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RESUMO

OLIVEIRA, L. J. Degradagao de triptofano na placenta bovina em gestagdes normais
e de clones: evidéncia da atividade da indoleamina 2,3-dioxigenase ? [Degradation
of tryptophan in bovine placenta in normal and cloned pregnancy: Is this an evidence
of indoleamine 2,3-dioxygenase activity ?]. 2005. 86 f. Dissertagao (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sdo Paulo, 2005.

A tolerancia materno-fetal continua a ser um intrigante enigma imunoldgico. Algumas
teorias tém sido propostas sobre o estabelecimento deste estado, tais como a
producdo de moléculas soluveis como HLA-G (na gestagdo humana) por células
fetais que inibiriam a atividade de células do sistema imune inato. Além da secregéo
de horménios; liberagdo de citocinas e de alguns fatores pelo trofoblasto que
induziriam alteragdes no micro-ambiente placentario favorecendo o sucesso da
gestacdo. A tolerancia materno-fetal parece ser resultar da interacdo de eventos
especificos ou ndo da gestacdo. Neste contexto, a indoleamina 2,3-dioxigenase
(IDO), uma enzima com transcricdo induzida pelo INF-y, tem sua atividade
relacionada com o estabelecimento de estado de tolerdncia materno frente a
antigenos fetais em mulheres e em camundongas. A IDO catabolisa o triptofano, um
aminoacido essencial, do micro-ambiente placentario. Desta forma, células T
ativadas no tecido placentario ndo conseguem proliferar estacionando na fase G1 do
ciclo celular, ma forma de regulagdo da resposta imune materna. O presente
trabalho teve por objetivo analisar as concentracdes de triptofano e seus produtos de
catabolismo no tecido placentario bovino em gestagdes normais e de fetos clonados.
Homogenatos de tecidos placentarios provenientes de gestagdes normais (n=29) e
de fetos clonados (n=5) foram analisados por cromatrografia liquida de alta

performance (HPLC). O niveis de triptofano e quinurenina aumentaram com o

avanco da idade gestacional; TRIPTOFANO: 479,33uM/L 153,04ep; 745,87uM/L
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+72,71ep; 983,39uM/L £196,37ep no primeiro, segundo e terceiro trimestre da
prenhez respectivamente; QUINURENINA: 15,13uM/L £2,97ep; 25,26uM/L +3,72ep;
52,77uM/L £17,75ep no primeiro, segundo e terceiro trimestre da prenhez
respectivamente. A razdo quinurenina/triptofano (razédo Q/T) n&o alterou durante a
gestacdo (0.038 *0.011ep, 0.035 £0.005ep and 0.056 =*0,020ep; no primeiro,
segundo e terceiro trimestre da prenhez respectivamente). Quando esses valores
foram comparados a placentas provenientes de fetos clonados apresentaram-se
menores, contudo sem diferencas estatisticas significantes. (0,031 +0.003ep). Os
valores de triptofano foram menores na gestacao de clones (811,34uM/L +232,14ep)
bem como os encontrados de quinurenina (22,85uM/L 14,09ep). Nao houve
diferencas estatisticamente significativas entre o terceiro trimestre gestacional de
fetos normais quando comparados a gestacdo de clones neste contexto. O
catabolismo de triptofano parece aumentar com o avango da idade gestacional
devido o aumento da concentracdo do aminoacido e de seus metabdlitos
(quinurenina), no entanto a razdo Q/T nao se alterou, sugerindo um aumento da
atividade de IDO na placenta bovina para manutencao dos niveis de triptofano no
micro-ambiente placentario. A presenga de quinurenina na placenta bovina é um

indicador da atividade da IDO neste tecido.

Palavras-chave: Triptofano. Indoleamina 2,3 dioxigenase. Placenta. Bovina,
Tolerancia materno-fetal
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ABSTRACT

OLIVEIRA, L. J. Degradation of tryptophan in bovine placenta in normal and cloned
pregnancy: Is this an evidence of indoleamine 2,3-dioxygenase activity ?
[Degradacao de triptofano na placenta bovina em gestacdes normais e de clones:
evidéncia da atividade da indoleamina 2,3-dioxigenase ? 2005. 86 f. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2005.

