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The indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) is an enzyme responsible for catabolizing the
tryptophan. Its presence in the placental uterine environment is related to immunological
tolerance to the semi-allograft because it prevents proliferation of maternal immune cells,
either by the lack of this amino acid or by the action of its catabolites, such as the quinolinic
acid, which is particularly toxic for T lymphocytes. Little is known regarding the influence
of hormones and cytokines on the expression of IDO in the maternal fetal interface. There-
fore, the hypothesis that some hormones and interleukins present in uteroplacental region
could have an effect on the expression of IDO on cultured cells was tested. Cells derived
from the fetal maternal interface from Wistar rats were kept in culture and supplemented
with estradiol and interferon-y. Expression of the enzyme was assessed by flow cytometry
at periods of 4, 24 and 48 hours and confirmation of the presence of protein by immunohis-
tochemistry. The results showed an increasing of IDO expression after the addition of es-
trogen (9.03+0.81 to 11.25+0.25) and interferon-y (9.03+0.81 to 20.43+0.60). The effect of
interferon-y was expected as reported in the literature, however, elevated IDO expression
by estrogen represents new information on possible mechanisms involved in the enzyme
activation. These findings could provide a better understanding of IDO contribution on ma-
ternal-fetal tolerance and may collaborate to future therapeutic modulation of this enzyme.

INDEX TERMS: Indoleamine 2,3-dioxygenase, maternal-fetal tolerance, placenta, embryo,
flow cytometry.

RESUMO.- A indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) é uma
enzima responsavel por catabolizar o aminoacido tripto-
fano. Sua presenca no ambiente uterino placentario esta
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relacionada a tolerancia imunolégica ao semi-aloenxerto,
pois impede a proliferacdo de células imunolégicas mater-
nas, seja pela falta do aminodacido, ou pela acdo de alguns
catabolitos oriundos da quebra do triptofano, como o aci-
do quinolinico, que é téxico principalmente para os linfo-
citos T. Pouco se conhece sob a influéncia de substancias
(hormonios e citocinas) presentes na interface materno
fetal e a expressdo dessa enzima. Por esta razio, formulou-
-se a hipdtese de que hormonios e interleucinas presentes
na regido uteroplacentdria poderiam exercer algum efeito
na expressao da IDO. Células oriundas da interface mater-
no fetal de ratas Wistar foram mantidas em cultivo, onde
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receberam suplementacdo com estradiol e interferon-y. A
expressio da enzima foi avaliada pela técnica de citometria
de fluxo nos periodos de 4, 24 e 48 horas e confirmacdo da
presenca proteica por imuno-histoquimica. Os resultados
mostraram um aumento na expressao de IDO apés a adi-
¢do de estrégeno (9,03+0,81/11,25+0,25) e interferon-y
(9,03+0,81/20,43+0,60). O efeito do interferon-y ja era es-
perado como relatado na literatura, contudo, a elevacao da
expressao da IDO pela adi¢cdo do estrégeno constitui nova
informacdo sobre possiveis mecanismos envolvidos na ati-
vacdo da enzima. O melhor esclarecimento desses achados
poderia contribuir para uma melhor compreensao da par-
ticipacdo dessa enzima na tolerancia materno-fetal e para
uma futura modulagio terapéutica da mesma.

TERMOS DE INDEXA(,‘AO: Indoleamina 2,3-dioxigenase, toleran-
cia materno-fetal, placenta, embrido, citometria de fluxo.

INTRODUCAO

O comportamento biolégico no periodo gestacional agre-
ga varias mudang¢as imunoenddcrinas visando a tolerancia
aos antigenos paternos presentes no feto ( Kolb et al. 1984,
Croy et al. 1987, Mailankot & Nagaraj 2010). Um dos meca-
nismos de tolerancia materna ao semi-aloenxerto é media-
do pela enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) (Pereira
etal. 2005, Sedlmayr et al. 2014).

AIDO é expressa por um vasto grupo de células, incluin-
do as células trofoblasticas (Munn et al. 1998). Age redu-
zindo a concentragdo do aminoacido triptofano pelo seu
catabolismo, como ocorre no micro ambiente placentario
(Mellor & Munn 2001, Li et al. 2015). Células presentes
neste microambiente com alta expressao de IDO, podem
ser induzidas a um estado apoptético pela caréncia de trip-
tofano e pela acdo de catabolitos téxicos como a quinureni-
na, levando, principalmente as células T ativadas a apopto-
se, favorecendo a formag¢do de um ambiente tolerogénico
(Munn et al. 1998, Mellor et al. 2003, Saito et al. 2007).

