaliada a reprodutibilidade da técnica para aferir a expressao de
marcadores 2B4, PD-1 e NKG2D em linfocitos T CD8* endometriais.

Na tabela 7 apresentam-se os valores referentes aos replicados de cada amostra
para os marcadores referidos. Apesar de o marcador NKG2D apresentar alguns valores do
CV, e mesmo o valor médio de CV, superiores aos 15%, a reprodutibilidade dos
marcadores 2B4 e PD-1 é significativamente melhor, com um desempenho geral abaixo até

dos 10%.

Tabela 7- Valores de média, desvio padrao e coeficiente de variagao relativos aos marcadores 2B4, PD-1 ¢
NKG2D na populagio de linfécitos T CD8* de cada amostra.

Linfécitos T CD8+
2B4 PD-1 NKG2D

Média (%) DP CV (%) | Média (%) DP CV (%) | Média (%) DP CV (%)
PGRi1 94,70 2,50 2,64 59,25 0,85 1,43 28,50 11,10 38,95
PGRi2 78,20 18,20 23,27 | 49,75 6,25 12,56 | 50,15 30,61 30,61
PGRi3 96,00 0,80 0,83 68,40 3,30 4,82 17,75 5,25 29,58
PGRigq 94,70 0,50 0,53 | 89,35 0,05 0,06 | 33,35 7,05  2L,14
PGRi5 94,15 4,45 4,73 | 58,75 6,75 11,49 | 52,20 5,80 11,11
PGRi6 97,00 0,50 0,52 | 77,80 3,40 4,37 | 24,45 0,65 2,55
PGRiy 95,10 1,30 1,37 88,25 0,55 0,62 8,64 0,27 3,07
PGRIi8 98,80 0,20 0,21 71,20 1,10 1,54 41,30 0,50 1,21
PGRig 93,35 0,75 0,80 | 73,60 0,90 1,22 | 79,85 7,95 9,96
PGRi10 97,17 0,53 0,55 60,80 4,88 8,03 65,77 4,61 7,01
Controlo | 86,80 2,40 2,76 | 66,30 1,50 2,26 | 11,55 2,46 21,26
CVm 3,47 4,40 16,04

Legenda: CV- Coeficiente de Variacdo; PGRi- Perda gestacional recorrente idiopatica; CVm- Coeficiente de

Variacao Médio.

Por sua vez, dentro das células NK foram avaliadas as expressoes dos NCRs,
NKp44, NKp30 e NKp46 (Tabela 8) e ainda expressdo dos marcadores 2B4e NKG2D
(Tabela 9), cujas percentagens apresentaram, porém, valores de CV com pior
desempenho. De todos os marcadores avaliados, podemos destacar o NKp46 e o 2B4 por
serem os marcadores com valores mais reprodutiveis, em que no caso do 2B4 o valor
médio do CV é mesmo proximo de zero, podendo ser justificado pelos niveis de expressao
elevados deste marcador. Para os restantes marcadores (NKp44, NKp30 e NKG2D), os

valores de CV entre réplicas sao no geral bastante mais variaveis, demonstrando que a sua
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utilizacdo para a caraterizacao dos linfocitos NK pode estar mais limitada. Evidenciam-se

aqui niveis de expressdao mais baixos do recetor NKp30, reforcando a ideia de que a

sensibilidade da técnica pode limitar a sua reprodutibilidade e, portanto, a sua aplicacao

em alguns marcadores. Obviamente que, sendo este um estudo piloto, inicial, a sua

continuacdo, bem como a otimizacao da técnica e da propria estratégia de anélise numa

amostra de maiores dimensdes, permitira retirar conclusoes definitivas em relagio a esta

abordagem enquanto estratégia auxiliar no diagnostico e monitorizacao destas doentes,

bem em relacdo aos marcadores a caraterizar.

Tabela 8- Valores de média, desvio padrao e coeficiente de variacao relativos aos marcadores NKp44, NKp3o0,

NKp46 na populacdo de células NK em cada amostra.

