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RESUMO 

 

SANTOS, G. M. F. Avaliação da influência da expressão da indoleamina 2,3-dioxigenase 

no ciclo celular de células placentárias e embrionárias murinas e de ratas em cultivo 

celular, frente à ação de hormônios e citocinas. [Evaluation of the influence of the 

expression of indoleamine 2,3-dioxygenase on the cell cycle of murine and rat embryonic 

cells and placental cells in culture supplemented with hormones and cytokines]. 2012. 76 f. 

Dissertação (Mestrado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2012. 

 

A indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) desempenha um papel importante na tolerância 

materno-fetal devido á sua ação de catabolizar o triptofano e, consequentemente, impedir a 

proliferação de linfócitos T, que necessitam desse aminoácido para se manter. Hormônios da 

reprodução também participam do processo de sobrevivência do feto alogênico, como a 

progesterona que bloqueia o estímulo mitogênico da proliferação de células T, modula a 

produção de anticorpos, favorece a produção de IL-10, etc. e o estradiol, que pode modular o 

perfil imune Th1 ou Th2 na gestação, dependendo de sua concentração. Contudo, a existência 

ou não de correlação da ação da IDO com esses hormônios ou vice-versa ainda encontra-se 

pouco evidenciada. Desta forma este trabalho verificou a influência da expressão da IDO e às 

ações de hormônios da reprodução e citocinas no ciclo celular de células oriundas de fetos e 

placenta de gestação a termo de fêmeas de ratas e camundongos em cultivo. Este estudo foi 

realizado em complementação a um trabalho anterior, no qual foi realizada uma avaliação da 

expressão da IDO por citometria de fluxo em células uterinas, de placentas e de embriões de 

ratas e camundongos fêmeas prenhes e não prenhes que foram mantidas em cultivo e 

suplementadas com estradiol, progesterona, interferon γ, triptofano e 1-metil-DL- triptofano. 

A avaliação das fases do ciclo celular foi realizada pela citometria de fluxo. De acordo com os 

resultados, em relação ao efeito dos tratamentos no comportamento das células no ciclo 

celular, podemos observar que, em ratas prenhes e não prenhes, ao adicionar estradiol, houve 

maior predominância das células em fase G1 nos períodos de 4 e 24 horas, bem como no 

grupo de camundongos fêmeas prenhes. Algumas células uterinas de ratas não prenhes 

tratadas com estradiol, assim como as tratadas com progesterona e interferon γ progrediram 

no ciclo para fase de síntese nos tempos de 24 e 48 horas. Com a adição de triptofano 

podemos notar nos grupos de ratas não prenhes, camundongos fêmeas prenhes e não prenhes, 

um aumento da quantidade de células na fase G1 nos três períodos analisados. No grupo de 

ratas prenhes foi observado uma predominância celular em fase G1 nos tempos de 4 e 24 

horas, sendo que em 48 horas, as células sofreram fragmentação de DNA. As células que 
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foram suplementadas com 1- metil – DL - triptofano + triptofano mantiveram o mesmo 

comportamento no ciclo celular , se mantendo em fase G1 nos tempos de 4, 24 e 48 horas 

grupos prenhes e não prenhes de ratas e nos tempos de 4 e 24 horas nos grupos de 

camundongos fêmeas prenhes e não prenhes, estando com seu DNA fragmentado e em fase de 

síntese, respectivamente, no tempo de 48 horas. A suplementação dos diversos fatores aos 

cultivos celulares permitiu observar alterações na dinâmica do ciclo celular, representada 

principalmente por um aumento de células em fase G1 nos grupos de células placentárias e 

embrionárias que receberam progesterona, estradiol, interferon  e triptofano e apresentaram 

um significativo aumento da expressão de IDO, e que permite inferir que provavelmente a 

síntese de RNAm esteja correlacionada à produção da IDO. 

  

 

Palavras-chave: Indoleamina 2,3-dioxigenase. Estradiol. Triptofano. Progesterona. Placenta. 

Embrião. 
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ABSTRACT 

 
SANTOS, G. M. F. Evaluation of the influence of the expression of indoleamine 2,3-

dioxygenase on the cell cycle of murine and rat embryonic cells and placental cells in  

culture supplemented with hormones and cytokines. [Avaliação da influência da expressão 

da indoleamina 2,3-dioxigenase no ciclo celular de células placentárias e embrionárias 

murinas e de ratas em cultivo celular, frente à ação de hormônios e citocinas]. 2012. 76 f. 

Dissertação (Mestrado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2012. 

 

 
The indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) plays an important role in maternal-fetal tolerance 

due to its capacity to catabolize tryptophan and thereby preventing the proliferation of T 

lymphocytes, necessary for their maintenance. Reproductive hormones are also involved in 

the process of survival of semi-allogeneic fetus, as progesterone that blocks mitogenic 

stimulation of T cell proliferation, modulates antibodies production, promotes production of 

IL-10, etc. and estradiol, that can modulate the Th1 or Th2 immune profile during pregnancy, 

depending on its concentration. However, there is very few evidences regarding a possible 

correlation between IDO expression and these hormones; thus this study examined the 

influence of the expression of IDO and the actions of reproductive hormones and cytokines in 

the cell cycle of cells derived from fetuses and placenta at term gestation of female rats and 

mice in culture. This study was conducted as a complement to an earlier work, in which an 

evaluation was made of the IDO expression by flow cytometry in uterine cells, placentas and 

embryos of pregnant rats and mice and non-pregnant females that were maintained in culture 

and supplemented with estradiol, progesterone, interferon γ, tryptophan and 1-methyl-DL-

tryptophan. The cell cycle evaluation was conducted by flow cytometry. According to the 

results, regarding the effect of treatments on the behavior of the cells in the cell cycle, it was 

observed that in pregnant and non-pregnant rats after the addition of estradiol, there is a 

greater predominance of cells in G1 phase at periods of 4 and 24 hours, that also was noted in 

the group of pregnant female mice. Uterine cells from non-pregnant female rats treated with 

estradiol and progesterone as well as treated with interferon γ progressed to the phase of 

synthesis on the cycle, at 24 and 48 hours. With the addition of tryptophanin the groups of 

non-pregnant rats, pregnant and non-pregnant mice , an increased amount of cells in the G1 

phase were observed in the three periods analyzed. In the group of pregnant rats a 

predominance of  cells in the G1 phase was observed in periods of 4 and 24 hours, and 48 

hours, where the cells undergone DNA fragmentation. In pregnant and non-pregnant rats the 
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cells supplemented with 1 - methyl - DL - tryptophan + tryptophan remained at G1 phase in 

periods of 4, 24 and 48 hours and  4 and 24 hours for cells from pregnant and non-pregnant 

mice , that show ragmented DNA followed by synthesis at 48 hours period. Supplementation 

of the various factors to cell cultures allowed to observe dynamic changes in the cell cycle, 

represented primarily by an increase of cells in G1 phase in groups of embryonic and 

placental cells that received progesterone, estradiol, interferon  and tryptophan and showed a 

significant increase in the expression of IDO, that allows us to infer that the mRNA synthesis 

is probably correlated to the production of IDO. 

 

Keywords: Indoleamine 2,3-dioxygenase. Estradiol. Tryptophan. Progesterone. Placenta. 

Embryo. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A gestação constitui um fenômeno ímpar no organismo no que se refere ao 

comportamento do sistema imune. O feto é resultante da união entre dois indivíduos 

incompatíveis do ponto de vista imunológico. Ele tem sido comparado com um enxerto semi-

alogênico, pois expressa moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) 

tanto materno quanto paterno e, o sistema imune da mãe precisa driblar os antígenos fetais 

durante toda a gestação (KOLB; CHAOUAT; CHASSOUX, 1984; CROY; WOOD; KING, 

1987; THELLIN, 2000), havendo o desenvolvimento de um complexo sistema de membranas 

denominado placenta, um órgão transitório, que envolve o concepto e se encontra fundida à 

mucosa uterina, realizando trocas materno-fetais de nutrientes e oxigênio. A placenta é a 

justaposição ou fusão de membranas fetais com o endométrio, que difere em muitos aspectos 

de outros órgãos e está ligada ao embrião pelo cordão umbilical. Sua forma definitiva é 

determinada pela distribuição das vilosidades sobre a superfície coriônica (LEISER; 

KAUFMANN,1994). 

 O paradoxo imunológico observado na reprodução de mamíferos, no qual antígenos 

fetais são tolerados pelo organismo materno, traz novos conceitos para a compreensão da 

imunomodulação (LUPPI et al., 2002). Durante a gravidez, o feto, que é considerado 

imunologicamente alogênico (por possuir metade dos genes paternos), não é rejeitado pela 

mãe. O intrigante mecanismo pelo qual o sistema imune da mãe reconhece o feto como dele 

mesmo ainda não foi completamente desvendado (THELLIN, 2000), porém existem fortes 

evidências que a enzima indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO) (MUNN et al., 1998), exerce um 

importante papel neste contexto, além do controle da citotoxidade direta das células natural 

killer uterinas (uNK), atividade das células T regulatórias, a liberação de diferentes citocinas e 

a influência hormonal sobre o sistema imune materno (SARAFANA et al., 2007). 

Um dos possíveis mecanismos pelo qual a IDO, que é produzida pelas células 

trofoblásticas (MUNN et al., 1998), exerce efeito imunomodulador, compreende a supressão 

de células T locais, dependentes de aminoácido L-triptofano, através de apoptose das mesmas 

e, promovendo assim uma tolerância imunológica (MELLOR; MUNN, 2001; MELLOR et 

al., 2002; TAKIKAWA, 2005; SAITO et al., 2007).  

Outro caminho pelo qual a indoleamina 2,3 dioxigenase dribla o sistema imune dá-se 

pela produção de metabólitos gerados a partir do triptofano, derivados da quinurenina. 

Estudos demonstraram que células dendríticas expressando IDO inibem a proliferação de 
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linfócitos T “in vitro” e a adição de derivados da quinurenina potencializa esse efeito 

inibitório (TERNESS et al., 2002). 

Contribuindo também com estabelecimento e a manutenção da gestação, a 

progesterona, possui diferentes funções nos eventos endócrinos e imunológicos relacionados 

ao período de crescimento e desenvolvimento fetal e mamário (ARCK et al.,2007).  Esse 

hormônio promove a estimulação do crescimento e diferenciação do endométrio para a 

implantação do blastocisto e da inibição das contrações do miométrio (SZEKERES-

BARTHO; SZEKERES, 1992; MANETTI et al., 1995), além de exibir diversas ações 

imunossupressoras contribuindo para o estado de tolerância contra os antígenos do concepto, 

a exemplo da inibição das células Th1 pela ação do fator bloqueador induzido pela 

progesterona (PIBF), que leva à redução dos agentes pró-inflamatórios, havendo consequente 

predominância das células Th2, responsáveis pela produção de citocinas favoráveis a 

gestação, dentre elas a IL-4 e a IL-10 (BARTHO; WEGMANN, 1996).  

Além da progesterona, outro hormônio que possui papel importante na gestação é o 

estrógeno, atuando no crescimento placentário e no desenvolvimento embrionário, com 

propriedades pró e anti-inflamatórias, como produção de citocinas, afetando as funções 

celulares (IETTA et al.,2010), desta forma também interferindo nos mecanismos de tolerância 

materno-fetal. Outro papel desempenhado pelo estradiol é o aumento da expressão de IDO 

mRNA pelas células dendríticas comandando a supressão das funções das células T via IDO 

(PHAN; YANG; SHERRY, 2003).  