Maternal-fetal tolerance continues to be an intriguing immunological enigma. Some
theories have been proposed about these phenomena such as the production of
soluble molecules like HLA-G by fetal cells that would block some cells of the innate
immune system and the secretion of cytokines, hormones and some factors by
trophoblast cells that would induce changes in the placental microenvironment.
Maternal tolerance is probably the consequence of a wide panel of mechanisms that
may be or not pregnancy-specific. In this context, indoleamine 2, 3 dioxygenase
(IDO), an inducible INFy enzyme, is a candidate protein to be involved in placental
tolerance, as suggested in some reports on women pregnancy. IDO seems to
catabolise the tryptophan, an essential amino acid necessary to cell proliferation.
This way, activated T-cells in placental tissue cannot proliferate due to starvation of
tryptophan in milieu and these cells undergo apoptosis. This change may be one of
the ways maternal-fetal tolerance occurs. Our aim was to evaluate the levels of
tryptophan and its degradation products in normal and cloned bovine pregnancy,
observing possible changes in tryptophan catabolism during this period.
Homogenates from normal placental tissue from cows with normal (n=29) and cloned
pregnancy (n=5) were analyzed by high performance liquid chromatograph. Levels of
tryptophan and kinurenine reached their highest levels through of time of pregnancy;
TRIPTOPHAN: 479,33uM/L  +53,04ste; 745,87uM/L  +72,71ste; 983,39uM/L
1196,37ste early. middle and late pregnancy respectively; KINURENINE: 15,13uM/L

12,97ste; 25,26uM/L £3,72ste; 52,77uM/L +17,75ste early. middle and late
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pregnancy respectively. The ratios of kynurenine to tryptophan does not increased
during pregnancy (0.038 +0.011ste, 0.035 +0.005ste and 0.056 x0,020ste; early,
middle and late pregnancy respectively). When these values were compared to
cloned pregnancy they showed lower values in these animals, however they were not
statiscally significant (0,031 +0.003ste). Tryptophan values were lower in cloned
pregnancy (811,34uM/L +232,14ste) as well kinurenine (22,85uM/L +4,09stde).
There was no statiscal difference between normal late pregnancy and cloned
pregnancy in this mater. The presence of kinurenine in bovine placental tissue is one
indicator that IDO could be expressed in bovine placenta and indicate an IDO activity

in this site.

Key words: Triptophan. Indoleamine 2,3 dioxigenase. Bovine. Placenta. Tolerance
maternal-fetal
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Antigeno citolitico associado ao linfocito-4

Decay accelerating factor ou CD55

Receptor de TRAIL — fungao pré-apoptética
Receptor de TRAIL — fungao pré-apoptética
Receptor de TRAIL — fungao anti-apoptética
Receptor de TRAIL — fungao anti-apoptética

Acido graxo sintase (fatty acid sintase)

Acido graxo sintase ligante(fatty acid sintase ligand)
Camundongo transgénico para antigenos histocompatibilidade
Fator estimulador de colénia de macréfagos
Antigeno leucocitario humano

Cromatografia liquida de alta performance
Proteinas inibidoras da apoptose

Fragmento de C3

Interleucina-1

Interleucina-2

Interleucina-4

Interleucina-6

Interleucina-10

Interleucina-12

Interleucina-18

Interleucina-27

Interferon gama
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INF-t - Interferon-tau

KC - Fator de crescimento derivado de plaquetas - quimiocina
LIF - Fator inibidor de leucemia

LPS - Lipopolissacarideo

MAC - Complexo de ataque de membrana (sistema complemento)
MHC - Complexo de histocompatibilidade principal

MIP-1 - proteina quimiotatica de mondcitos-1

MIC-1 - citocina inibidora de macrofagos-1

mRNA - Acido ribonucléico mensageiro

NK - Ceélulas Natural Killer

Proteina S -  Proteina de ativagdo do sistema complemento

RT-PC - Transcri¢cao reversa combinada ‘a reacdo em cadeia da polimerase
SHLA-G - Antigeno leucocitario humano-G soluvel

Ty - Células T gama delta

TGF-B - Fator de crescimento tumoral-f3

Th1 - Resposta inflamatoria celular

Th2 - Resposta inflamatoria humoral

TNF - Fator de necrose tumoral

TNF-a. - Fator de necrose tumoral-a

TRAIL - TNF-related apoptosis-inducing ligand

uNK - Célula Natural Killer uterina
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1 INTRODUGAO

A placenta tem sido eleita como um modelo fisiolégico de tolerancia, visto que
o sistema imune materno tem sua ativagdo modulada frente aos aloantigenos fetais
durante o periodo da gestacdo e imediatamente apdés o parto recupera sua
capacidade de responder prontamente a esses antigenos.

Meddawar et al. (1953) propuseram hipéteses sobre os mecanismos
envolvidos no estabelecimento da tolerancia materno-fetal tais como: o concepto
nao seria imunogénico; haveria uma diminuicdo da resposta imune durante a
gestagcao; o utero seria um sitio imuno-privilegiado e a placenta constituiria uma
barreira entre o sistema imune materno e o enxerto fetal. Dentre estas hipoteses, as
trés primeiras foram contestadas e o fato da placenta ser a barreira imunolégica
entre a mae e o feto € a Unica hipétese aceita entre os imunologistas.

