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Pregnancy is a physiological state that requires immune adaptation in order to be suc-
cessfully carried on. During this period, mother and fetus establish an immune tolerance
status at the maternal fetal interface. Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) plays an impor-
tant role in maternal-fetal tolerance by metabolizing tryptophan, impairs by several path-
ways, mainly T CD8 cells proliferation. Several cell types are present in the maternal fetal in-
terface and several of them can express IDO. Leucocytes with Th1 produce a cytokine known
as interferon y that stimulates the expression of IDO in several cell types. Lymphocytes are
divided into sub-populations according to their function and phenotype: T lymphocytes, B
lymphocytes and natural Killer cells (NK). Hormones also involved in this process where
progesterone exerts decisive role on maternal immune response that may change gesta-
tional outcome and estrogen is essential for fetal maternal tolerance and maintenance of
pregnancy. Therefore, the main objective of this study was to identify lymphocytes in the bo-
vine placental cell culture that are sensitive to progesterone, estrogen and interferon y, IDO
expression in various gestational stages using flow cytometry. According to the results in the
gestational period from 67.5 to 77.5 days with the addition of interferon y expression IDO
was slightly increased in TCD3 lymphocytes, CD4, and differently from the other T cells CD8
displayed an higher expression of the enzyme (4.48+2.12 to 8.65+4.91). In the period from
92.5 to 172. 5 days the CD4 lymphocytes, CD8 and TCD25 showed a significant decrease of
IDO expression (p<0.05). At the final stages between 195 and 222, 5 days TCD3 lympho-
cytes, CD4 and BCD25 increased expression when subjected to interferon y supplementa-
tion; however, CD8 T cells and NK cells showed no significant changes. Based on the results
presented we can conclude that all cell types were able to express IDO by supplementa-
tion with interferon vy, and that T CD8 lymphocyte showed an highly significant increase of
IDO expression, whereas estrogen increased the expression of IDO only in B lymphocytes
(CD25), and progesterone decreased enzyme expression in T lymphocytes (CD3 and CD4)
and in NK cells. These results suggest a regulatory mechanism of the immunological system
by steroidal hormones during gestation, particularly by modulating IDO expression.
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RESUMO.- A gestacdo é um estado fisiolégico que exige
adaptacdes imunoldgicas para que transcorra normal-
mente. Nesse periodo a mie e o feto apresentam uma re-
lacdo imunolédgica, ou seja, a interface materno fetal. A
enzima indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO) desempenha
um papel importante na tolerancia materno fetal, por ser
responsavel pela metabolizacdo do triptofano, impedin-
do por diversas vias a proliferacio principalmente de lin-
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fécitos TCD8. Diversos tipos celulares estdo presentes na
interface materno fetal e varios deles podem expressar a
IDO. Os leucdcitos com perfil Th1 produzem uma citoci-
na conhecida: o interferon y que estimula a expressao da
IDO em varios tipos celulares. Os linfécitos sao divididos
em subpopulacdes de acordo com sua fungio e fenétipo.
Seus tipos incluem linfécitos T, linfocitos B e as células
natural Killer (NK). Hormonios também atuam nesse pro-
cesso a progesterona que exerce fun¢do determinante
sobre a resposta imunolégica materna podendo alterar
o progndstico gestacional e o estrégeno essencial para a
tolerancia materno fetal e manutengao da prenhez. Dessa
maneira este trabalho tem por objetivo principal identi-
ficar os linfocitos presentes na placenta bovina em culti-
vo que expressam IDO (linfocitos T, linfocitos B e células
NK), frente a estimulagdo por progesterona, estrégeno e
interferon y nas diversas fases gestacionais utilizando a
citometria de fluxo. Segundo os resultados no periodo de
67,5a 77,5 dias com a adicdo de interferon y a expressio
da enzima IDO aumentou discretamente nos linfécitos
TCD3, TCD4, e diferente dos linfécitos T CD8 apresen-
taram uma elevada expressdo da enzima (4,48 + 2,12 -
8,65+ 4,91). No periodo de 92,5 a 172, 5 dias os linfécitos
TCD4, TCD8 e TCD25 apresentaram uma diminuicdo da
IDO. No periodo final de 195 a 222,5 dias, os linfécitos
TCD3, TCD4 e os BCD25 aumentaram a expressido da IDO
quando submetidos ao interferon y, no entanto, os lin-
fécitos T CD8 e as células NK ndo apresentaram altera-
coes significativas. Com base nos resultados apresenta-
dos pode-se concluir que todos os tipos celulares foram
capazes de expressar a IDO mediante a suplementagio
com interferon y, sendo que o linfécito T CD8 apresentou
uma diferenca bastante significativa quanto ao aumento
da IDO, ja o estrogeno elevou a expressao da IDO somen-
te nos linfécitos B (CD25) e a progesterona diminuiu a
expressdo da enzima nos linfécitos T (CD3 e CD4) e nas
células NK. Estes resultados sugerem um mecanismo de
regulacdo do sistema imunoldgico desempenhado pelos
hormonios esteroides presentes durante o processo ges-
tacional, particularmente pela modulacdo da expressao
da IDO.