Dentre as citocinas produzidas durante o período gestacional, o interferon–gama 

(IFNγ) é secretado pelas células T auxiliares do tipo 1 (Th1) e está envolvida na  apresentação 

de antígenos para células dendríticas e epiteliais, monócitos, macrófagos, fibroblastos, bem 

como a estimulação de uma forte atividade bioquímica e funcional da enzima indoleamina 2,3 

dioxigenase (WANG et al., 2010). 

O interferon-γ estimula uma forte atividade bioquímica e funcional da IDO, pois 

induzem a expressão dos genes que codificam esta enzima (KUDO et al., 2004), estimulando 

deste modo a IDO a degradar o triptofano em quinurenina (YOSHIDA et al., 1981; YASUI et 

al., 1986; YOSHIDA et al., 1986; RUBIN et al., 1991; FROLOVA et al., 1993; FLECKNER 

et al., 1995; TOLSTRUP et al., 1995; WIRLEITNER et al., 2003; KUDO et al., 2004; 

BOASSO et al., 2005; SUGIMOTO et al., 2006).  

De acordo com Muller et al. (2005), há um potente inibidor da atividade enzimática da 

IDO, denominado 1-metil- DL- triptofano, que reverteu o efeito supressor sobre as células T, 

facilitando uma resposta proveniente dessas células contra os antígenos (GROHMANN; 
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FALLARINO; BIANCHI, 2001; GROHMANN; FALLARINO; SILLA, 2001; QIAN et al., 

2009), assim como a inibição da produção de catabólitos do triptofano, como a quinurenina 

(MUNN et al., 1999; HWU et al., 2000; MELLOR et al., 2003). 

 Considerando que a enzima indoleamina 2,3 dioxigenase apresenta níveis elevados em 

mulheres grávidas (STREHLOW; SEEGERT; FRICK, 1993) e que há evidências de sua 

expressão em células uterinas, placentárias e embrionárias (ratas e camundongos fêmeas 

prenhes) em cultivo, as quais se mostraram sensíveis aos fatores (estradiol, progesterona, 

interferon γ, triptofano e 1- metil – DL - triptofano + triptofano), segundo Salvadori (2011), 

este estudo busca avaliar o comportamento no ciclo celular destas mesmas células e a 

correlação desta dinâmica com a expressão da IDO. 
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2 OBJETIVO 

 

 

2.1 GERAL 

 

 

 

 Verificar a influência da das ações de hormônios da reprodução e citocinas no ciclo 

celular de células oriundas de fetos e placenta de fêmeas de camundongos e ratos em cultivo, 

bem como se existe alguma correlação entre a expressão de IDO e a adição desses fatores.  

 

 

 

2.2 ESPECÍFICOS  

 

 

2.2.1 Avaliar, pela citometria de fluxo, a expressão da IDO e o ciclo celular de células 

placentárias e embrionárias murinas e de ratas frente à adição de:  

 

 

a. Estradiol  

b. Progesterona;  

c. Triptofano;  

d. Interferon γ;  

e. 1-Metil-DL-Triptofano.  

 

 

2.2.2 Verificar a existência da correlação da expressão da IDO e a adição dos hormônios e 

citocinas no ciclo celular de células placentárias e embrionárias murinas e de ratas em cultivo. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 A revisão de literatura consultada neste trabalho segue abaixo. 

 

 

3.1 PLACENTA: RATO E CAMUNDONGO  

 

 

 A gravidez é caracterizada pelo estímulo do sistema imunológico inato e supressão do 

sistema imunológico adaptativo (LUPPI et al., 2002). A placenta desempenha um papel 

importante na vigilância imunológica e nos mecanismos da tolerância materna ao feto. 

(THELLIN et al., 2000). 

 Em roedores, a placenta é constituída pela porção materna, a decídua, além de 

apresentar duas regiões distintas denominadas zona juncional e a zona do labirinto. A zona 

juncional está localizada próxima à decídua materna e ambas as regiões possuem funções 

endócrinas (GIBORI, 1994; SOARES et al.,1996), sendo irrigadas apenas pelo sangue 

materno e tendo como barreira placentária, camadas trofoblásticas junto ao endotélio fetal. 

O desenvolvimento da placenta hemotricorial resulta do crescimento do cone 

ectoplacentário e da associação das suas células com células de origem alantóica. As células 

da trofectoderme do blastocisto transformam-se em células gigantes do trofoblasto por volta 

do 5º - 6º dia. Durante o crescimento do cone, células da periferia destacam-se formando as 

células gigantes do trofoblasto secundárias enquanto as outras células na região central dão 

origem aos outros componentes trofoblásticos da placenta (ENDERS, 1965; HOFFMAN; 

WOODING, 1993).  As células gigantes do trofoblasto têm propriedades fagocíticas e 

invasivas, produzindo enzimas proteolíticas. Estas células invadem a decídua e migram para 

os vasos maternos ocupando o lugar das células endoteliais (WELSH; ENDERS, 1987).  

Após ruptura dos vasos maternos, o sangue migra para os espaços intercelulares 

gigantes de células trofoblásticas. Assim, o cone ectoplacentário aparece com lacunas 

vasculares maternas, sendo externamente limitado por uma camada de células gigantes. Em 

relação à parte superficial do cone ectoplacentário surge a mesoderme corioalantóide, que se 

diferencia em mesênquima fetal e nos canais vasculares (DAVIES; GLASSER, 1968). 

  A mesoderme estende-se profundamente por todo o trofoblasto do cone 

ectoplacentário, onde já existem os canais vasculares maternos, formando assim o início da 
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zona do labirinto, que recebe tanto sangue materno quanto sangue fetal, constituindo a 

principal região de trocas metabólicas da placenta (DAVIES; GLASSER, 1968; FERRO, 

1991).  

 As camadas trofoblásticas, em ratos e camundongos, são organizadas em três camadas, 

dentre elas:  

 

 Camada I: células individualizadas, sendo algumas gigantes e com funções 

endócrinas (SOARES et al., 1996) , entram em contato com sangue materno. Nesta 

camada podem ocorrer fenestrações (TAKATA et al., 1997); 

 Camada II: podendo ser denominada também como intermédia, esta camada tem 

como característica presença de células sinciciais com função exclusivamente 

endocítica, contendo vesículas cobertas por clatrina (TAKATA et al., 1997);  

 Camada III: é uma camada sincicial, impedindo a passagem de macromoléculas, com 

função de barreira (ENDERS et al., 1998).  

 

 

3.2 TOLERÂNCIA MATERNO FETAL 

 

 

 O genoma do concepto semi-alogênico é composto por metade materna e metade 

paterna, desta forma presume-se que o sistema imune da mãe possa rejeitá-lo por representar 

um enxerto paterno (BOUMA et al., 1996), mas isso geralmente não ocorre. A tolerância do 

“enxerto” fetal alogênico pelo sistema imune materno continua sendo um enigma médico que 

estimula pesquisas por mais de meio século (THELLIN, 2000).  

 Em humanos a placenta hemocorial e as células trofoblásticas fetais apresentam um 

contato muito próximo com as células imunes maternas. A razão para isso é que as células 

trofoblásticas extravilosas (EVT) invadem a mucosa uterina materna (chamada “decídua” 

durante a gravidez). Além disso, no primeiro trimestre o miométrio, assim como as artérias 

espirais deciduais são invadidos pelas EVT. Estes processos são denominados invasão 

intersticial e endovascular, respectivamente (VON RANGO, 2008). A invasão do trofoblasto 

assegura a ancoragem da placenta dentro da parede uterina e o acesso do feto ao sistema 

vascular materno para manter a fonte do oxigênio e dos nutrientes. A capacidade invasora das 

EVT é a mais forte durante o primeiro trimestre (1-12 semanas da gravidez) declinando 

posteriormente. Durante o primeiro trimestre o contato íntimo entre as células imunes materna 
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e as células fetais são restringidas a decídua. No início do segundo trimestre o sangue materno 

começa a perfundir o espaço interviloso (FOIDART, 1992; JAFFE; JAUNIAUX; HUSTIN, 

1997; BURTON; JAUNIAUX; WATSON, 1999; SCHAAPS et al., 2005). Isto significa que 

durante o segundo trimestre o local inicial de contato entre as células fetais e a decídua 

materna é estendido ao corpo inteiro e o sistema imune da mãe entra em contato com os 

imunógenos fetais. 

 Não obstante, em gestações bem sucedidas o concepto é tolerado e a gravidez chega ao 

termo sem problemas imunológicos. Consequentemente sugeriu-se que a gravidez exigisse 

uma imunossupressão materna geral. Entretanto, o status imune das mulheres grávidas bem 

como sua resposta aos vários estímulos mostrou que a resposta imune das mulheres grávidas 

não é reduzida significativamente quando em comparação com mulheres não-grávidas 

(THELLIN, 2000).                                      

 Numerosas hipóteses têm sido descritas para explicar o sucesso na gestação de fetos 

semi-alogênicos de mamíferos em mães imunocompetentes. A modulação de células maternas 

que medeiam respostas imunes contribui diretamente para a sobrevivência celular. Além da 

possível ausência de linfócitos T na decídua, inclui-se uma variedade de agentes responsáveis 

pela redução dos linfócitos responsivos às células alogênicas, os próprios tecidos 

embrionários e os fatores derivados de células fetais e deciduais (KOLB; CHAOUAT; 

CHASSOUX, 1984; CROY; WOOD; KING, 1987).                           

 O sistema imune é bem controlado pelo balanço entre imunoestimulação e 

imunoregulação. CD4+ e CD25+ (células T regulatórias) e a IDO mediam a tolerância 

materna ao feto alogênico (SAITO et al., 2007).                                                        

 A produção de IDO pelas células trofoblásticas representa um pré-requisito para a 

tolerância do feto semi-alogênico, já que as células fetais não sendo idênticas às da mãe 

podem ser passíveis a ocorrência de reação imune (MUNN et al., 1998). Estudos com células 

humanas indicam que altas concentrações dos metabólitos do Triptofano inibem a 

proliferação de células T (FRUMENTO et al., 2002; MUNN; SHARMA; LEE, 2002; 

TERNESS  et al., 2002).              

             

 

  3.3 INDOLEAMINA 2,3-DIOXIGENASE       

            

            

 As oxigenases são metais contendo enzimas que catalisam a incorporação de uma 
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molécula de oxigênio (O2) dentro do substrato, e isso leva a um modelo no metabolismo e 

síntese de uma variedade de substâncias biológicas. Dois tipos de oxigenases são conhecidos: 

monooxigenases e dioxigenases (MELLOR; MUNN, 2001).                                           

 Estudos realizados nas décadas de 50 e 60 descrevem que dois hemes contendo 

dioxigenases - indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) e triptofano 2,3-dioxigenase (TDO), 

catalisam o metabolismo do L-Triptofano (L-Trp) em quinurenina (Kyn). O aumento nos 

níveis de Kyn, metabólitos do ácido quinolínico e 3-hidroxiquinurenina (3 OHKyn) podem 

ser observados em um número de desordens psiquiátricas ou neurológicas. O L-Trp serve 

como precursor na síntese do neurotransmissor serotonina e do hormônio melatonina. A IDO 

exibe um substrato de especificidade mais amplo que o TDO, pois esta forma pode degradar 

indoleaminas, incluindo o L-Trp, o D-Trp, a serotonina, a melatonina e a triptamina 

(MELLOR;MUNN, 2001).                                                                                                             

 A IDO está envolvida no sistema de imunoregulação. A supressão de células T 

dependente de IDO e a indução por células dendríticas sugerem que o catabolismo do L-Trp 

tem efeitos profundos na proliferação e diferenciação das células T que implicam em 

manipulações imuno-terapêuticas de pacientes com câncer e doenças infecciosas crônicas. 