Varias evidéncias tém sido encontradas para explicar a tolerancia materno-
fetal, como a expressdo de moléculas soluveis de MHC classe Ib pelo feto que
inibiria a atividade das células da imunidade inata; a producao de fatores inibitorios
tal como o fator inibitério da leucemia (LIF) pela decidua e por sub-populagcbes de
células com perfil Th2 que induziriam o crescimento e a diferenciagdo das células
trofoblasticas, a presenga de macréfagos e células dendriticas supressoras, bem
como a expressao da indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) por células placentarias e
do sistema imune local que atuariam no estabelecimento e manutencdo do balanco
da resposta Th1/Th2 no micro-ambiente placentario

A IDO é uma enzima responsavel pela via tripofano:quinurenina nos tecidos
extra-hepaticos, sendo primeiramente relacionada a tolerancia materno-fetal por

Mellor e Munn (1998). Sugere-se que a atividade da IDO reduziria a concentragao de
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triptofano e desta forma as células do sistema imune ativadas ndo conseguiriam
proliferar devido a este estado de caréncia no micro-ambiente placentario.
Atualmente, com a vasta utilizagdo de biotécnicas da reprodugdo no manejo
animal, muitos dos fatores que induzem ao estabelecimento pleno do
reconhecimento materno sdo eliminados. A utilizagao de biotécnicas mais simples
desde a sincronizacdo de cio e/ou inseminacgao artificial até os processos mais
sofisticados como a clonagem, pode ser sua eficiéncia comprometida por omisséao
desses fatores. Portanto o esclarecimento das vias de interagcdo entre mae e feto
como ferramentas para otimizacdo das técnicas ja estabelecida e consequente
melhoria da eficiéncia reprodutiva na criagao animal se faz necessario. Desta forma,
averiguacao da atividade da IDO na placenta bovina poderia acrescentar valiosas

informacdes nesse contexto.
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2 OBJETIVO

Este estudo tem por objetivo investigar a atividade da indoleamina 2,3-
dioxigenase na placenta de vacas prenhes normais nos trés trimestres gestacionais
e nas placentas de vacas prenhes de fetos clonados a termo, pela mensuracéo da
concentracdo de triptofano e de seus metabdlitos (N-formil-quinurenina e

Quinurenina) em homogenatos placentarios.
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3 REVISAO DA LITERATURA

A revisdo da literatura consultada neste trabalho segue abaixo.

3.1 BOVINOCULTURA NO BRASIL

O Brasil, devido a sua grande extensao territorial e ao clima tropical, tem um
grande potencial agropecuario. Contudo, durante muito tempo nao aproveitou essa
capacidade e manteve uma producdo aquém de suas reais possibilidades. Nos
ultimos anos, gragas a uma combinagao de fatores envolvendo desde a implantagao
de tecnologia na bovinocultura até a quebra da produgao de carne de paises como
Canada e Inglaterra pela encefalopatia espongiforme bovina, alcangou o posto de
maior exportador de carne bovina.

O Brasil € um dos poucos paises capazes de produzir o “Boi Verde”, ou seja,
a produgado de carne somente com o uso das pastagens sem a adigdo de
complementos alimentares a exemplo dos probiodticos. Esse tipo de carne tem
grande aceitagao na economia mundial devido aos seus aspectos éticos e sanitarios
de producdo para o consumidor.

A analise dos dados de producéo no periodo de 1992 a 2002 demonstra um
aumento de 16% do rebanho brasileiro de bovinos de 155 milhdées para 185 milhdes
de cabecgas. As regides de maior expressao na produgao de bovino de corte sdo a

Centro-Oeste onde se destacam os estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul,
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a regidao Sudeste com destaque para o estado de Minas Gerais com mais da metade
do rebanho da regido e a regidao Norte em terceiro lugar, porém com um crescimento
acelerado de 17 milhdes de cabegas em um periodo de 12 anos (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2005).

O abate de bovinos no terceiro trimestre do ano de 2004 foi 7,75% maior
sobre o0 segundo trimestre e 30,85% maior sobre 0 mesmo periodo do ano anterior.
No periodo referido foram abatidos 6,924 milhdes de animais da espécie bovina.
Analisando essa categoria comparativamente ao terceiro trimestre de 2003
observam-se aumentos de 20,78% de bois; 46,15% para vacas e 35,51% para
novilhos. A Unica categoria a registrar queda foi a de vitelos (-15,44%) (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2005).

Ainda relativamente ao mesmo periodo de 2003, todas as categorias
apresentaram aumentos no peso total das carcagas (bois 21,54%; vacas 46,19%;
novilhos 35,37%) com excegao de vitelos que teve queda de 6,57% (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2005).

Os Estados que mais abatem bovinos sao pela ordem: Sdo Paulo, Mato
Grosso do Sul, Mato Grosso e Goias. Na regiao Norte, destaque para o estado do

Para (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2005).