TERMOS DE INDEXACAO: Placenta, bovinos, tolerancia materno-
-fetal, indoleamina 2,3 dioxigenase, linfocitos.

INTRODUCAO

Dentre as principais atividades do agronegdécio brasileiro a
bovinocultura se destaca no cenario mundial. Desde o ano
de 2004, o Brasil assumiu a lideran¢a nas exportagdes com
um quinto da carne comercializada internacionalmente e
vendas para mais de 180 paises (Mapa 2014).

Para manter o excelente nivel de producao desses ani-
mais, os cuidados com seus aspectos reprodutivos sido de
extrema importancia incluindo o melhor entendimento
do desenvolvimento intrauterino do embrido e a relacdo
existente junto a interface materno fetal (Marques et al.
2007).

A placenta é uma estrutura de grande importancia para
o desenvolvimento adequado do concepto, um 6rgao efé-
mero materno fetal que permite a transferéncia restrita de
metabdlitos e drogas por meio de areas de permutas es-
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pecializadas. Além da implantacdo do embrido, estabelece
a interface para nutrigdo e trocas gasosas entre a circula-
¢do materna e fetal, inicia o reconhecimento materno da
gestacdo, alterando o envolvimento imunoldgico local e as
func¢des cardiovasculares e metabdlicas maternas pela pro-
ducdo de hormoénios (Brolio et al. 2010, Alecsandru et al.
2015).

Diversas populagdes celulares estdo presentes no teci-
do placentério e uterino, dentre elas os leucdcitos, células
especializadas na defesa do organismo e, que no tUtero ges-
tante tem o papel da expressdo de receptores que medeiam
o reconhecimento do concepto principalmente no momen-
to da invasdo trofoblastica e, a produgdo de citocinas que
regulam e modulam a resposta imune materna (Hunt 1994,
Moffet-King 2002, Janeway et al. 2008, Rango 2008, Tizard
2009).

No momento da implantagdo placentaria, é esperada
uma rea¢do imunolégica contra o concepto, que carrega
moléculas paternas que nao sdo “préprias” ao organismo
materno. No entanto, o embrido é reconhecido pelo sistema
imune materno, sem que seja disparada uma resposta imu-
nolégica contra sua permanéncia e desenvolvimento na-
quele ambiente. Assim, o sistema imune materno garante
um ambiente favoravel para o desenvolvimento embriona-
rio e fetal. Esse fenomeno pode ser designado “Tolerancia
Imunoldgica” (Michelon et al. 2006, Wira et al. 2015).