Sugere-se que a atividade da IDO reduziria a concentração de Triptofano e desta forma as 

células do sistema imune ativadas não conseguiriam proliferar e entrariam em apoptose 

devido a este estado de carência no micro ambiente placentário (MELLOR; MUNN, 2001; 

TAKIKAWA, 2005).                                                                                                                     

 A modulação, ativação, proliferação e mesmo a indução de processos apoptóticos em 

células T tem sido demonstrada como secundários a ação da IDO, cuja expressão foi 

observada em macrófagos, células dendríticas, células gigantes trofoblásticas em 

camundongos, no trofoblasto extraviloso e viloso em humanos (MUNN et al., 1999; 

MELLOR; BABAN; CHANDLER, 2003; MUNN; SHARMA; MELLOR, 2004; HAINZ; 

OBEXER; WINKLER, 2005), e, pelos catabólitos da degradação do Triptofano 

(FALLARINO; GROHMANN; VACCA, 2002; LEE et al.; 2002). O aumento na degradação 

de Triptofano é observado em pacientes com ativação de células imunes (WIRLEITNER et 

al.,2003).                                                                                                                                      

 O Interferon- γ estimula a enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) que degrada o 

Triptofano em quinurenina (YOSHIDA et al., 1981; YOSHIDA et al., 1986; YASUI et al., 

1986; RUBIN et al., 1991; FROLOVA et al., 1993; FLECKNER et al., 1995; TOLSTRUP et 

al., 1995; WIRLEITNER et al., 2003; BOASO et al., 2005; SUGIMOTO et al., 2006). A 

atividade da IDO pode ser estimada pela razão quinurenina/triptofano (kyn/trp). A deprivação 
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do triptofano via IDO também suprime células T responsivas, que podem ser importantes na 

indução da tolerância (MUNN et al., 1999; LIANG et al., 2006).                

 Verifica-se alta expressão de IDO pelo sincício trofoblasto em placentas humanas 

principalmente nos estágios evolutivos fetais do primeiro e segundo terços, acrescendo-se 

também sua expressão no epitélio glandular e estroma da decídua com seis semanas de 

gestação (MEISEL et al., 2004).                                                                                         

 Defeitos no mecanismo imunomodulador iniciado pela IDO podem estar envolvidos 

no desenvolvimento de condições autoimunes, como a esclerose múltipla e o diabetes 

autoimune (SAKURAI et al., 2002; GROHMANN, U.; FALLARINO, F.; BIANCHI, R. A., 

2003); rejeição de fetos alogênicos (KAMIMURA et al., 1991; MUNN et al., 1998; KUDO; 

BOYD, 2000; MELLOR; MUNN, 2001; MELLOR; BABAN; CHANDLER, 2003; 

SCHROCKSNADEL; WIDNER; BERGANT, 2003); e a demência em pacientes com AIDS 

(CHANG; KUCHROO; SHARPE, 2002). Recentes estudos demonstraram o envolvimento do 

CTLA-4 no controle de condições autoimunes, correlacionando-o funcionalmente à IDO 

(FUCHS, 1986; KRISTIANSEN; LARSEN; POCIOT, 2000; REIBNEGGER et al., 2001; 

CHANG; KUCHROO; SHARPE, 2002; CHISTIAKOV; TURAKULOV, 2003; 

EINARSDOTTIR; SODERSTROM; LOFGREN-BURSTROM, 2003).                                      

 O aminoácido triptofano caracteriza-se unicamente por relacionar seu metabolismo a 

processos imunes. Vários estudos têm demonstrado que o catabolismo do triptofano ocorre 

em sítios de inflamação, e a expressão de IDO pode vincular-se à resposta antiinflamatória 

por reduzir os danos nos tecidos e seus sítios (MELLOR; MUNN, 2001; LIANG et al., 2006). 

Além disso, sugere-se que as células produtoras de IDO possuem um papel na prevenção do 

início de desordens auto-imunes (LIANG et al., 2006). Alguns mediadores de inflamação 

incluindo o mais potente, interferon (IFN-γ) induz a produção de IDO. Provou-se pela 

primeira vez que a enzima IDO tem ampla ação antiinflamatória em investigações realizadas 

em biópsias de lesões de pacientes com doença inflamatória e também demonstrado que o T 

helper 1 (Th-1), IFN-γ e o fator de necrose tumoral (TNF- α) são potentes indutores da 

expressão de IDO (WOLF; WOLF; RUMPOLD,2004).                                                                

 A atividade da IDO que está presente em células da linhagem dos monócitos e 

macrófagos pode privar os patógenos do acesso ao triptofano e expor os mesmos a 

metabólitos tóxicos do triptofano e, deste modo ajudar a acabar com infecções. Recentes 

estudos têm dirigido os efeitos imunomodulatórios da IDO em muitos aspectos, incluindo 

alergia, imunologia de tumores, autoimunidade e infecção por HIV (FUCHS; FORSMAN; 

HAGBERG, 1990; MELLOR; BABAN; CHANDLER, 2003; MURRAY, 2003; VON 
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BUBNOFF; KOCH; BIEBER, 2003; MULLER; MALACHOWSKI; PREDERGAST, 2005). 

 No contexto apropriado, a IDO pode contribuir para limitar os mecanismos imunes 

efetores e prevenir a atividade imune exagerada, ou em circunstâncias de atividade sustentada, 

gerar um estado de imunossupressão. Desta forma a atividade da IDO é considerada como 

tendo um potencial ambivalente podendo atuar em benefício ou detrimento do hospedeiro. A 

atividade imunológica da IDO pode ser vista como um mecanismo de feedback que contra 

regula a ativação imune (MUNN, 2006). A expressão e atividade da IDO podem ser induzidas 

pelos mesmos mecanismos e moléculas que iniciam a ativação imune (HAINZ; OBEXER; 

WINKLER,2005).          

            

               

3.3.1 IDO: a enzima limitante para o metabolismo do triptofano                                                                  

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 

            

 O triptofano é obtido na dieta, geralmente é a parcela menos abundante de 

aminoácidos essenciais no organismo dos mamíferos (SIITERI; FEBRES; CLEMENS, 1977). 

A metabolização do triptofano pode ocorrer de diferentes formas, uma pequena proporção do 

triptofano ingerido (1%) é convertido em serotonina no sistema nervoso e intestino ou usado 

na síntese de melatonina na glândula pineal. A proporção principal (>95%) é metabolizada 

juntamente com a quinurenina (SIITERI; FEBRES; CLEMENS, 1977) na biosíntese de 

nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD).  

 O passo limitante para o metabolismo da quinurenina é a clivagem oxidativa do anel 

pirrólico que converte o triptofano em quinurenina. Este passo é catalisado por duas enzimas, 

triptofano 2,3 dioxigenase (TDO), que é expresso exclusivamente no fígado (KNOX, 1955), e 

IDO, que é induzida em muitos tecidos e tipos celulares, incluindo células tumorais 

(UYTTENHOVE; PILOTTE; THEATE, 2003), células estromais de medula óssea 

(MELLOR; MUNN, 1999), granulócitos eosinofílicos (ASTIGIANO; MORANDI; COSTA, 

2005), astrócitos (GUILLEMIN et al., 1999), células endoteliais (BEUTELSPACHER et al., 

2006), sendo mais proeminente em células apresentadoras de antígenos (APCs). Em 

condições estáveis o metabolismo do triptofano alcança o fígado através da atividade da TDO 

(ESPEY; NAMBOODIRI, 2000; MOREAU; LESTAGE; VERRIER, 2005).   

 Em um ambiente inflamatório o metabolismo do triptofano pode ser ampliado pelo 

aumento da atividade da IDO. In vivo, níveis reduzidos de triptofano no soro e aumento 

simultâneo nos níveis de metabólitos do triptofano, ou seja, quinureninas podem ser 
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resultantes da atividade sistêmica da IDO que são freqüentemente encontrados em estados de 

manutenção da ativação, tais como doenças autoimunes, gestação ou transplantes (WIDNER; 

SEPP; KOWALD, 2000; KUDO et al., 2003; FORREST et al., 2003; HAINZ; OBEXER; 

WINKLER, 2005).          

  

 

 3.3.2 Regulação da atividade enzimática  

 

 

 Geneticamente, a IDO em camundongos e humanos é codificada por um único gene 

terminado em Indo, localizado no braço curto do cromossomo 8 (FORREST et al., 2003). A 

transcrição do gene ocorre em resposta a mediadores inflamatórios, mais predominantemente 

o Interferon-γ (IFN- γ) ou “toll-like receptor” (TLR) (ou seja, por meio de lipopolisacarídeos) 

(MELLOR; MUNN, 2004). Para o entendimento do papel da IDO na imunorregulação é 

fundamental o entendimento que a expressão celular da proteína IDO não necessariamente 

precisa da atividade da IDO (TERNESS; CHUANG; OPELZ, 2006). A proteína IDO pode ser 

expressa por alguns subgrupos de células dendríticas (DCs), mas precisa de sinais 

estimulatórios para ser ativada (KUDO; BOYD, 2000). A atividade da IDO é dependente de 

um ambiente enriquecido por componentes redutores ativos, tal como um ambiente com 

tecido inflamado. Isso explica a aparente associação da inflamação (ativação imune) e 

atividade enzimática da IDO (MOFFET; NAMBOODIRI, 2003).  

 

 

3.3.3 Mecanismos de imunossupressão 

 

 

 Duas teorias têm sido propostas para explicar como o catabolismo do triptofano regula 

a resposta imune, a depleção e o acúmulo de componentes metabólitos do triptofano no 

microambiente. A teoria da depleção do triptofano é fundamentada no conceito de que o 

triptofano é essencial para a síntese de proteínas e, deste modo considera-se necessário para a 

proliferação de células T. A ativação in vitro de células T (humanas e de camundongos) 

quando privadas do acesso ao triptofano, ou seja, pelo uso de depletores do triptofano em 

meios de cultura, mostraram passar por um passo inicial de ativação, mas subseqüentemente 

exibem paradas no ciclo celular (MUNN et al.; 1999) e início de sensibilidade a apoptose 
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(LEE et al., 2002). Algumas observações recentes demonstraram a IDO mediando à 

modulação da função da célula T, apesar do triptofano estar disponível, contradizendo o 

conceito de que a depleção de triptofano é o primeiro mecanismo que modula a inibição de 

células T mediada pela IDO (MOFFETT; NAMBOODIRI, 2003). Em ensaios de estimulação 

in vitro de células T produtos metabólicos do triptofano (MOFFETT; NAMBOODIRI, 2003) 

foram observados como tendo efeito imunossupressivo direto induzindo a apoptose seletiva 

de timócitos e Th1, mas não Th2 (MELLOR; BABAN; CHANDLER, 2003). Quinurenina e 

3-hidroxiquinurenina também mostraram serem citotóxicos para células T, B e NK 

(MELLOR; MUNN, 2001; MELLOR; CHANDLER; LEE, 2002). A ativação da IDO pode 

causar depleção de triptofano e acúmulo de componentes do metabolismo do triptofano, isso é 

concebível para especular que in vivo ambos os mecanismos podem contribuir para efeitos 

imunorregulatórios da IDO.  