Células NK
NKp44 NKp3o NKp46 NKp46 em células
NK CD56Pbright

Média DP Ccv Média DP CV | Média DP CV | Média DP Cv

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

PGRi1 35,30 6,30 17,85 37,05 0,75 2,02 | 38,25 4,95 12,04 | 78,65 0,85 1,08
PGRi2 7,80 7,80 100,00 | 11,22 2,89 2572 | 56,65 9,55 16,86 | 90,20 9,80 10,86
PGRi3 36,10 6,10 16,90 8,68 2,63 30,26 | 45,45 0,95 2,00 | 48,25 4,45 9,22
PGRi4 23,45 3,45 14,71 17,65 1,45 8,22 | 54,00 2,70 5,00 | 64,45 1,05 1,63
PGRis5 32,30 9,70 30,03 | 2545 12,55 49,31 | 33,70 18,70 55,49 | 58,90 18,00 32,09
PGRi6 25,65 2,05 11,50 11,10 6.90 62,16 | 31,60 0,80 2,53 62,50 6,70 10,72
PGRiy 28,25 3,65 12,92 11,19 241 21,54 | 56,25 2,05 3,64 | 82,50 2,70 3,27
PGRi8 20,85 0,85 4,08 9,03 1,87 20,71 | 69,65 3,75 538 | 83,30 5,00 6,00
PGRig 29,40 3,00 10,20 13,25 0,85 6,42 59,60 4,70 7,89 82,60 1,50 1,82
PGRi10 43,95 0,45 1,02 11,74 4,74 38,00 | 59,10 7,30 12,35 | 73,33 8,21 11,20
Controlo 26,60 13,00 14,66 1,83 0,01 0,55 28,25 6,05 24,60 | 32,00 3,60 10,94
CVm 21,26 24,16 13,52 8,99

Legenda: CV- Coeficiente de Variacdo; PGRi- Perda gestacional recorrente idiopatica; CVm- Coeficiente de
Variacdo médio.
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Tabela 9- Valores de média, desvio padrao e coeficiente de variacdo relativos aos marcadores 2B4 e NKG2D na
populacao de células NK em cada amostra.

Células NK
2B4 NKG2D

Média (%) DP CV(%) | Média(%) DP CV (%)
PGRi1 97,60 2,40 2,46 29,35 14,65 49,91
PGRi2 99,95 0,05 0,05 31,85 8,15 25,59
PGRi3 99,80 0,20 0,20 3,31 1,23 37,07
PGRig4 98,35 0,05 0,05 24,45 535 21,88
PGRi5 98,15 1,85 1,88 15,45 0,45 2,01
PGRi6 95,90 2,70 2,82 19,65 3,25 16,54
PGRi7y 99,05 0,65 0,66 15,85 2,55 16,09
PGRi8 99,85 0,05 0,05 6,62 0,45 6,80
PGRig 99,50 0,50 0,50 23,45 5,95 23,37
PGRi10 98,85 0,55 0,56 17,60 8,51 48,34
Controlo 1 99,15 0,15 0,15 0,74 0,20 26,53
CVm 0,85 25,00

Legenda: CV- Coeficiente de Variacdo; PGRi- Perda gestacional recorrente idiopatica; CVm- Coeficiente de
Variacao médio.

Todas as amostras mostraram a expressao de 2B4 na totalidade das células NK
CDs6brisht. As amostras PGRi apresentam também uma elevada expressdo do recetor
NKp46 nas células NK CD56bPright, com um valor médio de CV entre replicados de 8,99%, o

que sugere um bom nivel de reprodutibilidade da técnica para este marcador.

4.4. Populacoes Linfocitarias Endometriais em Mulheres
com PGRi

Na tabela 10 apresentam-se os valores obtidos para as varias populacoes em estudo
na amostra de doentes com PGRi estudadas. As populagoes de linfocitos T e NK foram
avaliadas dentro do gate dos linfécitos CD45*, e por isso as percentagens aqui
apresentadas para estas populacOes sao referentes a percentagem em relacao ao total de
linfécitos (CD45* SSClv). A percentagem de linfocitos T CD4* e T CD8* foi avaliada dentro
da populacao T CD3* e por isso as suas percentagens sao avaliadas em relacao ao total de
linfécitos T. Por fim, a percentagem de linfocitos NK CD56Prisht é apresentada como a
percentagem em relacao ao total de linfocitos NK CD56*. As percentagens dos restantes
marcadores sao sempre apresentadas em funcao do total da respetiva populacao mae em

que estao a ser avaliados.
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Tabela 10- Populacoes linfocitarias endometrais em mulheres com PGRi.