3.2 PLACENTA E PLACENTAGCAO EM BOVINOS

A vaca apresenta um ciclo estral de 21 dias e o periodo gestacional varia

entre 270 a 285 dias de acordo com as ragas envolvidas no cruzamento.
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Apos a fertilizagdo, o embrido bovino atinge o estagio de moérula em
aproximadamente 96 horas quando adentra a cavidade endometrial. No dia 8-9 pds-
fecundacgdo, o embrido perde a zona pelucida e comega a se expandir atingindo o
estagio de blastocisto, no dia 14 comecga a se alongar tornando-se tubular e emite
finas projecbes de origem trofoblastica em diregcdo ao endométrio. O embrido se
alinha com a mucosa uterina e a implantacédo ocorre no dia 19-20 pdés-fecundacao,
por justaposicdo do embrioblasto e o trofoblasto na parede uterina (KING et
al.,1982). Em seguida, os tecidos de origem trofoblastica espalham-se a partir do
ponto de implantagao do embrioblasto, inclusive para as regides intercarunculares.
Inicia-se o processo de formacdo dos placentbnios os quais sdo resultantes da
juncdo dos cotilédones (corio frondoso, que penetra nas criptas formadas pelo
endométrio) com as carunculas, separadas por regides intercotiledonarias, onde o
corion apresenta-se como uma fina estrutura membranosa (BJORKMAN, 1954).
Essas estruturas apresentam formas, tamanho e composig¢ao histoldgica diferentes
como, por exemplo, de acordo com sua localizagdo (dorso fetal, corno uterino
gravidico ou ndo), ou a idade gestacional.

A placenta bovina é classificada como multicotiledonaria, zonaria; indecidua
epitéliocorial inicialmente e tornando-se sinepiteliocorial funcionalmente com o
avanco da prenhez, devido a fusdo de células binucleadas fetais com o epitélio
uterino formando areas de aspecto simplasmico (LEISER; KAUFMANN, 1994). A
migragdo das células gigantes binucleadas inicia-se entre os dias 18 a 20 da
gestacdo e continua durante todo o periodo gestacional, sua exata fungao ainda é
motivo de estudos, especula-se que a fusao das células fetais no epitélio materno
seja necessaria para o transporte de substancias de dificil difusdo (WOODING;

WATHES, 1980).
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O fluxo sangliineo materno-fetal da placenta bovina é inicialmente multiviloso
e tende a tornar-se contra-corrente, o que o diferencia da placenta humana em que
as células trofoblasticas ficam diretamente em contato com o sangue materno
(LEISER; KAUFMANN, 1994).

Todo esse complexo dos anexos embrionarios chamado placenta é essencial
para a manutencdo da prenhez e da homeostase entre méae e feto, principalmente
nos aspectos nutricionais, metabdlicos e imunoldgicos.

Alguns trabalhos provaram que a placentacédo de embrides clonados parece
ser ineficiente. Muitas alteragbes sao encontradas, tais como estruturas
cotiledonarias reduzidas ou ausentes (DINNYES et al., 2002), hidropsia das
membranas fetais (HEYMAN et al., 2002) principalmente no terceiro trimestre

gestacional e um numero reduzido de placentdnios (VERECHIA et al., 2003).

3.3 ASPECTOS PERTINENTES A IMUNOLOGIA DA REPRODUCAO E A

TOLERANCIA MATERNO-FETAL

A imunologia da reprodugdo € um novo ramo da ciéncia que apresentou
crescimento acelerado a partir do desenvolvimento e das biotécnicas aplicadas a
reproducdo. No homem, o histérico de casais inférteis clinicamente saudaveis,
abortamentos recorrentes e as taxas de sucesso na aplicacdo das técnicas de
reprodugdo assistida mostraram uma lacuna entre os conhecimentos de imunologia
e reprodugao que une as duas ciéncias. Muitas das estratégias empregadas no

processo de concepcado e estabelecimento da prenhez foram drasticamente
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reduzidas pela reproducao assistida. Essas tecnologias foram também aplicadas a
producdao animal e um exemplo classico é a transferéncia de embrido bovino a
fresco em uma central de reproducao que apresenta baixa taxa de prenhez a termo
(em média de 40%), considerando que o principal pré-requisito é a utilizagdo de
vacas receptoras com um excelente quadro clinico e sanitario geral.

E relevante ressaltar que o feto no Utero materno é um enxerto semi-
alogeneico, visto que o embrido carreia genes do complexo de histocompatibilidade
principal (MHC) materno e paterno. Nos processos de clonagem e na transferéncia
de embrides (a fresco ou provenientes de fecundagéao in vitro) o embrido passa a ser
totalmente alogeneico, normalmente sem alguma compatibilidade com a mae,
provavelmente a resposta do sistema imune materno frente ao concepto estara
alterada.

O dutero, quando exposto as infecgdes no momento do coito e do parto, é
capaz de estabelecer uma resposta imune classica. O sistema imune uterino tem a
capacidade de responder contra enxertos (HANSEN et al., 1986) e recrutar fagocitos
(ASBURY et al., 1987) quando ha necessidade.