Dentre os diversos mecanismos da tolerancia materno
fetal destaca-se a indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO), enzi-
ma presente em alguns tecidos nos mamiferos, que catabo-
liza o triptofano, levando as células T efetoras a apoptose
(Mbongue et al. 2015), seja devido ao estado de caréncia
deste componente no microambiente placentario, seja pe-
los catabdlitos toxicos produzidos durante seu catabolis-
mo, principalmente a quinurenina (Liang 2006, Ban et al.
2013).

A gestacdo é um estado fisiolégico que exige adapta-
¢des imunoldgicas para que transcorra normalmente (Fe-
liciano et al. 2012). Esse periodo é caracterizado por altas
concentrac¢des de progesterona, hormonio essencial para a
manuten¢do da gestacdo, por promover o desenvolvimen-
to endometrial, manter a integridade placentaria, reduzir
a atividade miometrial e a sensibilidade a ocitocina (Con-
cannon 1986, Papamitsou et al. 2011). Com o decorrer da
gestacdo, a producdo de estrégeno ocorre em varios teci-
dos, contribuindo para o crescimento uterino necessario
para o desenvolvimento embrionario e fetal bem-sucedido
(Dobson et al. 1993, Wood 1999, Kindahl 2002, Wira et al.
2015).

A capacidade de expressdo da IDO ocorre em diversas
células presentes na placenta, inclusive por alguns leuco-
citos, esta expressao pode ser influenciada pelo estradiol e
pela progesterona. Ainda é desconhecida quais destas cé-
lulas efetivamente sdo influenciadas por esses hormonios
e quais efeitos causam. Devida a falta desse conhecimen-
to e pela importancia que essas células desempenham, o
trabalho teve como objetivo a identificacdo dos linfocitos
presentes no utero gravidico de vacas que expressam IDO
(linfocitos T, linfécitos B e células NK), perante a estimula-
¢do por progesterona, estrégeno e interferon y.
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MATERIAL E METODOS

Foi utilizado um total de 15 amostras, de placentas de gestagdes
de fetos normais coletados em abatedouro localizado em Sao José
dos Campos (Frigorifico- Frigo Fénix Comércio Distribuidora de
Carnes Ltda.), sendo cinco animais representativos de cada um
dos trés tercos gestacionais principais, sendo: terco 1- (67,52 77,5
dias), terco 2- (92,5 a 172,5 dias) e ter¢o 3- (195 a 222,5 dias).

O projeto foi desenvolvido na Faculdade de Medicina Veterina-
ria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, FMVZ-USP median-
te a aprovacgdo da Comissdo de Bioética da mesma Universidade
(protocolo n° 2943/2013).

Os placentdnios coletados foram lavados em tampao fosfato
(PBS), armazenados em sacos plasticos (Pratsy Zip 18x23cm) e
mantidos sob refrigeracdo até o processamento. Com o auxilio
de pinga e tesoura estéreis o material coletado foi colocado so-
bre uma placa de Petri para a retirada do excesso alantoidiano.
Os placentonios foram seccionados e fragmentados da regido da
interface materno fetal, entre a cartincula uterina e o cotilédone
fetal. Seguindo a aplicagdo da técnica de separagdo mecanica os
fragmentos foram coletados sobre uma malha de ago 150 mesh de
diametro e com auxilio de uma seringa de 10 ml e meio de cultura
D-MEM (Sigma Aldrich, USA) com 10% de soro fetal bovino e an-
tibiotico, os fragmentos foram pressionados contra a malha para
a separacdo celular. Tizard 2009,

As células separadas foram colocadas em tubos de 50 ml e
submetidas a centrifugagdo (1800xg, por 5 min a 20°C) e ap6s a
centrifugacdo o meio foi removido e as células foram suspensas
em 30 ml de meio de cultura. Apds esse processo realizou-se a
contagem de células e a estimativa da viabilidade das células atra-
vés do método de exclusdo por azul de tripan, onde as células fo-
ram postas em placas de 48 pogos em uma concentragio de 1x10°
células/250pl, sendo incubadas a 37°C e 5% de CO2 até o inicio
das analises.