 

 

3.4 HORMÔNIOS  

 

 

3.4.1 Progesterona  

 

 

 As condições hormonais maternas, no período gestacional, também são necessárias 

para o bom desenvolvimento embrionário, sendo amplamente conhecido que níveis 

sangüíneos de progesterona inadequados interferem com a viabilidade do embrião, por não 

permitirem que o endométrio esteja adequadamente preparado para a sustentação da gestação 

(NEPOMUCENO et al., 2005). 

 A progesterona é um hormônio que contribui para a imunomodulação associada à 

gravidez (BROSENS; GELLERSEN, 2006), protegendo o concepto do ataque do sistema 

imune materno por inibição de células T (STECKEL et al., 2003). Os efeitos imunológicos 

deste hormônio são mediados, parcialmente, por um fator denominado PIBF (fator 

bloqueador induzido pela progesterona) (DRUCKMANN; DRUCKMANN, 2005) , que é 

sintetizado pelas células T ativadas, expostas à progesterona, atuando nos macrófagos, nas 

células NK placentárias e, também, nas células circulantes (FAUST et al., 1999), possuindo 

efeito inibitório direto ou indireto na proliferação de linfócitos para induzir a tolerância de 

fetos geneticamente incompatíveis pelo sistema imune materno (LIGAM et al., 2005).   
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 Sugere-se que a progesterona inibe a resposta imune para manter a gestação 

produzindo mais células dendríticas imaturas. Alguns autores demonstraram que a 

progesterona pode modular a diferenciação, maturação e função das células dendríticas para 

alterar a função do sistema imune materno (LIGAM et al., 2005).  

 O PIBF contém propriedades imunomoduladoras, tais como a regulação da expressão 

de perforinas pelas células NK (SZEKERES-BARTHO et al., 1989). Também atua no 

equilíbrio Th1/Th2 através do aumento da produção de IL-3, IL-4 e IL-10 e da diminuição da 

produção de IL-12 nos linfócitos e macrófagos (SZEKERES-BARTHO; WEGMANN, 1996; 

PEREIRA et al., 2005). 

 A progesterona também apresenta um papel na sobrevivência do enxerto fetal por 

bloquear a proliferação de linfócitos, modulando a produção de anticorpos, reduzindo o 

“burst” oxidativo em monócitos, alterando a secreção de citocinas de células T (PELTIER, 

2003).  

 A progesterona é o hormônio que melhor representa o papel da imunomodulação na 

sobrevivência do enxerto fetal, sendo assim o mais estudado. Vários estudos comprovam que 

a progesterona bloqueia o estímulo mitogênico dos linfócitos (dependente de triptofano), 

ampliando o tempo de sobrevivência do enxerto, modulando a produção de anticorpos, 

diminuindo a quebra oxidativa dos monócitos, reduzindo a produção de citocinas pró-

inflamatórias pelos macrófagos na resposta antígenos, e alterando a secreção de citocinas nos 

clones das células T para favorecer a produção de IL-10. Juntamente, observa-se a diminuição 

da resposta imune em presença de níveis de IDO que interfere sobre o triptofano circulante 

(PELTIER, 2003).  

 

 

3.4.2 Estradiol  

 

 

 Efeitos imunomodulatórios do estradiol têm sido demonstrados em observações 

clínicas e experimentais. Estudos in vitro indicam que a exposição das células dendríticas ao 

estradiol pode inibir a habilidade destas células em estimular a proliferação e apoptose de 

células T (PHAN; YANG; SHERRY, 2003; YANG; HU; HOU, 2006). IDO é uma importante 

molécula regulatória das células dendríticas que participam da resposta e modulação das 

células T e pode controlar as células T autoreativas por depleção do triptofano (MUNN et al., 

1999; LIANG et al., 2006). O estradiol modula múltiplos aspectos do sistema imune 
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(STEFANO et al., 2000; VEGETO et al., 2001) apresenta efeitos específicos em células 

imunes e pode atuar como estímulo pró-inflamatório e antiinflamatório de acordo com o 

ambiente (BRUCE-KELLER et al., 2000 ;VEGETO et al., 2001).  

 O estradiol também aumenta a expressão intracelular de IL-6 e IL-10, mas não 

aparecem mudanças evidentes em IL-12 e TNF-α. Como profissionais as células 

apresentadoras de antígenos e as células dendríticas do baço podem ser ativadas e podem 

induzir as células T a secretarem citocinas, que podem regular a resposta imune celular e 

humoral. Quando ativadas, as células dendríticas por si só podem produzir muitas citocinas 

como IL-10, IL-12, IFN-γ e TNF-α (HOCHREIN et al., 2001; STOBER; SCHIRMBECK; 

REINNMAN, 2001; BERTHIER et al., 2003).  

 Durante o processo de gestação ocorre o predomínio de estradiol que está associado 

com perfil de citocinas Th2, essencial para a tolerância materna ao feto e manutenção da 

gravidez (PELTIER, 2003).  

 O estradiol possui atividade biológica em vários órgãos e sistemas incluindo o imune, 

reprodutivo, cardiovascular e sistema nervoso central (XIAO; LIU; LINK, 2004). estradiol 

estimula a secreção de prolactina, esta por sua vez é um hormônio polipeptídico secretado 

pela hipófise, que aumenta durante a gravidez e no período da lactação (ØSTENSEN, 1999), 

apresentando efeito sobre as células B e células T (LEANOS-MIRANDA et al., 2001), e 

envolvida na proliferação e diferenciação celular, tendo múltiplos efeitos sobre o sistema 

imune (PEREIRA et al., 2005). O estradiol super regula a expressão de IDO mRNA pelas 

células dendríticas comandando a supressão das funções das células T via IDO (PHAN; 

YANG; SHERRY, 2003).  

 Considerando que a IDO apresenta níveis elevados em mulheres grávidas 

(STREHLOW; SEEGERT; FRICK, 1993) e que células dendríticas IDO+ possui um 

importante papel na inibição das funções das células T (MUNN et al., 1999; ITO et al., 2002), 

foi estudada a atuação do estradiol na indução da regulação ascendente da IDO por células 

dendríticas. Em ratos a utilização de estradiol não afetou a expressão de MHC-classe II, CD 

80 e CD86 pelas células dendríticas, mas inibiu a habilidade destas células em estimular a 

proliferação de células T e produção de citocinas (Th1 e Th2). Isso foi acompanhado pelo 

aumento da apoptose de células T. A regulação ascendente da IDO promovida pelo estradiol 

pode limitar a resposta das células T. Os efeitos da exposição das células dendríticas ao 

estradiol na proliferação e apoptose foram parcialmente abolidos com a adição de um inibidor 

da IDO, o 1-metil-DL-triptofano (1-MT), indicando que a exposição das células dendríticas ao 
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estrógeno induz a supressão de células T dependentes da IDO (TERNESS et al., 2002; XIAO; 

LIU; LINK, 2004; LIANG et al., 2006).  

 

 

3.5 CICLO CELULAR  

 

 

Em biologia, chama-se ciclo celular uma sequência organizada de eventos que se 

passam numa célula viva entre duas divisões celulares. O ciclo celular consiste na interfase e 

na fase mitótica, que inclui a mitose e a divisão celular (citocinese), tendo como finalidade 

duplicar, de forma exata, a quantidade de DNA nos cromossomos e segregar as duas células 

filhas geneticamente idênticas (NELSON; COX, 2008; GIORDANO; GALDERISI, 2010).  

 O início dos principais processos que ocorrem no ciclo celular é desencadeado por 

mudanças bioquímicas e pela atividade de proteínas reguladoras, responsáveis pelo controle 

do ciclo (ALBERTS et al., 2010). 

 

 

3.5.1 Fases do Ciclo Celular  

 

 

 A fase revisada abaixo será a interfase devido à proposta da pesquisa.  

 

 

 Segundo Alberts et al. (2010), a vida de uma célula começa no momento em que a 

divisão celular que a originou acaba e o momento em que ela se divide ou morre. A interfase 

corresponde ao período entre o final de uma divisão celular e o início da segunda. Trata-se de 

um período de intensa atividade na célula, sendo neste momento que ocorre a duplicação do 

material genético. Geralmente a célula encontra-se nesta fase durante a maior parte da sua 

vida. A interfase divide-se em três fases:  

 

 Fase G1: fase de síntese de proteínas, enzimas e RNA.  

 Fase S: fase de auto-replicação das moléculas de DNA, a partir deste momento os 

cromossomos passam a possuir duas cromátides ligadas por um centrômero.  

 Fase G2: período de síntese de moléculas necessárias à divisão celular. 
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3.5.2 Regulação do Ciclo Celular  

 

 

 O controle e a regulação do ciclo celular são realizados através de sistemas que ativam 

processos bioquímicos, dando início aos eventos no ciclo celular (ALBERTS et al., 2010).  

O ciclo celular pode parar em determinados pontos e só avançar se determinadas 

condições forem verificadas, tais como a presença de uma quantidade adequada de nutrientes 

ou no estágio em que a célula atinge determinado tamanho. Existem três momentos em que os 

mecanismos de regulação atuam: na fase G1 não há inicio de um novo ciclo ou que não há 

condições de fazê-lo, essas células permanecem num estádio denominado G0 (período de 

quiescência); na fase G2, antes de iniciar-se a mitose ,caso a replicação do DNA não tenha 

ocorrido corretamente o ciclo pode ser interrompido e a célula volta a iniciar a fase S; ao final 

da metáfase, onde mais um mecanismo de regulação responsável pela verificação da ligação 

do fuso acromático com os cromossomos fica evidenciado, de forma que uma das cromátides 

sempre migra para os polos (NELSON; COX, 2008; GIORDANO; GALDERISI, 2010). 

 Uma divisão celular normal é positivamente regulada ou estimulada através de vias 

sinalizadoras. Estas vias respondem a fatores extracelulares, os quais agem através de uma 

sequência de proteínas, como por exemplo, as proteínas quinases dependentes de ciclinas 

(CdKs), que atuam principalmente nas transições das fases G1-S como na fase G2-M 

(PAULOVICH; TOCZYSKI, 1997; VAN DER HEUVEL, 2005). Durante as fases do ciclo, 

ocorrem processos de síntese e degradação das ciclinas, determinando o momento apropriado 

de sua ligação com CdKs. Este grupo de enzimas, por sua vez, fosforila uma série de 

substratos chave que permitirão a progressão interfásica do ciclo celular (PAULOVICH; 

TOCZYSKI, 1997).  