Meddawar' (1953) apud Weetman (1999) sugeriu alguns mecanismos
imunoldgicos que contribuiriam no sucesso da prenhez: o feto ndo seria capaz de
iniciar a resposta imune; o sistema imune materno seria suprimido; o utero seria um
sitio imuno-privilegiado e a placenta seria a barreira entre os sistemas imune
materno e fetal. Esta foi uma das primeiras publicagdes ligando a imunologia com a
reproducao.

Durante todo o ciclo estral, o utero é preparado para a concepgao. Uma série
de alteracbes no perfil de células do sistema imune no endométrio, no micro-

ambiente uterino entre outros viabilizam a concepcédo (HAFEZ et al., 2004).

1.MEDDAWAR, P.B. Some immunological and endocrinological problems raised by the evolution of
viviparity in vertebrates. Symposium of Society of Experimental Biology. v. 7, p. 320-328, 1953.
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Durante o coito, uma carga de sémen é desprezada na porgao anterior da
vagina da vaca que é direcionada para o interior do utero. Muitos estudos foram
conduzidos sobre os fatores existentes no plasma seminal sugerindo que estes
representam o primeiro estimulo para a indugdo do estado de tolerancia uterina
durante a concepg¢ao e no inicio da gestagao (HAFEZ et al., 2004).

O espermatozoide apresenta uma supressao na expressao das proteinas de
MHC de classe |. Na auséncia do plasma seminal, espermatozéides sao capazes do
ativar resposta inflamatéria contra antigenos paternos (BEER; BILLINGHAM., 1974).
Em camundongos, a exposicdo ao sémen induz uma resposta inflamatéria na
mucosa da cérvix e o fator de crescimento tumoral-B (TGF-B) presente no plasma
seminal inicia uma série de eventos proé-inflamatérios como recrutamento de
populagdes de células do sistema imune (macréfagos, células dendriticas entre
outras), e também estimula a expressdo de quimiocinas e de citocinas,
aparentemente em resposta aos antigenos paternos (ROBERTSON et al., 2002).

A inseminacao pode ativar uma sequéncia de eventos resultando na indugao
de tolerancia aos antigenos paternos, semelhante a outros mecanismos encontrados
em outras mucosas por meio de ativagdo de populagdes reguladoras ou indugao de
uma resposta imune do tipo Th2 (JOHANSSON et al.,, 2004). Sugere-se que a
exposicao ao sémen provoca um estado de hipo-responsividade de linfécitos T aos
antigenos paternos em reposta ao processo inflamatério contra proteinas de MHC
de classe | soluveis presentes no plasma seminal (ROBERTSON et al., 2002), e
estas células com perfil regulador gerariam um micro-ambiente favoravel a
implantacéo e ao crescimento placentario (ROBERTSON et al., 2002).

O’Leary et al. (2004), verificaram que tratamento com plasma seminal induziu

a formacao de um infiltrado inflamatério no periodo pré-ovulatério e induziu a
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expressao de fator estimulador de formacgao de colénia de macrofagos (GM-CSF),
interleucina-6 (IL-6), proteina quimiotatica de monécitos-1 (MIP-1) e ciclo-oxigenase-
2 (COX-2), que resultou no aumento da taxa de implantagdo e na melhora do
desenvolvimento e da viabilidade embrionaria apdés o tratamento. Com o
desenvolvimento da inseminacdo artificial na medicina humana como na medicina
veterinaria eliminou -se esta etapa que iniciaria a modulacdo do sistema imune
materno.

Apds a implantagdo, o embrido continua a se desenvolver junto a mucosa
uterina (BJORKMAN, 1954) e conseqiientemente a exposicdo de seus antigenos ao
sistema imune materno aumenta. Em razdo disso, o trofoblasto desenvolve
estratégias para “driblar’ a resposta contra o enxerto fetal.

Evidéncias encontradas indicam que as células trofoblasticas sao capazes de
sintetizar fatores que parecem auxiliar na regulagao do sistema imune materno, além
de expressar proteinas em sua membrana que as mantém responsivas as
alteracdes do micro-ambiente placentario.

A expressao de proteinas anti-apoptdticas pelo trofoblasto € uma forma de
controle do sistema imune materno. Ja foi descrita a presenca de Fas-ligante ou CD
95-L no epitélio glandular, na decidua e no trofoblasto (HUNT et al., 1997). Células
trofoblasticas em cultura foram capazes de induzir a apoptose de linfocitos (CD3")
em cultura via CD95-L (COUMANS et al.,1999).