No inicio do tratamento os fatores foram adicionados e os tra-
tamentos assim estabelecidos:

a) Grupo ST = Sem tratamento, somente meio de cultura (D-MEM-
-Sigma Aldrich, USA), 200pl;

b) Grupo P = D-MEM + Progesterona (acetato de medroxiproges-
terona Promone-E) (Pfizer- Brasil)®, 1ul/200pl;

c) Grupo E = D-MEM + Estrégeno (ECP = cipionato de estradiol)
(Pfizer-Brasil)®, 2,5ul/200ul;

d) Grupo I = D-MEM + Interferon y (Millipore, USA), 1uul/200pl.

Com o auxilio do citémetro de fluxo, foi realizada a imunofe-
notipagem das células conjunta com a verificagdo da expressdo
da IDO foi realizada com a utilizagdo da citometria de fluxo. As
células em cultura foram soltas das placas e a suspensdo celular
foi lavada em dois ciclos de 1800 g, durante 5 min a 20°C. Em se-
guida, o sobrenadante foi retirado, as células ressuspendidas em
PBS (0,1 M) e permeabilizadas com triton-X (Inlab-Brasil) 0,1%
por 20 minutos e, entdo as células foram novamente lavadas e
ressuspendidas em PBS (0,1M). Posteriormente foram incubados
individualmente as células em cultura, os anticorpos primarios:
anti-CD3 bovino (VMRD USA), anti-CD4 bovino (VMRD USA), anti-

-CD8 bovino (VMRD USA), anti-CD25 (VMRD USA) e anti-CD335
(VMRD USA), recebendo também a adigdo do anticorpo primario
Anti-IDO (indoleamina 2,3 dioxygenase (EB 09548 - Goat Anti-
-Indol1- Everest Biotech, USA). Ap6s 30 minutos foram realizadas
mais duas lavagens em PBS a 1800x g, durante 5 minutos a 20°C,
em seguida as amostras foram incubadas com os respectivos an-
ticorpos secundarios Donkey anti goat PE (LSBio-USA ) e o Rab-
bit anti mouse FITC (LSBio, USA) e por mais 30 min na geladeira.
Apbs esse procedimento as células foram lavadas em PBS as duas
ultimas vezes (1800x g, durante 5 minutos a 20°C) e por fim, res-
suspendidas em Tampao FACS para serem analisadas em citome-
tria de fluxo (BD FACS Calibur). Controles para autofluorescéncia
e marcagdo cruzada pelo anticorpo secundario foram realizados
com grupos contendo somente células e grupos contendo células
e o anticorpo secundario, respectivamente.

RESULTADOS

As células bovinas das vérias fases gestacionais foram ana-
lisadas no periodo de 24 horas, perante os tipos celulares
linfécitos T, linfocitos B e células NK apés a adicdo de fato-
res: progesterona, estrogeno e interferon y, verificando os
niveis de expressdo da enzima IDO nas respectivas células.

No inicio da gestagdo (67,5 a 77,5 dias), todos os tipos
celulares analisados (linfécitos T, B e Células NK), quando
submetidos a suplementacdo com estrégeno, apresenta-
ram uma diminui¢do na expressao de IDO. J4, ap6s a adicdo
do interferon y a expressao da enzima foi levemente eleva-
da nos linfécitos TCD3, TCD4, no entanto, o linfocito TCDS8,
diferente das demais células, apresentou uma diferenca
bastante significativa, caracterizando uma elevada expres-
sdo da enzima (4,48%2,12 - 8,65+4,91) no primeiro tergo
gestacional (Quadro 1).