Sabe-se que a atividade bioquimica e funcional da IDO é
estimulada, principalmente, pelo interferon-y (INF-y), pois o
mesmo induz a transcri¢io da proteina (Strehlow et al. 1993,
Kudo et al. 2004, Muller et al. 2005, Sugimoto et al. 2006).

Contudo, pouco se conhece sobre a relacdo entre o es-
trogeno, um dos principais hormonios presentes durante o
processo gestacional, e a IDO. Por isso, sabendo que o es-
trogeno altera o padrio de citocinas produzidas pelas cé-
lulas imunolégicas e, que a IDO é estimulada por algumas
destas citocinas, como o IFN- y, buscou-se, com este traba-
lho, verificar se a expressdo da enzima é influenciada por
tais substancias, avaliando o comportamento da expressao
da IDO em culturas de células presente na interface mater-
no fetal de ratas Wistar prenhes.

MATERIAL E METODOS

As amostras utilizadas foram oriundas de gestagdes de fetos nor-
mais coletados de animais de biotério (ratas Wistar com 85 dias
de idade). Devido as diminutas dimensodes dos embrides e placen-
tas, as células foram extraidas e analisadas em conjunto (células
do embrido + células placentdrias + células imunolédgicas), uma
vez que nao foi possivel separa-los com precisido. As amostras fo-
ram separadas em trés “pools” de cinco animais, a fim de se con-
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seguir um nimero minimo suficiente de células para a realiza¢do
das culturas e andlises propostas. O presente projeto encontra-
-se de acordo com os principios éticos de experimentacdo ani-
mal da Comissio de Etica para uso de animais da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo
(n21742/2009).

Cultivo celular. Os tecidos uterinos, as placentas e os embri-
oes foram seccionados e dissociados mecanicamente. Para isso,
utilizou-se uma malha de a¢o de 150 mesh de diametro acoplada
a uma placa de petri de 50ml. Apds esse procedimento, o conte-
udo presente no fundo da placa foi suspenso em meio de cultura
(D-MEM-Sigma Aldrich, USA), com 10% de SFB (Invitrogen, USA)
e, submetido a centrifugacdo (700xg, por 5 minutos a 20°C). O
sobrenadante foi descartado e as células foram novamente sus-
pensas em meio de cultura D-MEM (Sigma Aldrich, USA) 10% SFB
(Invitrogen, USA).

Procedeu-se a contagem e a estimativa de viabilidade das cé-
lulas pelo método de exclusdo por azul de trypan. Apos, as células
foram postas em placas de 48 pogos numa concentracdo de 1x 10°
células/250ul, sendo incubadas a 37°C e 5% de CO, até o inicio
das analises.

Os fatores foram adicionados ao inicio do cultivo e, os trata-
mentos foram assim constituidos: 1- sem tratamento, somente
meio de cultura (D-MEM-Sigma Aldrich, USA); 2-D-MEM + estra-
diol (E.C.P.® Cipionato de Estradiol Pfizer, Brasil - 0,002mg/250pul)
(Xiao et al. 2004); 3-D-MEM + interferon y (Millipore, USA -
0,01mg/250pl) (Gromann et al. 2003, Barrera et al. 2007).

Citometria de fluxo. Nos periodos estabelecidos para as anali-
ses, 4, 24 e 48hs, as células foram desprendidas das placas e centri-
fugadas a 700xg por 5 minutos a 20°C. Apés, as células (250pl con-
tendo 1x10° células) foram colocados em tubos de citometria (BD,
Brasil) e permeabilizadas com 0,3% de Triton X. Posteriormente
foram incubadas com 1 pl anticorpo primario anti-IDO (mouse mo-
noclonal IgG-Millipore, USA), por 30 min. Seguindo o protocolo, as
células foram lavadas e ressuspensas em PBS 0,1M, sendo incuba-
das com 1 pl anticorpo secundério goat anti-mouse conjugado com
FITC (goat anti mouse IgG, Dako, Dinamarca) por 30 min protegido
da luz. Por fim, as células foram novamente lavadas, resuspendidas
em 300 pl de tampao FACS (BD, Brasil) e analisadas em citdmetro
de fluxo (FACS Calibur - BD-Cytek, USA). A viabilidade celular foi
novamente verificada utilizando o Kit Live/Dead cells (Fixable Vio-
let Dead Cell Stain Kit-Invitrogen, USA). Controles para autofluores-
céncia e marcagdo cruzada pelo anticorpo secundario foram rea-
lizados com grupos contendo somente células e grupos contendo
somente células e o anticorpo secundario, respectivamente.