Recentemente descrito na decidua, no sincicio trofoblasto e no citotrofoblasto
em humanos, um gene da superfamilia fator de necrose tumoral (TNF), APO-2 ou
TRAIL parece cooperar na regulagdo da apoptose placentaria juntamente com
CD95. Essa molécula pode favorecer ou inibir a apoptose de acordo com o receptor

de ligacdo. Foram descritos 4 receptores para TRAIL (DR4, DR5, DcR1 e DcR2),
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sendo os dois primeiros com acgao pro-apoptoética e os dois ultimos com agao anti-
apoptética. Ensaios de cultura, com uma linhagem macrofagica, demonstraram que
ha regulacao da atividade pré e anti-apoptética de TRAIL com alteragao do micro-
ambiente de cultivo por adigdo de interferon gama (INF-y), apresentando um
aumento do mensageiro de DR4 e uma pequena diminuigdo de DcR2 (PHILLIPS et
al.,, 1999). Sugere-se que a populagdao de macréfagos residentes na placenta
conseguiria modular a proliferacéo trofoblastica e ou eliminar células neoplasicas via
DR5.

A expressao de survivina ou APO-4 da superfamilia das proteinas inibidoras
da apoptose (IAP) na placenta de humanos no inicio da gestacao, a termo, na mola
hidatidosa e no coriocarcinoma (SHIOZAKI et al., 2003) atuaria conjuntamente com
a expressao de bcl-2 (agdo anti-apoptética) na manutencdo da homeostase das
células trofoblasticas durante a gestagdo (UCKAN et al., 1997).

Portanto, o balango entre proliferacdo e a morte celular a é crucial para a
manutencdo da homeostase nos tecidos normais, e pode ser muito importante para
o desenvolvimento placentario. Disturbios na morte programada das células
placentarias parecem estar associados a problemas durante a gestacdo (HALPERIN
et al., 2000; JERZAK, 2002).

O sistema complemento parece também estar ativamente regulado durante a
prenhez. Proteinas inibidoras da fixacdo do complemento foram descritas na
interface materno-fetal, principalmente nas espécies humana e murina.

Wells et al. (1987), por meio de estudos eletroimunomicroscopicos da
distribuicao das proteinas do sistema complemento nas artérias espirais uterinas em
gestacbes humanas normais de 4 a 40 semanas, demonstraram que ha deposi¢céao

dos componentes desse sistema sugerindo a fixacéo através da via classica, essa
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reatividade se estendeu para a camada trofoblastica proxima aos vasos e 0s
componentes C3d e C9 apresentaram reatividade mais intensa. Outros estudos
focados na distribuicdo das proteinas envolvidas na ativacdo do sistema
complemento como a proteina S, C3 e C9 em placentas normais e com pré-
eclampsia concluiram que a diferenga entre os grupos foi essencialmente
quantitativa (TEDESCO et al.,, 1990) comprovando a ativagcdo do sistema

complemento tanto na doencga quanto na normalidade.

A expressao de proteinas de membrana com fungao especifica de regulagao
da ativacédo do sistema complemento pelos trofoblastos, como “decay accelerating
factor” (D55 ou DAF) (XU et al., 2000) e a proteina cofatora de membrana (CD 46 ou
MCP) que clivam reversivelmente a C3 convertase responsavel pela conversao de
C3 em C3b, evitando o inicio da cascata do complemento (HOLERS et al., 1992,

KIM et al., 1995).

A expressao de CD59 (fator inibidor do complexo de ataque de membrana-
MAC) regula a ativagdo do complemento por meio da interagdo especifica com C8 e
C9, nas células que o expressam. CD55, CD46 e CD59 sao expressas a partir da
sexta semana de gestacdo. A expressdo anormal dessas proteinas resultaria em
alteragdbes no quadro de tolerancia imunoldgica durante a gestagdo, e
consequentemente em desordens gestacionais (HOLMES; SIMPSON, 1992).

Nishikori et al., (1993) conduziram estudos em placentas de 18 mulheres
gestantes submetidas ao abortamento artificial da quinta a décima semana de
gestacdo. Constataram a expressado de CD46 até a oitava semana de gestacédo no
citotrofoblasto; CD59 apresentou uma expressao variada no citotrofoblasto viloso até
a sétima ou oitava semana, porém com grande variagado individual, um mesmo

individuo demonstrou células do citotrofoblasto marcado e células ndo marcadas
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provavelmente relacionado ao grau de maturacdo de cada célula e CD59 foi
observado na superficie do sinciciotrofoblasto na por¢cdo materna e nas células
trofoblasticas extravilosas, sua expressao ndao demonstrou alterar com o avango da
gestacao.

Em um experimento com cruzamentos de linhagens Crry-/- com linhagens
deficientes em fator B, C4, e C5 concluiu-se que o papel do C3 e seus fragmentos
ativados sdo essenciais para a rejeicao fetal por meio da ativacdo do sistema
complemento. C3a ¢é uma potente molécula inflamatéria que aumenta a
permeabilidade vascular e promove o recrutamento de células inflamatdrias, ativa e
induz expressdo de moléculas de adesao. C3b e iC3b aumentam a fagocitose por
meio da interagcdo do receptor de complemento 1 e 3 na superficie de células
inflamatdrias (MAO et al., 2003). Contudo, Holers et al., (2002) demonstraram uma
leve coloracdo de C3 nos tecidos extra embrionarios aos 9,5 e 10,5 dia pds coito em
camundongos, sugerindo a ativagédo do sistema complemento mesmo em gestacdes
normais. Esse achado indica que a alteracdo na ativagao desse sistema pode estar
relacionada com o desequilibrio da expressao de moléculas de ativacao e regulagao
do sistema complemento.