Os animais com idade gestacional de 92,5 a 172,5 dias
mostraram que apenas os linfécitos TCD8, quando suple-
mentados com progesterona, elevaram a expressdo de IDO
(1,68+0,82 a 2,5%1,34), enquanto as outras células TCD3,
TCD4, BCD25 e NK apresentaram uma diminui¢do na ex-
pressdo da enzima, sendo um valor significativo apenas
para as células TCD4 que apresentaram uma diminui¢do
na expressdo da enzima. A suplementacdo com estrégeno,
nesse periodo, exibiu um aumento da IDO somente nos lin-
focitos TCD3 e nas células NK. Os linfécitos TCD4, TCD8 e
linfécitos B (CD25) apresentaram uma diminui¢ao da IDO,
em que, todos, tiveram um valor de p menor que 0,05, ca-
racterizando a existéncia de uma diferenca significativa en-
tre o grupo controle e os linfécitos (Quadro 2)

Para os animais concentrados no periodo de 195 a 222,5
dias de gestacdo, as células NK e os linfécitos TCD8 eleva-
ram a expressdo da enzima perante a suplementagdo com
progesterona, porém, as demais células apresentaram uma
diminuicdo da enzima quando submetidas a suplementa-
¢do com a mesma (progesterona).

Quadro 1. Valores médio e o respectivo desvio padrio da expressio da IDO dos
animais no periodo de 67,5 a 77, 5 dias

Tipo celular  Linfécitos T Linfécitos T Linfécitos T Linfécitos B Células NK
(CD3) (CD4) (CD8) (CD25) (CD335)
Controle 4,83 + 3,56 5,67+2,50 4,48+2,12 3,15+2,72 3,65+2,79
Progesterona 3,67+ 2,75 3,57+1,41 4,80+2,94 4,28+2,27 3,52+2,27
Estrégeno 2,33+£1,35 2,67+1,79 3,12+1,69 2,15+0,56 2,34+0,66
Interferon 5,37+2,63 5,95+2,01p=0,03* 8,65+4,91p=0,04* 6,0+2,97 8,9+7,03
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Quadro 2. Valores médio e o respectivo desvio padrio da expressio da IDO dos
animais no periodo de 92,5 a 172, 5 dias

Tipo celular Linfécitos T Linfécitos T Linfécitos T Linfécitos B Células NK
(CD3) (CD4) (CD8) (CD25) (CD335)

Controle 1,9+0,7 2,51+0,69 1,68+0,82 1,67+0,82 1,31+0,22
p=0,04*
Progesterona 1,43+0,34 0,99+0,21 2,5+1,34 1,44+0,63 2,9+2,35

p=0,02*
Estrégeno 2,81+4,52 0,89+0,6 0,87+0,44 1,10+0,32 1,34+0,57
p=0,023* p=0,02* p=0,03*
Interferon 0,62+0,84 1,28+0,54 1,20+0,61 1,31+0,71 1,17+0,86
p=0,018* p=0,04*

Quadro 3. Valores médio e o respectivo desvio padrio da expressio da IDO dos
animais no periodo de 195 a 222,5 dias

Tipo celular Linfécitos T Linfécitos T Linfécitos T Linfécitos B Células NK
(CD3) (Cb4) (CD8) (CD25) (CD335)
Controle 2,97+1,59 2,40+1,50 3,91+2,76 2,72+1,85 3,96+3,17
Progesterona 3,71+2,02 3,55+1,74 3,67+2,76 3,47+1,82 2,63+1,65
Estrégeno 2,93+2,14 3,52+2,23 2,56+1,87 5,32+2,32 4,24+3,44
Interferon 2,77+2,44 2,98+1,96 3,23+2,40 3,44+2,98 3,00+1,31

Neste periodo (195 a 222,5 dias), com a adi¢do do es-
trogeno 4 cultura, houve um aumento na expressao de IDO
em todas as células, exceto nos linfécitos TCD8 (Quadro 3).

Os Linfocitos TCD3, TCD4 e os linfécitos B (CD25) au-
mentaram a expressdo da IDO quando submetidos ao in-
terferon y, no entanto, os linfécitos TCD8 e as células NK
ndo apresentaram alterag¢des significativas na expressio da
enzima apds a suplementag¢do com a citocina (interferon y)
(Quadro 3).