  Por outro lado, há um grupo de inibidores do ciclo que atua regulando negativamente 

ou impedindo as vias sinalizadoras da progressão no ciclo de divisão celular. Bem como os 

fatores estimuladores que levam à produção de ciclinas/CDKs, os reguladores negativos 

ativarão inibidores dos CDKs, denominados CDKIs, os quais são separados em duas famílias, 

de acordo com seu mecanismo de ação, homologia e CDK alvo, constituindo a família do 

p21, p27 e p57 e a família do p16, p15, p18 e p19 (HARTWELL; KASTAN, 1994; 

MASSAGUÉ, 2004; VAN DER HEUVEL, 2005; OKAYAMA, 2012). 

 Os genes que atuam de forma positiva, induzindo ou estimulando a progressão do 

ciclo, são chamados proto oncogenes, pois ao sofrerem mutações se tornarão oncogenes 

(genes estimuladores de divisão celular). Ao contrário, as proteínas envolvidas no controle 
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negativo do ciclo celular são codificadas pelos assim chamados genes supressores tumorais. 

Anormalidades tanto nos oncogenes, como nos genes supressores tumorais podem conferir a 

célula vantagens de crescimento e desenvolvimento sobre células normais, consequências 

estas de mutações que desregulam o ciclo celular, favorecendo a perda dos mecanismos 

controladores do ciclo celular normal. Devido a esta mutação, os receptores ou fatores de 

crescimento são expressos inadequadamente, contribuindo para o desenvolvimento de 

tumores (WARD, 2000). 

 Outro fator intimamente ligado ao sistema de controle do ciclo celular é a ativação do 

gene supressor de tumor TP53 (ou p53), que desempenha um importante papel na prevenção 

do aparecimento do câncer. A proteína p53 bloqueia a divisão celular em células que sofreram 

injúrias no seu DNA, dando tempo para a sua reparação. Se o mecanismo de reparo de DNA 

falhar, há um disparo na cascata de apoptose pela expressão do gene p53 (BARBARESCHI et 

al., 1992; NAGAI, 1995). Mutações em regiões diferentes da proteína p53 podem resultar em 

diferentes efeitos biológicos, como a anormalidade molecular encontrada em tumores, 

indicativa de maior agressividade e pior prognóstico (ELLEDGE; ALLRED, 1994; OZBUN; 

BUTEL, 1995). 

 Não se têm informações na literatura da existência ou não de influencia da expressão 

de IDO sobre o ciclo celular de células placentárias e embrionárias de ratas e camundongos 

fêmeas em cultivo frente á adição de hormônios e citocinas. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 O material empregado neste estudo é descrito a seguir. 

 

 

4.1 MATERIAL 

 

 

4.1.1 Análise das fases do ciclo celular das culturas primárias de células placentárias 

após a adição dos fatores estudados, por citometria de fluxo 

 

 

Os tecidos uterinos, as placentas e os embriões de 6,5 dias (SUZUKI et al., 2001) 

utilizados, foram de ratas adultas Wistar e camundongos fêmeas adultas Balb-c, obtidas no 

biotério do IPEN (Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares), da Universidade de São 

Paulo - USP. Os animais foram eutanasiados, por overdose de anestésico (Cloridrato de 

Cetamina 10% + Cloridrato de Xilazina 2%), intra-peritonial. O controle foi realizado com 

amostras de tecidos uterino de ratas adultas Wistar e camundongos fêmeas adultas Balb-c, 

obtidas no biotério do IPEN (Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares), da Universidade 

de São Paulo - USP. Foram utilizados 3 (três) pools e cada um contendo 5 (cinco) animais de 

cada espécie estudada, pois com um útero gravídico (embriões + placenta) de 6,5 dias após 

cópula foi obtido uma média de células de 3,8x10
6 

células/ml e o número alcançado quando 

feito o “pool” de cinco animais foi em média de 2,0x10
7 

células/ml, suficientes para ser 

colocado 1x10
6 

células por poço da placa de 24 wells, sendo seis testes e controles feitos em 

duplicata, totalizando 72 poços.  

 O projeto foi desenvolvido com aprovação da Comissão de Bioética da Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo (FMVZ/USP), sob o 

protocolo nº 2648/2012. 
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4.2 MÉTODOS 

 

 

 Os métodos empregados neste estudo são descritos a seguir. 

 

 

4.2.1 Cultivo celular 

 

 

 A metodologia descrita neste item foi extraída da pesquisa de Salvadori (2011).  

 

 Os tecidos uterinos, as placentas e os embriões de 6,5 dias foram retirados dos animais 

após eutanásia. O material coletado foi colocado sobre uma placa de Petri para a retirada do 

excesso de tecido adiposo com o uso de pinça e tesoura estéreis. Os tecidos uterinos, as 

placentas e os embriões de 6,5 dias foram seccionados e submetidos à técnica de separação 

mecânica, na qual os fragmentos foram colocados sobre uma malha de aço com 150 mesh de 

diâmetro e com o auxílio de uma seringa de 1ml e meio de cultura (D-MEM) com 10% de 

soro fetal bovino e antibiótico, os fragmentos foram pressionados contra a malha para a 

separação celular.  

 As células separadas foram colocadas em tubos de 50 ml e submetidas à centrifugação 

(1200 rpm, por 5 minutos à 20°C). Após a centrifugação o meio foi removido e as células 

foram suspensas em 30 ml de meio de cultura. O passo seguinte foi a contagem das células 

em câmara de Neubauer com o uso do corante Azul de Tripan, onde uma alíquota das células 

foi coletada e misturada com o corante e as células viáveis foram contadas. Uma concentração 

de 1 x 10
6 

células foi colocada em placas de cultura contendo 24 wells com área de 1,76 cm² e 

estas células foram mantidas por 2 (dois) dias para a realização das análises nos dias 

propostos (D0- 4h, D1-24h e D2-48h). As placas foram cultivadas em estufa a 37ºC e 5% de 

CO
2 

com 2 ml de D-MEM. Os fatores foram colocados 24 horas após o início do cultivo.  

 As concentrações dos hormônios e das citocinas foram previamente testadas, e foi 

observada uma maior expressão de IDO quando adicionado uma menor concentração dos 

fatores (Tabela 1). 
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Tabela 1 – Comparação das quantidades de hormônios e citocinas e a expressão de IDO 

                                                         Expressão de IDO [ ↓ ]                  Expressão de IDO [ ↑ ]  

Controle (D-MEM)                                1,0 μl/ 0,19 %                                    10μl / 0,15%  

Estrógeno
1                                                                      

1,0 μl/ 0,55%                                     10μl / 0,02%  

Progesterona
2                                                             

0,08μl/ 10,2%                                     0,8μl/ 0,51%  

Interferon γ
3                                                                 

1,0 μl/ 9,03%                                      10μl / 1,23%  

Triptofano
4                                                                    

1,0 μl/ 15,16%                                    10μl / 3,47%  

1 - Metil – DL – Triptofano +                1,0 μl/ 3,28%                                      10μl / 2,14%  

Triptofano
5

 
SALVADORI (2011) 

 
1.

E.C.P.® - Cipionato de Estradiol (2mg/ml)  
 2.

Promone-E®- Acetato de medroxiprogesterona (50mg/ml)  
 3.

Interferon γ (1mg/ml)  
 4.

L-triptofano (10mg/ml)  
5.

1- metil – D – triptofano (1 mg/ml) + triptofano (10mg/ml) 

 

 

As condições experimentais foram:  

 

 

 - Meio de cultura (D-MEM);  

 - Meio de cultura com Progesterona (Imunossupressor durante a gestação) (0,08μl 

Acetato de medroxiprogesterona Promone-E® 50mg/ml);  

 - Meio de cultura com Estradiol (1μl E.C.P.® Cipionato de Estradiol 2mg/ml)(XIAO; 

LIU; LINK, 2004);  

 - Meio de cultura com L-triptofano (10mg/ml) (substrato para proliferação de 

linfócitos T) (1μl) (MUNN; SHARMA; MELLOR, 2004);  

 - Meio de cultura com inibidor da IDO (1- metil – D - triptofano 1 mg/ml) (1μl) 

(BOASO et al., 2005) mais triptofano (10mg/ml) (substrato para proliferação de linfócitos T) 

(1μl) (MUNN; SHARMA; MELLOR, 2004);  

- Meio de cultura com Interferon γ (1mg/ml) (1μl) (GROHMANN; FALLARINO; 

PUCCETTI, 2003; HEIKKINEM et al., 2003). 

 

 

 

 

 



 38 

4.2.2 Análise das fases do ciclo celular das culturas primárias de células placentárias 

após a adição dos fatores estudados, por citometria de fluxo 

 

 

Foram separadas 2,5x10
5
 células/ml de cada tratamento, ressuspendidas em etanol 

70% na presença de 1μg de RNAse e mantidas em freezer a –20
o
c para posterior análise das 

fases do ciclo celular. No momento do processamento das amostras, estas foram retiradas do 

freezer e mantidas em gelo. Adicionou-se 500 μl de tampão Facs, às suspensões celulares e 

estas foram centrifugadas (1975 × g por 10 minutos a 4
o
C) e ressuspendidas em 100μl de 

tampão Facs e 10 μl de Triton X-100. Em seguida adicionou-se 100 μl de solução de PI 

(iodeto de propídio, 20mg/ml, Sigma®) e as amostras foram incubadas por uma hora à 

temperatura ambiente, protegidas da luz. Após a incubação, as amostras foram submetidas à 

adição de 500 μl de tampão Facs, centrifugadas (1975 × g por 10 minutos a 4
o
C) e novamente 

ressuspendidas em  300 μl  do mesmo tampão, permanecendo em ambiente escuro. 

Transferidas para tubos de citometria, as amostras foram analisadas pelo citômetro de fluxo 

(FACSCalibur- Becton e Dickson, USA), possibilitando a visualização das fases do ciclo 

celular pré e pós-mitóticas (hipodiplóide, G0-G1, fase S e G2-M) que foram analisadas em 

software WinMDI versão 2.8. 
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5 RESULTADOS 

 

 

 Os resultados obtidos do presente estudo são apresentados a seguir, distintos por 

espécie animal. 

 

 

5.1 RATAS 

 

 

 As células obtidas dos tecidos uterinos, das placentas e dos embriões de 6,5 dias de 

ratas adultas Wistar foram analisadas quanto ao seu comportamento no ciclo celular nos 

tempos de 4, 24 e 48 horas (D0, D1 e D2 respectivamente), mediante a adição de hormônios e 

citocinas e sua relação com a expressão da indoleamina 2,3- dioxigenase por citometria de 

fluxo. 

    No pool das ratas prenhes, a média da viabilidade celular encontrada foi de 

aproximadamente 70% e das ratas não prenhes de aproximadamente 68%. Os valores médios 

obtidos por citometria de fluxo, referente ao comportamento das células na dinâmica do ciclo 

celular em ratas não prenhes e não prenhes (Tabelas 2 e 4 , respectivamente). 

Comparando o comportamento das células de ratas não prenhes e células de ratas 

prenhes submetidas ao tratamento de estradiol, notamos que nos dois primeiros períodos 

houve um aumento da quantidade de células em fase G0/G1 e em 48 horas em fase de síntese, 

assim como as células uterinas de ratas não prenhes no tempo de 24 horas.  

 Ao adicionar progesterona, observamos uma predominância de células de ratas 

prenhes em G0/G1 nos tempos de 4, 24 e 48 horas, entretanto, as células uterinas de ratas não 

prenhes se comportam de maneira que prosseguem para fase S no período de 24 horas, 

permanecendo em G0/G1 nos períodos de 4 e 48 horas. 