PGRi (n=10)

Média (%) DP Percentil 95

Linfécitos T CD3* (%) 56,59 13,43 34,75 — 76,88
Linfécitos T CDg+ (%) 44,93 8,75 29,21 — 56,65
Linfécitos T CD8* (%) 50,03 9,48 39,33 — 67,81
2B4+ (%) 93,69 5,58 78,20 — 97,00

PD-1+ (%) 69,44 13,24 49,75 — 89,35

NKG2D* (%) 39,98 21,66 8,64 — 79,85

Linfécitos NK CD56* (%) 36,37 14,35 13,48 — 59,59
NKp3so* (%) 15,64 9,02 8,68 — 37,05

NKp44+ (%) 28,31 9,88 7,80 — 43,95

NKp46* (%) 50,43 12,57 31,60 — 69,65
2B4* (%) 98,70 1,26 95,90 — 99,95

NKG2D+* (%) 18,66 9,05 3,31 — 31,85

Linfécitos NK CD56Pbrisht (%) 45,86 18,35 21,43 — 85,10
NKp46* (%) 72,49 13,37 48,25 — 90,20

2B4* (%) 100,00 0,00 -

Estes resultados permitem de algum modo fazer uma caraterizacao das populacoes
linfocitarias endometriais em mulheres com PGRi, destacando-se como populacao
predominante os linfocitos T, e dentro destes, os linfécitos T CD8+. Dentro dos varios
marcadores estudados, o marcador mais expresso por todas as populacoes linfocitarias
aqui descritas é o 2B4. No entanto, nos linfocitos T CD8* podem ainda observar-se niveis

elevados da expressao de PD-1.

Na populacao de células NK CD56+ destaca-se também a expressao do NKp46,
sendo o marcador mais expresso logo a seguir ao 2B4. As células NK CD56brisht expressam
niveis ainda mais elevados de NKp46 e de 2B4. E de notar que o marcador NKG2D tem
uma maior expressao em linfécitos T CD8+*do que em células NK.

De acordo com o estudo de Marron e colaboradores (86), as células NK CD56bright
sao os linfocitos uterinos mais abundantes tanto em controlos saudaveis como nos casos
de PGR. De facto, considerando os dados globais deste estudo verificamos que os linfécitos
T sao mais abundantes na generalidade das amostras, quando considerados
conjuntamente, mas a avaliacao em separado de células T CD4 e células T CD8 corrobora
as observacoes de Marron uma vez que as células NK serao no geral mais prevalentes quer
em relacao aos linfocitos T CD4, quer em relacao aos linfocitos T CD8 (Células T CD4
26,19+10,30% do total de linfocitos; Células T CD8 28,01+6,78% em relacao ao total de

linfécitos). Porém, destacam-se na populacdo do nosso estudo algumas amostras com
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notoria reducao da presenca de células NK em relacao ao compartimento T (vejam-se as
amostras PGRi5 e PGRi6). Estes dados, que subtendem perfis imunes distintos em
mulheres com PGRIi, reforcam a necessidade de um estudo individualizado e aprofundado
em cada doente.

Foi também descrito por estes autores que é possivel um racio de linfécitos T CD4:
CDS8 invertido, bem com um aumento dos linfocitos T CD8+* nos casos de perdas
gestacionais recorrentes. Tal como reportado por Marron, também neste estudo se
observou uma tendéncia para maior presenca uterina de linfécitos T CD8+* do que
linfécitos T CD4*. A reforcar esta ideia, salienta-se que a estratégia aqui usada infere a
populacdo de células T CD4 pela auséncia de expressao de CD8, o que pode sobrevalorizar
0 seu numero ao incluir outras populacoes como células T TCR gama delta (CD4- e CD8").