A expressao trofoblastica de proteinas do complexo MHC, cuja funcao
principal é discriminar “o proprio do nao proprio”, € alvo de estudo em varias
especies.

As células trofoblasticas apresentam fraca expressao de MHC de classe |
(HUDDLESTON; SCHUST, 2004). O feto, visto como um enxerto semi-alogeneico,
seria prontamente rejeitado por via direta ou indireta de ativacdo da resposta imune
adaptativa (JANEWAY et al., 2001), como ocorre no contexto do transplante. O fato

do feto ndao expressar MHC de classe | mimetiza um quadro infeccioso, no qual
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células hospedeiras tém sua expressao inibida, e caso nao existissem outras vias de
regulacéo, as células Natural Killer uterinas (UNK) se ativariam contra o trofoblasto
(MOFFET-KING, 2002). Para tanto as células fetais tém a capacidade de secretar
uma isoforma de MHC, o MHC n&o classico Ib também chamado de antigeno
leucocitario humano — G (HLA-G) que teria importante fungdo na regulagdo da
atividade das uNK (HUDDLESTON; SCHUST, 2004).

O HLA-G é expresso em duas isoformas: uma como proteina de membrana e
outra soluvel (sHLA-G) na interface materno-fetal. Esta presente principalmente na
membrana coriénica e nos citotrofoblastos extra vilosos derivados do cério (KOVATS
et al., 1990) e trofoblastos extra vilosos parecem produzir grande quantidade da
proteina HLA-G (HUNT et al., 2000a).

A principal hipotese levantada sobre a fungcdo do HLA-G na tolerancia
materno-fetal € de que expressado nas células trofoblasticas em migragao poderia
estimular ou inibir a fungéo de qualquer célula do sistema imune, como macréfagos
e células NK que fossem encontradas na sua trajetoria através do intersticio. A
interacao da molécula de HLA-G com receptores inibidores da atividade das NK é
uma via proposta de regulacédo da resposta imune (HUNT et al., 2000a).

A isoforma soluvel do HLA-G é capaz de interagir com as mesmas
populacdes de leucdcitos ndo s6 de forma local, mas também sistémica. Entretanto
estudos detectaram niveis trés vezes mais elevados de sHLA-G em amostras de
soro de mulheres gravidas em comparagdo as nao-gravidas sem que houvesse
alteragcdo da resposta imune frente a antigenos HLA (HUNT et al., 2000b),
reforcando a hipétese que HLA-G seria capaz de interagir com leucdcitos e modular
suas funcdes, caracterizando seu envolvimento com a ativacdo do sistema imune

local.
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Em bovinos, estudos imunoistoquimicos realizados em placentas de segundo
e terceiro trimestre gestacional demonstraram a expressao de moléculas de MHC de
classe | nos trofoblastos das regides interplacentomais em ambas fases gestacionais
(LOW et al., 1990). Davies et al. (2000) demonstraram que durante a segunda
metade da gestagcdo as regides intercotiledonarias e a arcada trofoblastica
expressam MHC de classe |, contudo nas criptas e nos vilos, trofoblastos e epitélio
endometrial ndo expressam as moléculas de MHC. Ao comparar placentas de 5 a 8
semanas de gestagao provenientes de fetos clonados, Hill et al. (2002) verificaram
uma expressao alterada do MHC de classe | pelos trofoblastos variando de 17 a
56% de células positivas. Corroborando com os dados de Joosten et al. (1991),
sugeriram que a alta compatibilidade do MHC de classe | materno e fetal aumentaria
o risco de retencdo das membranas fetais e que a expressdo inadequada das
moléculas desses complexos por trofoblastos dos vilos ou pelas células do epitélio
materno poderia desencadear um processo de rejeicdo da placenta e
consequentemente abortamento do feto.

Quanto a celularidade do sistema imune no utero durante a prenhez, estudos
demonstraram que em ovelhas, os linfocitos estao limitados principalmente ao lumen
epitelial e glandulas endometriais bem como no estroma adjacente (GOGOLIN-
EWENS, et al., 1989; GOTTSHALI et al., 1992; LEE, et al., 1988). Existem 3 tipos
predominantes de células T (LEE et al., 1992). Cerca da metade das células do
sistema imune em ovelhas vazias possuem o fenétipo CD8", CD45R". As populacdes
remanescentes sdo CD8", CD45R" e Ty5 , e CD8+, CD45R" e células Tys". Estdo
presentes na populagdo de células epiteliais e do estroma, células MHC classe I,
presumidamente da linhagem macrofagica (GOGOLIN-EWENS et al., 1989;