DISCUSSAO

O trabalho demostrou que a expressdo de IDO é influen-
ciada pelos fatores adicionados experimentalmente as
culturas. Verificou-se que tais hormonios (progesterona
e estrogeno) e o interferon vy, alteram a expressao de IDO
nas diferentes idades gestacionais, sugerindo a participa-
¢do destes compostos em mecanismos de imunossupres-
sdo, ainda ndo totalmente esclarecido, nas células da regido
uteroplacentaria.

0 interferon y, uma citocina produzida por leucécitos
com perfil Th1, grupo celular responsavel por favorecerem
uma resposta pro-inflamatéria, conhecida por estimular a
expressdo de IDO em varios tipos celulares, incluindo os
leucécitos, em que se liga especificamente a regido do gene
que promove a transcricdo da proteina (Yoshida etal. 1981,
Yasui et al. 1986, Liang et al. 2006).

O efeito mais interessante relacionado ao interferon y
foi a elevacdo da expressdo de IDO nos linfocitos TCD8 no
periodo inicial da gestacdo (67,5 a 77,5 dias). Sabe-se que
os linfécitos TCD8 sdo altamente agressivos em sua respos-
ta a um agente ndo proéprio (Tizard 2009), que é o caso do
embrido ao se implantar na parede uterina, pois o0 mesmo
possui moléculas de MHC paternas que sao, potencialmen-
te, reconhecidas pelo organismo materno como um agente
ndo proprio, podendo desencadear uma reposta imunol6-
gica materna contra o embrido, em que os linfécitos TCD8
podem causar sérias lesdes ao alo enxerto.

A presenca da IDO neste tipo celular, logo nos estagios
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iniciais da gestacdo, no periodo em que o embrido entra
em contato com o sistema imunoldgico materno torna-se
muito interessante para a sobrevivéncia do concepto, pois
a IDO pode levar os linfécitos T CD8 a apoptose, bem como
as células imunoldgicas que estdo ao seu redor, sugerindo
um controle da resposta imunoldgica desencadeado pela
citocina pro-inflamatoria, o interferon y.