Imuno-histoquimica. Cortes de 2um foram desparafinizados
em xilol (2x10 min), reidratados em uma série decrescente de eta-
nol (etanol 100%, 2x5 min; etanol 95%, 5 min; etanol 70%, 5 min)
e lavados em agua destilada (5 min). A recuperagdo antigénica
ocorreu incubando-se em solugao tampao citrato 10nM, pH 6, por
5 minutos, a temperatura ambiente, seguida por 15 minutos de ir-
radiacdo em micro-ondas em poténcia alta (560W). Em seguida, as
laminas foram resfriadas por 20 minutos a temperatura ambiente e
lavadas em dgua destilada por 5 minutos. A atividade da peroxidase
enddgena foi bloqueada incubando-se as laminas em peroéxido de
oxigénio a 1% diluido em metanol por 30 minutos, em freezer. As
mesmas foram lavadas em tampao ICC/Triton X 0,3%, pH 7,2-7,4
(PBS + 3ml de Triton X/litro), trés vezes de 5 minutos, e incubadas
em caseina (Protein block Serum-Free, X0909, Dako North Ameri-
ca, Inc.) por 20 minutos, a temperatura ambiente, para bloquear
sitios de ligagdes inespecificas. Apds a secagem do bloqueador, o
anticorpo priméario IDO-Clone 10.1 (mouse monoclonal IgG-Milli-
pore, USA) foi utilizado na dilui¢do de 1:600 e incubados overnight
a 4°C. Os controles negativos foram incubados com um anticorpo
monoclonal irrelevante, isotipo especifico, em concentragdo igual
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ao do respectivo anticorpo primario (Coulter Imnmunotech Diagnos-
tics, Alemanha). Apds lavagem em tampdo ICC por trés vezes de 5
minutos, o anticorpo secundario biotinilado (Biotinylated Link; kit
Dako LSAB + System-HRP, K0679, Dako North America, Inc) foi adi-
cionado e as laminas incubadas por 15 minutos a temperatura am-
biente. As mesmas foram lavadas em tampao ICC por trés vezes de
5 minutos e incubadas com o complexo estreptavidina-peroxidase
(Streptavidin-HRP; kit Dako LSAB + System-HRP, K0679, Dako Nor-
th America, Inc.) por 15 minutos, a temperatura ambiente. Apds
lavagem com tampao ICC por trés vezes de 5 minutos, a reagdo de
imuno-histoquimica foi iniciada com o cromdgeno DAB (DAB +
Subtrate buffer; kit Dako LSAB + System-HRP, K0679, Dako North
America, Inc) por aproximadamente 60 segundos. Em seguida, as
laminas foram lavadas duas vezes de 5 minutos em agua destilada,
rapidamente contracoradas com hematoxilina (aproximadamente
30 segundos), lavadas em agua corrente por 10 minutos, reidrata-
das em uma série graduada de alcool (70%, 95%, I e [; 2 minutos
cada) e xilol (II e I; 2 minutos cada) e, finalmente, montadas com
Permount® (Thermo Fisher Scientific Inc, EUA).

Analise estatistica. Utilizou-se o teste ANOVA (one-way)
para verificar a significancia da variacdo existente entre as mé-
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dias de cada fator nos trés diferentes pools, seguido pelo teste de
TUKEY-KRAMER indicado para localizar qual subgrupo de médias
sofreu maior alteragdo pelo fator adicionado quando comparado
ao grupo controle. Ambos realizados com a utilizacdo do software
INSTAT3 (Graph Phad - San Diego- USA), sendo os resultados con-
siderados significativos quando p < 0,05.