Com a adição de interferon γ, houve uma predominância celular em fase S nos 

períodos de 4, 24 e 48 horas das células uterinas de ratas não prenhes. Já em ratas prenhes 

houve um aumento da quantidade de células em fase de síntese nos tempos de 4 e 48 horas e 

em fase mitótica no período de 24 horas. 

Os grupos nos quais às células foi adicionado triptofano, podemos observar que o 

comportamento das células uterinas de ratas não prenhes nos períodos de 4, 24 e 48 horas se 

mostra aumentado em fase G0/G1 e que, em células uterinas, placentárias e embrionárias de 
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ratas prenhes, se mostrou aumentado somente nos períodos de 4 e 24 horas, tendo no período 

de 48 horas um aumento na quantidade celular em fase G2/M. 

 A dinâmica do ciclo das células uterinas de ratas não prenhes do grupo que recebeu 1- 

metil – DL - triptofano + triptofano, apresentou um aumento da quantidade celular em G0/G1 

nos períodos de 4, 24 e 48 horas, fenômeno também notado em células uterinas, placentárias e 

embrionárias de ratas prenhes. 

 Observamos o comportamento das células de ratas não prenhes e prenhes nos períodos 

de 4, 24 e 48h após a adição de fatores através dos exemplos das aquisições em histograma, 

que nos mostram o ciclo celular (Gráficos 1 e 2, respectivamente). 

 Podemos correlacionar os dados presentes com a expressão da indoleamina 2,3 

dioxigenase das células uterinas de ratas não prenhes e uterinas, placentárias e embrionárias 

de ratas prenhes através das tabelas 3 e 5, respectivamente, fornecidas por  Salvadori (2011), 

que evidenciou a expressão da enzima nessa espécie. 
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        Tabela 2 – Valores médios (%) obtidos da quantidade de células uterinas de ratas não 

         prenhes em cada fase do ciclo celular, após a adição de hormônios e citocinas 

 

 

 Média (%) 

4h 24h 48h 

Controle (D-MEM) 

 

Sub G1 

G0/G1   

S        

G2/M         

6,10 

44,62 

34,21 

9,96 

31,18 

37,20 

23,11 

7,01 

37,31 

39,01 

14,48 

5,94 

Estradiol 

Sub G1 

G0/G1   

S        

G2/M         

26,26 

 33,10* 

10,12 

6,58 

31,42 

 27,81* 

 27,60* 

10,16 

26,03 

28,03 

39,14 

3,84 

Progesterona 

Sub G1 

G0/G1 

S 

G2/M 

38,24 

 38,40* 

17,30 

4,32 

26,42 

27,82 

 30,30* 

14,75 

29,08 

37,05* 

23,39 

8,65 

Interferon γ 

 

Sub G1 

G0/G1 

S 

G2/M 

18,15 

33,96 

34,01* 

12,70 

17,76 

27,13 

36,12* 

8,80 

17,85 

29,97 

34,60* 

9,29 

Triptofano 

 

Sub G1 

G0/G1 

S 

G2/M 

30,49 

39,35* 

23,41 

5,50 

19,56 

45,07* 

18,04 

7,50 

19,60 

44,86* 

23,20 

6,44 

1 - Metil – DL – Triptofano + 

Triptofano 

 

Sub G1 

G0/G1 

S 

G2/M 

24,57 

34,13* 

32,10 

9,22 

 

23,10 

33,85* 

23,89 

7,09 

 

30,28 

49,52* 

14,87 

4,04 

 

       * p < 0,001 
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Gráfico 1 – Exemplos de aquisições em histograma do comportamento das células uterinas de ratas Wistar 

não prenhes no ciclo celular, nos períodos de 4 (D0), 24 (D1) e 48 (D2) horas, sob adição dos fatores 

mencionados abaixo 

 

CONTROLE (D-MEM)  

 

 

ESTRÓGENO 

 

 

 

PROGESTERONA 

 

 

 

 4 horas 

 

24 horas 

 

 

 48 horas 

SubG1     S   

G2/M    

G0/G1    SubG1     

G0/G1    

S   

G2/M    

SubG1     

G0/G1    

S   

G2/M    

4 horas 24 horas 48 horas 

SubG1 

SubG1 SubG1 

G0/G1 

G2/M 
G2/M 

G0/G1 

G0/G1 

G2/M 

S 

S 
S 

SubG1 

SubG1 

SubG1 

G0/G1 

G2/M G2/M 

G0/G1 

G2/M 

G0/G1 

S S S 

4 horas 24 horas 48 horas 
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INTERFERON γ 

 

 

 

TRIPTOFANO 

 

 

 

1 - METIL – DL – TRIPTOFANO + 

TRIPTOFANO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 horas 48 horas 

SubG1 

G0/G1 

G2/M 

S 

SubG1 

G0/G1 

G2/M 
S S 

SubG1 

G0/G1 

G2/M 

4 horas 24 horas 48 horas 

SubG1 

G0/G1 
SubG1 SubG1 

G2/M 

G0/G1 G0/G1 

G2/M 
G2/M 

S S 
S 

SubG1 

G0/G1 

SubG1 

SubG1 

G0/G1 

G0/G1 

G2/M G2/M G2/M 

S 
S 

S 

4 horas 24 horas 48 horas 
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Tabela 3 – Valores (%) obtidos pela Citometria de Fluxo analisando a quantidade de células do pool de ratas não 

prenhes que expressam IDO            

 

SALVADORI, 2011 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                              Pool 1                         Pool 2                         Pool 3  

     4h  24h  48h    4h  24h  48h     4h  24h  48h 

Controle (D-MEM)  0,21  0,00  0,05  0,02  0,01  0,08  1,22  0,01  0,05  

Estrógeno  0,54  0,06  0,71  0,57  1,09  0,86  0,48  0,08  0,73  

Progesterona  0,03  2,13  0,33  0,08  2,58  0,37  0,07  2,58  0,37  

Interferon γ  0,38  1,73  0,31  0,51  2,05  0,39  0,41  1,78  0,34  

Triptofano  1,20  5,13  1,20  0,78  3,79  0,61  0,83  4,43  0,64  

1 - Metil –  DL  - Triptofano 

+ Triptofano  

 

1,99 

  

3,80  

 

 

1,70  

 

 

1,63 

 

  

2,45 

 

  

0,49  

 

 

1,99  

 

 

2,57 

 

  

0,53 
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  Tabela 4 – Valores médios (%) obtidos da quantidade de células uterinas de ratas  

   prenhes em cada fase do ciclo celular, após a adição de hormônios e citocinas 

 

 

 Média (%) 

4h 24h 48h 

Controle (D-MEM) 

 

Sub G1 

G0/G1   

S        

G2/M         

12,26 

17,95 

33,09 

36,97 

28,87 

48,65 

17,96 

4,87 

48,16 

24,60 

22,81 

4,78 

Estradiol 

Sub G1 

G0/G1   

S        

G2/M         

29,97 

37,68* 

23,73 

9,01 

21,03 

33,54* 

32,22 

13,65 

22,39 

25,71 

38,13* 

14,34 

Progesterona 

Sub G1 

G0/G1 

S 

G2/M 

25,51 

 37,10* 

19,87 

7,76 

37,78 

 42,55* 

13,21 

6,65 

35,44 

 54,16* 

6,01 

4,71 

Interferon γ 

 

Sub G1 

G0/G1 

S 

G2/M 

25,5 

43,53 

28,00* 

3,42 

35,69 

45,73 

14,34 

4,54 

34,41 

17,00 

18,03* 

31,20* 

Triptofano 

 

Sub G1 

G0/G1 

S 

G2/M 

22,56 

50,80* 

24,05 

3,00 

26,03 

43,97* 

13,00 

8,18 

34,3 

18,6 

20,2 

27,60* 

1 - Metil – DL – Triptofano + 

Triptofano 

 

Sub G1 

G0/G1 

S 

G2/M 

24,69 

51,52* 

21,29 

2,93 

 

45,10 

36,42* 

15,02 

3,79 

 

35,35 

40,29* 

19,82 

4,97 

       * p < 0,001 
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Gráfico 2 – Exemplos de aquisições em histograma do comportamento das células uterinas, placentárias e 

embrionárias de ratas Wistar prenhes no ciclo celular, nos períodos de 4 (D0), 24 (D1) e 48 (D2) horas, sob 

adição dos fatores mencionados abaixo 
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TRIPTOFANO 

 

 

 

1 - METIL – DL – TRIPTOFANO + 

TRIPTOFANO 

 

 

 

 

 

 

Tabela 5 – Valores (%) obtidos pela Citometria de Fluxo analisando a quantidade de células do pool de ratas 

prenhes que expressam IDO 

 

                                                               Pool 1                      Pool 2                  Pool 3 

  4h  24h  48h   4h   24h   48h    4h   24h  48h 

Controle (D-MEM)  0,21  0,00  0,05  0,02  0,01  0,08  1,22  0,01  0,06  

Estrógeno  0,54  0,06  0,71  0,57  1,09  0,86  0,48  0,08  0,77  

Progesterona  0,03  2,13  0,33  0,08  2,58  0,37  0,07  2,58  0,34  

Interferon γ  0,38  1,73  0,31  0,51  2,05  0,39  0,41  1,78  0,34  

Triptofano  1,20  5,13  1,20  0,78  3,79  0,61  0,83  4,43  0,27  

1 - Metil – DL -Triptofano 

+ Triptofano  

1,99  

 

 

3,80  

 

 

1,70  

 

 

1,63  

 

 

2,45  

 

 

0,49  

 

 

1,99  

 

 

2,57  

 

 

0,00  

 

 
SALVADORI,2011 
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5.2 CAMUNDONGOS FÊMEAS 

 

 

 As células obtidas dos tecidos uterinos, das placentas e dos embriões de 6,5 dias de 

camundongos fêmeas adultas Balb-c foram analisadas quanto ao seu comportamento no ciclo 

celular nos tempos de 4, 24 e 48 horas (D0, D1 e D2 respectivamente), mediante a adição de 

hormônios e citocinas e sua relação com a expressão da indoleamina 2,3- dioxigenase por 

citometria de fluxo. 

    No pool de camundongos fêmeas prenhes, a média da viabilidade celular encontrada 

foi de aproximadamente 64% e de camundongos fêmeas não prenhes de aproximadamente 

53%. Os valores médios obtidos por citometria de fluxo, referente ao comportamento das 

células na dinâmica do ciclo celular em camundongos fêmeas não prenhes e camundongos 

fêmeas prenhes, estão descritos a seguir (Tabelas 6 e 8, respectivamente).  

 Ao analisar a dinâmica do ciclo celular nas células uterinas e células uterinas, 

placentárias e embrionárias desta espécie, podemos observar que houve um aumento da 

fragmentação de DNA (fase subG1) em ambas que foram tratadas com estradiol, nos períodos 

de 4 e 48 horas. Em 24 horas, houve uma predominância das células uterinas de camundongos 

fêmeas não prenhes em fase G0/G1 e nos três períodos de células de camundongos fêmeas 

prenhes.  

 Ao receberem progesterona, as células dos grupos prenhes em estudo sofreram 

fragmentação de DNA em todos os períodos, de acordo com o que ocorreu no período de 24 

horas das células uterinas de camundongos fêmeas não prenhes, que permaneceram na fase S 

nos períodos de 4 e 48 horas. 