Nas células provenientes da gestacdo com idade avanca-
da (195 a 222,5 dias) o interferon y elevou a expressao de
IDO nos linfocitos TCD3, TCD4 e linfocitos B, ndo causando
alteracdes significativas nos linfécitos TCD8. Nesse perio-
do gestacional o concepto ja esta bastante desenvolvido e,
ja entrou em contato com o sistema imunol6gico materno,
em que a resposta imunoldgica materna aguda contra o alo
enxerto pode ser branda devido a diminuig¢io dos linfécitos
TCD8 nos periodos anteriores a este, causada pela expres-
sdo da IDO neste grupo celular. Além disso, a espécie bovi-
na apresenta uma placenta sinepiteliocorial cotiledonaria,
onde se encontra pontos de adesdo entre o cério-alantoide
e o endométrio, sendo assim, ocorre um pequeno grau de
invasdo de células de fetais no tecido materno propondo a
necessidade de tolerancia imunolégica materna para que
ndo aconteca a rejeicdo fetal. O aumento da IDO nos linf6-
citos TCD3 e TCD4 pode ser causado indiretamente pelas
células apresentadoras de antigenos, pois sabe-se que estio
presentes nessa regido durante todo processo gestacional
(Valente et al. 1992, Tenbrock & Tembrock 2011). Quando
estimuladas pelo interferon y, principalmente as células
dendriticas irdo estimular os linfécitos TCD4 pela ligagao
das moléculas de B7, presentes nas DCs, com as moléculas
de CTLA4, presente nos LTCD4 (Palafox et al. 2010, Harden,
Egilmez. 2012). Dessa maneira, com a presenca da IDO nos
linfécitos TCD4, as células ao redor entrariam em apoptose
devido a falta de triptofano e aos catabolitos toxicos gerados
pela sua quebra, atenuando a reposta imunoldgica na regido
da interface materno fetal. O estrogeno, hormonio em altas
concentragdes durante a gestacdo (@stensen 1999), possui
efeitos especificos sobre as células T e B, participando da
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proliferacdo e da diferenciacdo destas células (Leafios-Mi-
randa et al. 2001). Nos animais com gestagdo mais adianta-
da a concentracgdo estrogénica é bastante elevada, por isso,
o seu efeito nas células imunolégicas, estudadas, é mais ele-
vado nos animais com idade gestacional avan¢ada. Apéds a
adicdo do estrégeno as culturas de células de animais com
idade gestacional entre 195 a 222,5 dias a expressdo de IDO
foi alterada, em que o estrégeno elevou a expressdo da enzi-
ma em todos os tipos celulares analisados, exceto no linfo-
cito TCD8, que pode ter entrado em apoptose devido a acdo
da IDO nas outras células, privando, como consequéncia, o
linfécito TCD8 do triptofano, fazendo com que os mesmos
ndo apresentassem alteragio perante a expressdo da enzi-
ma. Conforme observado, o estrégeno no inicio da gestagdo
diminui a expressdo da enzima em todos os tipos celulares.
Este fato torna-se bastante relevante quando comparado a
acdo do estrogeno nas células imunoldgicas, que é responsa-
vel por causar alteracdes na produgao de citocinas (Barrera
et al. 2007), podendo desencadear respostas imunolégicas
diferenciadas, de acordo com a necessidade do momento.
Levando em conta o inicio da gestacdo e a alta resposta
inflamatéria devido a implantagdo embriondria, este hor-
monio pode agir como um regulador na expressao desta en-
zima, pois apesar da diminui¢cdo da sua expressdo, a mesma
ndo para de ser produzida totalmente, podendo ser estimu-
lada por algumas citocinas anti-inflamatérias produzidas
por células imunoldgicas estimuladas pelo estrégeno, no en-
tanto, tais citocinas, ndo causam uma alta expressdo da en-
zima se comparadas a acdo de citocinas pro-inflamatorias,
como o interferon y. Durante a gestacdo, especificamente
nos periodos finais, o estrégeno esta em altas concentra-
¢des no organismo materno. Um fato importante, conside-
rando as células precursoras da resposta imunolégica pri-
maria é que a alta concentragdo de estrogeno faz com que as
células dendriticas imaturas tornem-se maduras com gran-
de rapidez, principalmente pelo estimulo aos receptores
CD86, presente nas DCs (Spaggiari et al. 2009). Com uma
alta concentracdo de células dendriticas, na regido uteropla-
centaria, poderia haver o desenvolvimento de uma resposta
imunoldgica bastante severa contra o alo enxerto, no entan-
to, apesar de o estrégeno estimular o amadurecimento das
DCs, o mesmo age para contrabalancear esta reacdo infla-
matoria que as DCs poderiam causar, estimulando, também,
a expressao de IDO nas DCs, controlando o mecanismo infla-
matorio nessa regido. Nas células NK de animais com 92 a
172 dias de gestagdo, sofreram uma elevagao na expressao
de IDO quando submetidas ao tratamento com o estrégeno.
Sabe-se que na presenca deste hormonio, as células NK tém
a sua ac¢do diminuida, ou seja, elas perdem a capacidade de
cito toxicidade (Mellor & Munn. 2001). Sugere-se que haja a
existéncia de uma relacio entre a presenca de IDO e a perda
da fungdo das células NK, ou seja, pode ser que a expressao
de IDO seja estimulada pelo estrégeno nessas células, com
isso, a enzima quebra o triptofano, impedindo a proliferacao
eaacdo das células NK, bem como das células que estdo pre-
sente neste microambiente. A progesterona, hormoénio de
atuacdo na manutengao da gestacdo em humanos e animais
(Steckel etal. 2003), também é capaz de induzir a expressao
da IDO nas células presentes no ambiente uterino-placenta-