Utilizando a citometria de fluxo, Fukui e colaboradores (105), avaliaram a
expressao dos NCRs nos linfécitos NK endometriais e demonstraram que a percentagem
de linfocitos CD56+/NKp46+ é significativamente mais baixa em mulheres que sofrem de
PGR do que nos controlos. Em relacao a expressao dos recetores NKp44 e NKp30 nas
células NK nao encontraram diferencas. No entanto, o estudo imunohistoquimico de
Giuliani e colaboradores (114) reportou um maior racio de células NKp46+*: CD56* nas
mulheres que sofrem de PGRi em relacdo ao observado em mulheres férteis, sugerindo
assim que a expressao de NKp46 pode ter influéncia nos casos de PGR. Em consonéncia,
0 nosso estudo documenta também niveis mais elevados de expressdao de NKp46 nas
células NK de mulheres com PGRi, em comparagdo com os niveis de expressao de outros
recetores como 0 NKp30 e o NKp44.

Ainda dentro dos recetores expressos pelos linfocitos endometriais, o PD-1 parecer
ser um recetor relevante na imunotolerancia materna. Meggyes e colaboradores (88)
realizaram um estudo em amostras de sangue periférico e amostras deciduais, em que
também demonstraram um aumento da populacao de linfécitos T CD8* na decidua em
comparacdo com o sangue periférico. A avaliacdo da expressdo do recetor PD-1 nestes
linfécitos T CD8* demonstrou uma maior expressao deste recetor na decidua. O mesmo
estudo demonstrou ainda que os linfécitos T CD8* PD-1+ expressam niveis mais elevados
do recetor NKG2D na decidua do que na periferia, sendo que estas células duplas positivas
T CD8* PD-1* NKG2D+ exibem uma reduzida capacidade citotoxica em comparacao com a
periferia. Para avaliar a relevancia deste marcador em problemas reprodutivos, sao ainda
necessarios mais estudos, no entanto o nosso estudo demonstrou uma elevada expressao
do marcador PD-1 nos linfocitos T CD8* nas mulheres que sofrem de PGRi.

Foi ainda avaliada a possivel correlacao dos parametros imunes entre si, bem com
as caracteristicas demograficas e obstétricas das mulheres estudadas. A partir desta

andlise, identificou-se uma correlagio positiva entre a percentagem de células NK CD56+*
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NKp46* e células NK CD56* 2B4* (Teste de Spearman, r=0,74, p=0,017), o que traduzira
alguma associagao dos recetores.

A avaliacdo da correlagdo com os dados demograficos permitiu identificar uma
correlacdo positiva entre a percentagem de linfocitos CD56bright NKp46* € 0 nimero de
partos de termo (Teste de Spearman, r=0,69, p=0,032) e o nimero de gestacoes (r= 0,71,
p=0,025). Ainda que muito preliminar, esta associacao de valores mais baixos de NKp46
com menor numero de partos ou gestacoes devera ser explorada na continuacdo do
estudo, sugerindo o eventual papel deste recetor na fisiopatologia da PGRi.

Por outro lado, foi encontrada ainda uma correlacao positiva entre a percentagem
de linfocitos T CD4* e o IMC (r= 0,65, p=0,049). E por isso, importante salientar as
interacOes entre os processos imunes e o estado nutricional a obesidade. Tradicionalmente
a obesidade é caraterizada por um estado de inflamagdo cronica, com uma elevada
producao de citocinas pro-inflamatorias, em que os linfocitos T parecem desempenhar um
papel crucial no processo inflamatério. Mulheres obesas tém uma maior probabilidade de
desenvolverem complicacoes durante a gravidez, nomeadamente diabetes gestacional,
pré-eclampsia e partos pré-termo (139). As mulheres com excesso de peso e obesidade tém
também um risco aumentado de perdas gestacionais (140). A nutricao é essencial durante
a gravidez para garantir o fornecimento de nutrientes ao feto em desenvolvimento. No
entanto, a nutri¢do no periodo antes da concecao parece também influenciar o desfecho da
gravidez (141). Na continuidade do estudo sera entao relevante incluir um maior nimero
de participantes de forma a estratificar o impacto das véarias categorias do IMC na perda
gestacional recorrente de causa idiopética.