RESULTADOS

Citometria de fluxo

A expressdo de IDO apresentou um aumento significati-
vo 4h apés a adigao de estrogeno (9,03+0,81/11,25£0,25) e
24h ap6s a adicdo de interferon y (9,03+0,81/20,43+0,60),
conforme apresentados no grafico (Fig.1). Exemplos das
aquisicdes em histograma sao mostrados na Figura 2 e, a
presenca da IDO a interface materno fetal esta demonstra-
da na Figura 3.

Imuno-histoquimica
A proteina IDO foi detectada no meio intracelular da
regido interface materno fetal, por meio da imuno-histo-
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Fig.1. Valores médios e respectivos desvios-padrdes da expressao da IDO (%) em células placentarias e embriondrias de ratas
prenhes (seis “pools” de 5 animais) em cultura no periodo de 4, 24 e 48 horas apos a adicdo de estrégeno e interferon-y.
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Fig.2. Exemplos de aquisi¢des em histograma da ex-
pressdo da IDO (%) em células dos pools de ratas i
prenhes em cultura no periodo de 4 h apés a adi-
¢do de hormodnios e citocinas. (A) Perfil morfolé-
gico das células de utero, embrido e placenta, (B) I
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Fig.3. Imuno-histoquimica da regido interface materno fetal realizada em dois periodos gestacionais, (A,B) com 13
dias e (C,D) com 6,5 dias de gestacdo. As imagens A e C sdo controles negativos e as B e D apontam as regides

com a presenca da enzima (IDO).

quimica realizada em dois periodos gestacionais, 6,5 e 13
dias (Figura 3). Conforme visto nas imagens da imuno-his-
toquimica a IDO é altamente expressa nas células da regido
utero placentaria em ambos os periodos, porém com maior
intensidade no sexto dia gestacional, conforme visto na
imagem D. A expressdo da enzima é bastante evidente nas
células da juncdo tutero placentaria, conforme visualizado
na figura (D1) e, também, nas células ao redor dos vasos
sanguineos (D2), bem como nas vilosidades presentes na
regido da interface materno fetal (B).

DISCUSSAO

A expressao de IDO apresentou um aumento apo6s a adi¢do
de estrogeno, porém, houve um aumento significativo apds
a adicdo do interferony.

Durante a implantacdo embrionaria a inflamagao é um
processo notério, onde existe uma vasta gama de citocinas
decorrentes do desenvolvimento desse processo (citocinas
proé-inflamatérias), como o interferon y. Ja é sabido que o
IFN-y estimula uma forte atividade bioquimica e funcional
da IDO, pois induz a transcri¢do da proteina (IDO) pela via
de sinalizacdo JAK 1 e JAK 2 (Mailankot & Nagaraj 2010).

A expressao de IDO pelo IFN-y sugere uma modulagio
da resposta imunolégica sinalizada por uma citocina pro-
-inflamatéria, pois a enzima é capaz de atenuar a respos-
ta imunolégica em determinado microambiente em que
é expressa (Munn et al. 1998), como no caso da interface
materno fetal, local com alta reposta inflamatéria durante
o processo de implantacdo embrionaria, em que a enzima
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pode atenuar a resposta imunolégica contra o aloenxerto,
devido a sua capacidade de catabolizar o triptofano, impe-
dindo o acesso das células imunoldgicas a esse composto,
que é vital para a sua sobrevivéncia e multiplicacdo. Com
isso a interface materno fetal torna-se um local privilegia-
do, pois pode-se pressupor que a IDO age como um imu-
nomodulador, fazendo parte de um mecanismo de controle
da resposta imunolégica em determinado microambiente.

Ainda ndo sdo conhecidos quais os tipos celulares que
expressam IDO na interface materno fetal de ratas Wistar,
no entanto, em humanos e camundongos a sua expressao é
vista em células imunolégicas, como linfécitos T e células
dendriticas (Munn et al. 1999, Mellor et al. 2003, Munn et
al. 2004, Hainz et al. 2005 ). Vale ressaltar que a expressao
de IDO é maior no inicio da gestacdo, conforme visto em
nosso trabalho pela imuno-histoquimica, em que a expres-
sdo de IDO foi maior nos animais com 6,5 dias de gestagdo
(Suzuki etal. 2001).