rio (Barrera et al. 2007). Uma das suas fungdes é a protegdo
do concepto contra o ataque do sistema imune materno por
inibigdo de células T (Siiteri et al. 1977, Steckel et al. 2003,
Peltier 2003, Ligam et al. 2005), também inibe diretamen-
te a estimulacdo da resposta imuno-enddcrina através da
sua interagdo com receptores de membrana (Peltier 2003).
Foi observado que a agdo da progesterona nao causa eleva-
¢des significativas sob a expressao de IDO nas células das
diferentes idades gestacionais analisadas. Porém, um fato
bastante relevante é a manutencdo da expressdo da IDO em
todas as células analisadas, ou seja, a progesterona pode
nao elevar a expressio de IDO, mas pode ser responsavel
por manter sempre em niveis controlados, necessarios para
a manutencdo da gestagdo. A acdo da progesterona nas cé-
lulas imunolédgicas é bastante conhecida, como nas células
dendriticas, em que estimula o amadurecimento das DCs
imaturas (Liang et al. 2006). Tais células ndo sdo capazes de
estimular os linfécitos T diretamente, no entanto terminam
o seu amadurecimento em um linfonodo regional, fagoci-
tando um antigeno, que pode ser proveniente do embrido, e
apresentam, via MHC, para as células T, induzindo a diferen-
ciacdo dos linfocitos ThO em Thl ou Th2, dependendo do
estimulo, que no inicio da gestacdo, pode ser um estimulo
pro-inflamatoério, devido a implantacdo embrionaria. Com
isso, citocinas proé-inflamatérias serdo produzidas, poden-
do estimular a expressdo de IDO nas células presentes neste
microambiente. Ainda, se o estimulo for anti-inflamatoério,
a progesterona estimula a producdo da citocina TGF- que
também é capaz de estimular a producao de IDO pela via
ndo candnica (NFkB), perpetuando a expressao da enzima
(Barrera et al. 2007). Contudo, a expressdo da enzima foi
verificada em todos os periodos gestacionais, em maior
ou em menor quantidade. Os fatores adicionados as cultu-
ras podem alterar a expressdo da enzima, nos mostrando
que fazem parte de uma rede intrincada de mecanismos
que controlam a reagdo imunolégica na regido da interface
materno-fetal, colaborando com a tolerancia ao feto semi-
-alogenéico. A presenca da IDO em todos os periodos ges-
tacionais mostra a sua importancia nos mecanismos de to-
lerancia, no entanto, sabe-se que existem inimeros outros
mecanismos que colaboram com a tolerancia materno-fetal
e que todos esses mecanismos devem agir em conjunto para
levar uma gestacdo a termo. Por fim, para compreender
como ocorre a modulagdo da expressao da IDO nas células
imunolégicas sdo necessarios mais estudos relacionados a
mecanismos de ativacdo e inibigao deste enzima, em regides
que é altamente expressa, como na interface materno fetal e
na maioria dos tumores. No caso dos bovinos, estes que sdo
animais essenciais e extremamente Uteis para o estudo dos
efeitos modulatoérios da IDO no que se refere as modifica-
¢bes celulares e funcionais no periodo gestacional, pois sdo
animais de grande interesse e importancia na pecuaria do
pais com altos indices de produgdo de carne e leite, e tam-
bém os problemas reprodutivos, como o aborto que podem
estar relacionados a rejeigao fetal.

Considerando as analises realizadas neste trabalho,
pode-se concluir que a IDO foi enunciada em todos os ti-
pos celulares, contudo s6 algumas células responderam de
maneira positiva aos fatores empregados. Os linfécitos B
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(CD25) foram os mais sensiveis em relagdo a estrégeno, ou
seja, foi o tipo celular que mais elevou a expressio da IDO.
A progesterona foi o fator que diminuiu a expressdo da IDO
nos linfécitos T (CD3, CD4) e as células NK. Dentre os fato-
res utilizados o interferon y foi o que aumentou a expressao
da IDO em todos os tipos celulares analisados, mesmo que
em algumas células foi um aumento discreto.
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