 De acordo com os resultados apresentados, as células uterinas de camundongos fêmeas 

não prenhes que receberam tratamento de interferon  predominaram em fase G0/G1 nos 

períodos de 24 e 48 horas, diferentemente do comportamento das células uterinas, 

placentárias e embrionárias, que permaneceram em fase subG1 nos mesmos períodos.  Houve 

um aumento da quantidade celular em fases de síntese e mitótica, no período de 4 horas tanto 

em animais prenhes como em não prenhes. 

 As células suplementadas com triptofano se mostraram em maior número na fase 

G0/G1, em ambos os grupos, nos períodos de 4, 24 e 48 horas. Observou-se também um 

aumento de células de camundongo fêmea não prenhe na fase S, no período de 48 horas. 

 Ao receberem tratamento com inibidor de IDO, 1-metil-DL-triptofano, as células 

apresentaram um aumento sutil de sua quantidade em fase G0/G1 nos períodos de 4 e 24 
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horas. As células uterinas de animais não prenhes permaneceram em fase de síntese, nos 

tempos de 4 e 48 horas e nas células uterinas, placentárias e embrionárias de animais prenhes 

sofreram fragmentação de DNA em 48 horas. 

 É possível observar a ciclagem celular das células uterinas, placentárias e embrionárias 

de camundongos fêmeas nos períodos de 4, 24 e 48h após a adição de fatores através dos 

exemplos das aquisições em histograma mostrados no conjunto de gráficos 3 e 4. 

 Podemos correlacionar os dados presentes com a expressão da indoleamina 2,3 

dioxigenase das células uterinas de camundongos fêmeas não prenhes e uterinas, placentárias 

e embrionárias da mesma espécie estando prenhe através das tabelas 7 e 9, respectivamente, 

fornecidas por  Salvadori (2011), que também pôde estar comprovando a expressão da enzima 

nesses animais. 
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  Tabela 6  –  Valores médios (%) obtidos da quantidade de células uterinas de 

  camundongos fêmeas não prenhes, em cada fase do ciclo celular após a adição  

  de hormônios e citocinas 

 

 

 Média (%) 

4h 24h 48h 

Controle (D-MEM) 

 

SubG1 

G0/G1   

S        

G2/M         

 18,54 

45,79 

29,43 

6,72 

 21,43 

40,71 

26,16 

6,40 

25,41 

35,14 

23,65 

6,73 

Estradiol 

SubG1 

G0/G1   

S        

G2/M         

32,69* 

28,15 

19,72 

8,44 

32,17 

44,20* 

20,91 

3,08 

35,06* 

29,54 

17,52 

4,54 

Progesterona 

SubG1 

G0/G1 

S 

G2/M 

30,57 

26,89 

31,68* 

11,07 

33,01* 

30,92 

29,43 

7,04 

19,78 

18,03 

40,89* 

7,75 

Interferon γ 

 

SubG1 

G0/G1 

S 

G2/M 

23,74 

28,64 

29,90* 

7,63 

34,30 

40,42* 

21,64 

4,07 

9,78 

45,88* 

17,71 

6,74 

Triptofano 

 

SubG1 

G0/G1 

S 

G2/M 

31,62 

42,06* 

21,41 

5,19 

25,73 

42,76* 

20,64 

5,21 

22,11 

27,59 

27,87* 

12,35 

1 - Metil – DL – Triptofano + 

Triptofano 

 

SubG1 

G0/G1 

S 

G2/M 

31,37 

31,11 

31,33 

3,59 

25,88 

43,61* 

18,88 

6,00 

 

30,68 

25,68 

33,87* 

10,05 

 

          * p < 0,001 
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Gráfico 3 – Exemplos de aquisições em histograma do comportamento das células uterinas de 

camundongos fêmeas Balb-C não prenhes no ciclo celular, nos períodos de 4 (D0), 24 (D1) e 48 (D2) 

horas, sob adição dos fatores mencionados abaixo 
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TRIPTOFANO 

 

 

 

1 - METIL – DL – TRIPTOFANO + 

TRIPTOFANO 

 

 

 

 

 
Tabela 7 – Valores (%) obtidos pela Citometria de Fluxo analisando a quantidade de células do pool 

 de camundongos fêmeas não prenhes que expressam IDO 

 

                                                           Pool 1                         Pool 2                         Pool 3   

   4h  24h  48h   4h  24h   48h    4h   24h  48h 

Controle (D-MEM)  0,00  0,21  1,29  0,01  0,30  1,66  0,78  0,31  0,00  

Estrógeno  1,00  2,68  1,50  0,03  4,42  1,70  0,06  4,84  0,97  

Progesterona  1,11  1,25  1,99  1,15  2,35  2,41  1,18  2,63  1,08  

Interferon γ  0,94  0,16  1,95  1,06  0,35  2,02  1,11  0,48  0,89  

Triptofano  3,09  0,27  0,95  3,31  0,58  1,73  3,57  1,42  2,83  

1- Metil – DL -Triptofano 

+ Triptofano  

0,59  0,33  1,11  0,93  0,42  1,59  1,22  1,26  0,30  

SALVADORI, 2011 
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   Tabela 8 – Valores médios (%) obtidos da quantidade de células uterinas de  

   camundongos fêmeas prenhes, em cada fase do ciclo celular, após a adição 

   de hormônios e citocinas 

. 

 

 Média (%) 

4h 24h 48h 

Controle (D-MEM) 

 

SubG1 

G0/G1   

S        

G2/M         

26,65 

48,62 

16,61 

8,45 

35,68 

31,94 

18,21 

14,90 

32,73 

32,78 

21,06 

7,22 

Estradiol 

SubG1 

G0/G1   

S        

G2/M         

38,22 

45,49* 

14,16 

2,46 

14,40 

35,74* 

26,88 

3,14 

27,96 

31,32* 

11,37 

14,49 

Progesterona 

SubG1 

G0/G1 

S 

G2/M 

29,84* 

28,24 

27,38 

14,87 

36,81* 

36,27 

17,60 

9,64 

40,37* 

32,41 

26,72 

1,03 

Interferon γ 

 

SubG1 

G0/G1 

S 

G2/M 

16,84 

50,66* 

20,39 

2,89 

37,18* 

33,48 

22,92 

6,84 

39,61* 

34,23 

21,39 

5,15 

Triptofano 

 

SubG1 

G0/G1 

S 

G2/M 

20,99 

35,09* 

18,62 

15,18 

36,83 

40,00* 

16,74 

6,74 

40,51 

49,49* 

9,76 

0,51 

1 - Metil – DL – Triptofano + 

Triptofano 

 

SubG1 

G0/G1 

S 

G2/M 

29,33 

39,45* 

25,52 

6,12 

30,88 

32,27* 

24,16 

5,85 

44,97* 

43,55 

11,48 

0,31 

 

        * p < 0,001 
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Gráfico 4 – Exemplos de aquisições em histograma do comportamento das células uterinas, placentárias e 

embrionárias de camundongos fêmeas Balb-C prenhes no ciclo celular, nos períodos de 4 (D0), 24 (D1) e 48 

(D2) horas, sob adição dos fatores mencionados abaixo 
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TRIPTOFANO 

 

 

 

1 - METIL – DL – TRIPTOFANO + 

TRIPTOFANO 

 

 

 

 
 

Tabela 9 – Valores (%) obtidos pela Citometria de Fluxo analisando a quantidade de células do pool de 

camundongos fêmeas prenhes que expressam IDO 

                                                                                                              

                                                           Pool 1                            Pool 2                            Pool 3  

 4h  24h  48h  4h  24h  48h  4h  24h  48h  

Controle (D-MEM)  0,00 0,00 2,57 0,00 0,04 2,83 0,00  0,00  2,57  

Estrógeno  3,03 0,96 10,15 3,84 1,62 9,80 3,06  1,03  10,19  

Progesterona  2,85 0,45 10,68 4,77 0,64 11,98 8,02  0,97  10,83  

Interferon γ  2,85 0,65 21,66 3,85 0,77 21,90 2,88  1,93  21,70  

Triptofano  5,19 0,74 10,64 5,69 0,99 10,80 5,84  9,74  10,77  

1- Metil – DL - Triptofano 

+ Triptofano  

1,39 0,27 18,68 2,13 1,64 19,47 1,67  0,47  18,73  

SALVADORI, 2011 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SubG1 

G0/G1 

S 

G2/M 

SubG1 

G0/G1 

S 

G2/M SubG1 

G0/G1 
S 

G2/M 

4 horas 48 horas 24 horas 

SubG1 

G0/G1 

S 

G2/M SubG1 

G0/G1 
S 

G2/M 

SubG1 

G0/G1 

S 

G2/M 

4 horas 48 horas 24 horas 



 56 

5.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

 

 Os dados das médias dos valores dos grupos foram comparados entre a relação células 

versus ciclo celular frente à adição dos diversos fatores utilizados e analisados pelo teste 

estatístico denominado Modelo Linear Generalizado, sendo considerados estatisticamente 

significantes quando p < 0,001, na primeira análise.  

 As análises referentes à correlação expressão de IDO versus ciclo celular foram 

também submetidas ao mesmo teste estatístico, do Modelo Linear Generalizado, sendo 

considerados estatisticamente significantes quando p = 0,02. 
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6 DISCUSSÃO  

 

 

 Os resultados apresentados anteriormente serão discutidos a seguir. 

  

 

 O estudo realizado atingiu os objetivos propostos, demonstrando o comportamento de 

células uterinas, placentárias e embrionárias, submetidas às suplementações de hormônios e 

citocinas, no ciclo celular, bem como sua relação com a expressão de IDO por essas células 

sob efeito da adição dos fatores correspondentes.  

 Salvadori (2011), ao adicionar estrógeno às células em cultivo de camundongos 

fêmeas prenhes, observou uma maior expressão de IDO nos períodos de 4 e 48 horas, quando 

comparada aos outros grupos e dias.  

 No ciclo celular, quanto ao comportamento das células em cultivo de ratas não prenhes 

e prenhes sob adição de estrógeno, observou-se um aumento da quantidade de células em fase 

G1 nos tempos de 4 e 24 horas, posteriormente uma progressão à fase de síntese do tempo 

seguinte.  

 Ocorre um efeito sobre a expressão de um determinado gene, quando há um aumento 

dos níveis de receptores de estrógeno (ER). Esse gene trata-se de uma proteína atuante na 

regulação do ciclo celular e é denominado gene da ciclina, que por sua vez, ativa a proteína 

ciclina D1, promovendo o acúmulo e a síntese de alguns complexos de ciclina D1-Cdk4 com 

proteínas de retinoblastoma, as pRBs quinases, removendo o gene p21 a partir de ciclina E-

cdk2. As pRBs quinases sofrem uma fosforilação, que antecedem a entrada das células na fase 

de síntese do ciclo celular (PRALL et al., 1997; PLANNAS-SILVA; WEINBERG, 1997), de 

acordo com o resultado obtido no tempo de 48 horas.  

 As proteínas CDKs podem sofrer um bloqueio através da atividade das proteínas 

CDKs inibidoras (denominadas CKIs). Estas, por serem inibidoras, controlam negativamente 

as proteínas pRBs por bloqueio da atividade cinase dos complexos ciclina-CDKs, mantendo 

assim a célula em fase G1 (LORA, 2010), podendo explicar o comportamento das células de 

ambos os grupos de camundongos fêmeas.  