A avaliacao individual de cada doente e da respetiva caracterizacao celular uterina
pode permitir a selecao de uma terapéutica imunomoduladora mais direcionada para cada
perfil imunolégico endometrial. Dentro das imunoterapias atualmente utilizadas para o
tratamento dos casos de PGR podemos encontrar a imunizacao com antigénios paternos, a
imunoglobulina intravenosa (IVIg), a emulsdo Intralipid e também o uso de fatores de
crescimento como o G-CSF. No caso da IVIg e da Intralipid sao métodos direcionados
para a inibicao da atividade citot6xica dos linfocitos NK. No entanto, se considerarmos o
grupo de mulheres com PGR como um grupo homogéneo, estas imunoterapias podem nao
ser eficazes para todos os casos, especialmente se esta abordagem tiver em conta apenas a
quantificacao grosseira das células NK, como vimos neste estudo, com perfis de recetores
tao distintos. Existe, por isso, a necessidade de uma caraterizacado mais detalhada dos
linfocitos NK uterinos, com a possivel identificacio de biomarcadores para PGR (142).
Como este estudo piloto demonstra, a citometria de fluxo pode ser uma metodologia
muito util permitindo uma abordagem terapéutica individualizada das mulheres com

perda gestacional recorrente idiopatica.
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Capitulo 5- Conclusoes e Perspetivas Futuras

A principal conclusdo a retirar deste estudo é a possibilidade da utilizacdo da
citometria de fluxo na abordagem imunofenotipica de amostras endometriais. De facto,
esta metodologia permite abordar com a reprodutibilidade necesséaria a quantificacao
celular, mas sobretudo uma caraterizacdo multiparamétrica aprofundada, sendo evidente
por exemplo a capacidade de caraterizacdo de marcadores especificos em linfocitos T
CD8* (2B4 e PD-1) e células NK (NKp46 e 2B4).

Este estudo piloto de aplicacdo da imunofenotipagem por citometria de fluxo a
amostras uterinas também permitiu identificar os linfécitos T como a populagido
linfocitaria predominante no ambiente uterino em mulheres com PGRi, em concreto, os
linfocitos T CD8+. No entanto, quando se consideram as subpopulacoes de linfocitos T
CD8+* e T CD4* em separado, em relacao ao total de linfocitos, as células NK destacam-se
como a populacao linfocitaria mais prevalente na generalidade das amostras. Foi ainda
possivel identificar uma associacdo do recetor NKp46 com gestacOes anteriores, que
podera vir a ser explorado no futuro.

Apesar deste estudo demonstrar que a citometria de fluxo é uma técnica valida a
utilizar na anéalise de amostras endometriais, é ainda necessario a inclusdo de um maior
numero de participantes para se retirarem mais conclusées em relacdo a sua
reprodutibilidade, bem como para avancar para possiveis comparacoes entre grupos. De
facto, o estudo das populacées linfocitarias uterinas é ainda um topico que carece de mais
investigacdo, nomeadamente no estabelecimento de intervalos de referéncia para as
diferentes populacoes que podemos encontrar neste ambiente em condi¢oes normais e em
diferentes patologias.

Para uma melhor caraterizacdo das células NK uterinas, também podera ser de
interesse a realizagdo complementar de ensaios de citotocixidade, assim como uma
possivel avaliacdo das populacoes linfocitarias no sangue periférico em paralelo com a
avaliacdo das bidpsias uterinas para comparacdo e estabelecimento de possiveis
diferencas.

Em suma, podemos concluir que a imunofenotipagem em biopsias endometrais € uma
técnica precisa que pode ser relevante na aplicacdo em contexto clinico, para auxiliar no

seguimento e tratamento de mulheres que sofrem de PGRi.
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