Ainda, conforme mostrado na imuno-histoquimica, cé-
lulas ao redor dos vasos sanguineos presentes na regido
utero placentaria expressam consideravelmente a enzima,
um fato muito interessante, pois células imunolégicas po-
dem estar migrando do endotélio vascular para os tecidos
placentarios, na tentativa de atacar o concepto. A presen-
¢a da IDO nesta regido pode sugerir que células com alto
potencial migratério, como os macrdfagos e células dendri-
ticas, possam potencialmente expressar a enzima, colabo-
rando com a tolerancia materno fetal, ja que tais células sdo
as principais iniciadoras de uma resposta imunolégica.
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Supde-se que no inicio da gestacdo a reposta imunologi-
ca contra o aloenxerto seja maior, pois o mesmo esta sendo
reconhecido pelo sistema imunolégico materno como um
corpo estranho, por isso, a modulagdo do sistema imuno-
légico deve ser maior, explicando a alta expressao de IDO
nesse periodo. No entanto o ataque ao aloenxerto nido é
cessado, apesar de menos severo, durante todo o processo
gestacional, sendo necessario que a enzima esteja presen-
te, durante toda a gestacdo, para proteger o concepto.

0 estradiol exerce seus efeitos nas células que possuem
receptores especificos para o mesmo, como os linfécitos B,
T, células dendriticas (Tanriverdi et al. 2003). A adigdo de
estradiol em nossos experimentos conduziu a um leve au-
mento da expressao de IDO. Tal resultado poderia ser jus-
tificado devido ao fato de que células da placenta e de em-
brides com 6,5 dias de gestacdo apresentam baixo nimero
de receptores disponiveis (Morishige & Leathem 1972) e,
tais receptores ja poderiam estar ocupados pelo estradiol
endégeno, excluindo a alta influéncia do estrégeno na ex-
pressdo de IDO.

No entanto, quando o estrégeno se liga aos seus recepto-
res especificos presentes nas células imunoldgicas, ocorre
uma mudanca de perfil, em que as células podem produzir
citocinas proé-inflamatérias, dependendo da necessidade e
do momento (Kramer et al. 2012), um fato contraditério,
pois uma resposta inflamatdria poderia causar a rejeicdo
fetal. Porém, citocinas pré-inflamatoérias sdo capazes de es-
timular fortemente a expressdo de IDO, que ird impedir o
desenvolvimento de uma resposta inflamatoria prejudicial
ao processo gestacional.

Conforme visto neste trabalho, o estrégeno tem poder
de alterar a expressao de IDO, o que o torna ainda mais im-
portante no microambiente da interface materno fetal, pois
pode estar indiretamente relacionado a mecanismos de
controle do sistema imunolégico materno, agindo pela mu-
danca de perfil das células imunolégicas com consequente
estimulacdo da IDO, mecanismo capaz de atenuar as res-
postas imunolégicas maternas contra o aloenxerto.

0 aumento de IDO apds a suplementacdo com IFN-y e
estrégeno sugere que as proprias células uterinas ou, que
outras células presentes no utero, como por exemplo, ma-
crofagos, células dendriticas, linfocitos entre outras, sofram
influéncia destes fatores. Por isso, estudos em andamento
por nosso grupo estdo investigando as possiveis células en-
volvidas (Szekeres-Bartho & Wegamnn 1996, Druckmann
& Druckmann 2005, Barrera et al. 2007), buscando com-
preender os mecanismos de ativacdo e inibi¢do da enzima,
na tentativa de modular a expressao da IDO, que podera
ser utilizada, no futuro, em tratamentos de disturbios ges-
tacionais relacionados a tolerancia materno-fetal, além de
aspectos como alergia, imunologia de tumores, autoimuni-
dade e infec¢do por HIV.

CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos, foi possivel eviden-
ciar um aumento significativo na expressao de IDO quando
as células foram submetidas a suplementagdo com inter-
feron-y e, um discreto aumento com adicao de estrégeno,
0 que permite novas hipoteses para melhor compreensao

da participacdo dessa enzima na tolerancia materno-fetal,
particularmente em relagdo a sua interagdo com hormo-
nios e citocinas presentes no utero gestante.

Considerando os resultados obtidos, verificou-se que o
estrogeno e o interferon-y causam alteracdes na expressao
da enzima indoleamina 2,3 dioxigenase.

Tais achados contribuem para o desenvolvimento de
novas hipdteses para melhor compreensao das vias em que
citocinas (interferon-y) e horménios esteroides (estroge-
no) atuam para interferir na expressao da IDO nas células
da interface materno fetal.
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