 Ao tentarmos correlacionar a expressão de IDO com o comportamento do ciclo celular 

neste caso, sugerimos que, possivelmente no estágio G1 há uma maior expressão de IDO 

pelas células uterinas, placentárias e embrionárias de camundongos fêmeas prenhes nos 

períodos de 4 e 48 horas.   
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 Segundo Salvadori (2011), as células uterinas de ratas e camundongos fêmeas não 

prenhes apresentaram uma discreta expressão de IDO, sendo evidenciada após a 

suplementação de progesterona, sugerindo que algum outro tipo celular, independente das 

células relacionadas à tolerância imunológica, possa induzir essa expressão, como as células 

uterinas ou até mesmo células dendríticas, como atestam estudos referentes à presença de 

receptores de progesterona em algumas células do sistema imune (DRUCKMANN; 

DRUCKMANN, 2005).          

 A expressão da IDO se mostrou aumentada nos grupos de ratas e camundongos fêmeas 

prenhes, no tempo de 4 horas (SALVADORI, 2011). Isso pode ser explicado devido à 

progesterona inibir diretamente a estimulação da resposta imuno-endócrina através da sua 

interação com receptores de membrana responsáveis pelo aumento da resposta imunológica, 

promovendo a proliferação de linfócito T (PELTIER, 2003).    

 Analisando o ciclo celular, notamos um aumento da quantidade das células das ratas 

prenhes na fase G1 em todos os períodos avaliados, quando suplementadas com progesterona, 

ocorrendo essa permanência, pois o hormônio tem a capacidade de impedir a indução de 

síntese de DNA no epitélio uterino realizada pelo estrógeno, devido a progesterona ser hábil 

em inibir a progressão do ciclo celular à partir da fase G1, sendo assim um antagonista do 

estrógeno na proliferação celular (SUTHERLAND et al., 1998), corroborando com o que 

ocorreu com as células uterinas das ratas não prenhes nos períodos de 4 e 48 horas.                                                                             

  As proteínas CDKs contém alguns substratos, incluindo as pRBs, que comandam o 

controle da progressão do ciclo celular, bem como sua ação em fase G1. Essas proteínas 

exercem atividade em parte do ciclo e estão relacionadas ao estímulo do sinal mitogênico. 

Quando ocorre alteração na quantidade dessas ciclinas, pode haver uma mudança na dinâmica 

do ciclo celular, não permitindo a progressão para a fase de síntese (SHERR, 1994).                                                                                   

 Concomitantemente com esses fenômenos bioquímicos que desencadeiam o controle 

do ciclo, há a presença do C- Myc, um oncogene que entra na regulação da ciclagem celular. 

Esse oncogene pode sofrer ação de sinais externos, internos e pode ativar complexos de 

ciclinas quinases (CDKs), possibilitando que essas proteínas fosforilem as pRBs, promovendo 

a liberação dos fatores de transcrição E2F, dando impulso a continuidade do ciclo celular 

(FARIA; RABENHORST, 2006). Ocorre, por sua vez, uma diminuição na atividade de 

ciclina D1-CDK4, ciclina D3-CDK4 e ciclina E-CDK2, com conseqüente diminuição na 

fosforilação de pRB, impedindo a replicação de DNA, a transcrição e a tradução de genes que 

codificam proteínas necessárias para a mitose (SUTHERLAND et al.,1998).  
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 Em contrapartida do que ocorreu com o comportamento das células em cultivo de 

camundongos fêmeas dos grupos avaliados, as células uterinas, placentárias e embrionárias 

sofreram uma possível ação do controle negativo das CKIs, por inativação das proteínas CDks 

e consequente bloqueio da progressão do ciclo, levando as células à apoptose (SKILDUM; 

FAIVRE; LANGE, 2004), tendo em vista que houve um maior índice de fragmentação de 

DNA. No caso das células uterinas de camundongos fêmeas não prenhes, foi observado um 

avanço até a fase S nos períodos de 4 e 48 horas, demonstrando uma progressão no ciclo 

celular, possivelmente através da ativação da ciclina D1, consequentemente das CDks e 

fosforilação de pRB (MCGOWAN et al., 2007).      

  Avaliando a expressão de IDO no ciclo celular das células do tecido uterino, 

placentário e embrionário das ratas suplementadas com progesterona, podemos sugerir que 

houve uma maior expressão de IDO na fase G1 no tempo de 4 horas.                                                                                                                            

 Um forte estimulador da atividade bioquímica e funcional da IDO, segundo Kudo et 

al. (2004), é o interferon-γ. Os resultados de Salvadori (2011) demonstraram que essa citocina 

possibilitou um aumento da expressão da IDO nos grupos das ratas no período de 24 horas e 

no grupo de camundongos fêmeas prenhes no período de 48 horas.                                                                                                                                  

 De acordo com Xaus et al. (1999), o interferon-γ, dependendo das células, pode 

induzir morte celular, como ocorre com linfócitos do tipo T e B ou proteger a célula de 

apoptose, por exemplo, macrófagos ativos, havendo a expressão do gene p21 e a parada do 

ciclo no ponto de restrição G1-S, atuando assim na ciclagem celular, resultado este obtido nas 

células em cultivo camundongos fêmeas prenhes no tempo de 4 horas, não prenhes nos 

períodos de 24 e 48 horas e em células do grupo de ratas prenhes nos tempos de 4 e 24 horas.

 O interferon-γ, atua juntamente na diminuição da fosforilação de pRb, tornando-a 

hipofosforilada, descaracterizando os mecanismos de Cdks, com conseqüente bloqueio da 

formação dos complexos Cdks – pRbs, reduzindo seus níveis, aumentando a expressão de 

Cdks inibidoras ou influenciando sua fosforilação (SANGFELT; ERICKSON; GRANDÉR, 

2000).  

 Havendo esta influência na fosforilação de transdutores de sinais e ativadores de 

transcrição de RNAm (denominados STATs), devido ao estímulo provocado pelo interferon–γ 

nas células, são sintetizados homodímeros de STAT 1, que induzem a transcrição de alguns 

genes participantes da resposta antiviral e bloqueadores da síntese de proteínas através da 

clivagem do RNA, controlando a proliferação e diferenciação celular e apoptótica 

(SANGFELT; ERICKSON; GRANDÉR, 2000), o que corrobora com os resultados obtidos 

nos períodos de 24 e 48 horas do grupo de camundongos fêmeas prenhes.  
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 No grupo de ratas e de camundongos fêmeas não prenhes nota-se uma progressão da 

ciclagem celular, promovendo uma permanência das células em fase S no período de 4 horas. 

Isso ocorre, pois as células possivelmente driblaram o sistema de apoptose, não havendo 

expressão do gene p21 (XAUS et al., 1999).  

 No último período, observamos que as células uterinas, placentárias e embrionárias de 

ratas prenhes se encontram em fase G2/M, indicando assim que houve uma progressão na 

ciclagem celular, por provável escassez do substrato interferon–γ.  

 No ciclo celular das células do tecido uterino, placentário e embrionário das 

suplementadas com interferon–γ, entendemos que a expressão de IDO mais significativa 

esteve presente na fase G1 no grupo de ratas e camundongos fêmeas respectivamente, nos 

tempos de 24 e 48 horas. 

 Foi realizada uma suplementação de triptofano às células em cultivo, e isso 

demonstrou um aumento da expressão de IDO pelas mesmas nos grupos de ratas não prenhes 

e prenhes e de camundongos fêmeas prenhes (SALVADORI, 2011).  

 O triptofano é um aminoácido que se destaca dos demais por suas peculiaridades, 

dentre elas, pertencer ao grupo dos aminoácidos essenciais para as células T e ser o principal 

substrato da IDO, sendo degradado em quinurenina. Quando ocorre uma gestação, os níveis 

de triptofano diminuem devido à imunossupressão, promovendo uma parada das células do 

sistema imunológico no ciclo celular em fase G1 (MELLOR; MUNN, 2001; CHAMULEAU 

et al., 2008), sendo este fenômeno observado em todos os grupos submetidos à análise e 

possivelmente sendo a fase de maior expressão de IDO.  

 A depleção de triptofano afeta especificamente linfócitos e, como nestas células, a 

enzima triptofanil-tRNA sintetase (envolvida na via de tradução, podendo ou não interferir no 

gene do RNAm) (SANCHEZ,2007), não é induzida por interferon–γ, exceto nas células 

monocíticas, fibroblásticas ou epiteliais. Isso explica a parada do ciclo em fase G1, conferindo 

uma desvantagem aos linfócitos quando comparados a outras células, na competição por 

triptofano (FLECKNER et al., 1995; BOASSO et al.,2005).  

 A adição do 1-metil-DL-triptofano + triptofano, inibidor competitivo da IDO, 

promoveu uma diminuição da expressão da enzima pelas células em cultivo do grupo das 

ratas prenhes, entretanto, há uma expressão significativa pelas células uterinas, placentárias e 

embrionárias de camundongos fêmeas prenhes no tempo de 48 horas, possivelmente pela 

escassez de substrato (SALVADORI , 2011).  

 As células de todos os grupos, tanto de ratas como de camundongos fêmeas prenhes, 

tiveram um comportamento parecido, permanecendo em fase G1 em praticamente todos os 
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períodos analisados, exceto pela progressão à fase S das células uterinas de camundongos 

fêmeas nos períodos de 4 e 48 horas. Segundo pesquisas, o 1-metil-DL- triptofano tem uma 

ação antitumorigênica e de supressão da proliferação de células T, tendo a capacidade de 

alterar a polarização de células dendríticas por modulação de proteínas, como a p38, inibindo 

sua fosforilação e consequentemente prevenindo a síntese de RNAm (OPTIZ et al., 2011), 

mantendo as células na fase em questão, sem que ela progrida à fase de condensação de 

cromossomos. 

 Relacionando a expressão de IDO com o comportamento das células no ciclo celular, 

podemos sugerir que há uma maior expressão da enzima à partir das células em cultivo de 

camundongos fêmeas prenhes em fase G1 no período de 48 horas.  

Em suma, a suplementação dos diversos fatores aos cultivos celulares permitiu 

observar alterações na dinâmica do ciclo celular, representada principalmente por um 

aumento de células em fase G1 nos grupos de células placentárias e embrionárias que 

receberam progesterona, estradiol, interferon  e triptofano e apresentaram um significativo 

aumento da expressão de IDO, e que permite inferir que a síntese de RNAm esteja 

provavelmente correlacionada à produção da IDO. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

 Este estudo permitiu concluir que: 

 

 

 Foi possível evidenciar que houve uma alteração na dinâmica do ciclo celular 

das células placentárias e embrionárias de ratas e camundongos fêmeas, após a 

suplementação com os fatores propostos (estradiol, progesterona, interferon γ, 

triptofano e 1- metil – DL - triptofano + triptofano). 

 

 Podemos observar que há uma correlação entre a enzima indoleamina 2,3 

dioxigenase e o ciclo celular, possivelmente expressada por células 

placentárias e embrionárias encontradas em fase G1, em ambas as espécies 

animais, permitindo-nos sugerir que a síntese de RNAm esteja ligada à 

produção de IDO.  
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