GOTTSHALI et al., 1992).
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Os linfécitos sdo mais abundantes na regido do epitélio glandular do que no
placenténio, mas sua concentracdo diminui com o avanco da prenhez. Em paralelo,
ha um aumento do numero de linfocitos no epitélio uterino apds o dia 50 da gestacgao
devido ao aumento de células Tyd (LEE et al., 1992; MEEUSEN et al., 1993). Estas
células apresentam sinais de ativagdo como aumento da sua granulosidade (LEE et
al., 1992; MEEUSEN et al., 1993) e da expressao de marcadores como CD25 e CD44
(LIU et al., 1997) na segunda metade da gestagcdo. Em ovelhas prenhes
unilateralmente o aumento em numero de células Tyd ocorreu em ambos os cornos,
demonstrando os efeitos sistémicos da prenhez. Elas parecem ter uma fungao similar
a das células Tyd intraepiteliais supressoras, ja descritas no utero de mulheres e
camundongas prenhes (SUZUKI et al., 1995).

No inicio da gestagdo humana ha um aumento de células CD8+ CD11+ e
células NK CD16+ CD54-, essas alteragbes parecem ter regulagdo hormonal
(WEETMAN, 1999).

As células NK uterinas estdo envolvidas no processo de decidualizagao na
placenta hemocorial. Compdem uma sub-populagéo recrutada dos orgaos linfoides
secundarios que apresentam marcadores especificos como CD56™" e lectina. A
ativagdo destas coincide com a chegada ao utero, onde se proliferam e produzem
citocinas como IL-18 , IL-27 e IFN-y. Os eventos ocorridos no processo de ativagao
das células uNK por acdo do IFN-y ainda n&o estdo esclarecidos, porém o IFN-y
produzido pelas uNK contribui para as modificacbes vasculares necessarias para a
decidualizagao (CROY et al., 2002). Com o avangar da gestag&do sua concentragéo
diminui, indicando que as células uNK e IFN-y induzem importantes alteracbes na

placenta materna na primeira metade do periodo gestacional (CROY et al., 2003).
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Apos o isolamento e cultivo de células CD14", Heikkinen et al. (2003)
demonstraram que os macréfagos da decidua humana produzem IL-10 em altas
concentracdes e apresentam menor concentracdo de moléculas co-estimuladoras
como CD86 quando comparados aos isolados do sangue periférico. Os macrofagos
da decidua sob a influéncia de IL-4 +GM-CSF in vitro ndo se diferenciam em células
dendriticas e expressam acido ribonucléico mensageiro (MRNA) para indoleamina-
2,3-dioxigenase (IDO), sugerindo um papel supressivo dessas células durante a
prenhez.

Em bovinos, os macréfagos (CD14+) estdo localizados no parénquima das
carunculas, sua concentragdo aumenta com o avango da gestagao, apresentando
reatividade a fosfatase acida entre o quinto e o sexto més da gestagao
permanecendo reativo até o parto (MIYOSHI et al., 2004). Em casos de retencéo de
membranas fetais ha a diminuicao dessa atividade, que poderia indicar uma reducao
da atividade fagocitica (MIYOSHI et al., 2002).

Piccinni et al. (2002) ap6s compilarem dados existentes sobre o envolvimento
de citocinas e células T no processo de fertilizacdo concluiu que o painel de citocinas
liberadas em cada fase do ciclo reprodutivo humano promove um micro-ambiente
adequado para o desenvolvimento embrionario pré-implantacdo e para a
manutencdo da gestagdo. Sugerem ainda que as células T, células deciduas e
células do cumulus interagem entre si formando uma complexa rede de citocinas,
horménios e células em prol do sucesso da gestagdo. Essa rede promove um perfil
regulador passando de uma reposta imune celular Th1 (pré-inflamatéria) para uma

resposta imune humoral Th2 (antiinflamatéria).
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Citocinas sao substancias reguladoras que desempenham papel pleiotropico
em varios sistemas organicos (peptideos ou glicoproteinas), produzidas por qualquer
tipo de células nucleadas presentes no organismo (SAITO, 2000).

Na tolerancia materno-fetal, o perfil de citocinas é de extrema importancia
para a manutencdo do equilibrio Th1/Th2 no micro-ambiente uterino, como por
exemplo, a IL-10, uma citocina do perfil Th2, que induz a expressao de HLA-G por
trofoblastos e mondécitos in vitro (MOREAU et al., 1999). O desequilibrio do balango
Th1/Th2 no micro-ambiente placentario esta relacionado a abortamentos recorrentes
em humanos (DUC-GOIRAN et al., 1999).

Interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a)
estdo presentes no micro-ambiente uterino no momento da implantagao (DE et al.,
1993). Cross et al. (1994) demonstraram que alteragées na concentragao de IL-1
interferem neste processo.

Outra familia de citocinas pro-inflamatéria, a dos interferons, possui papel
importante no processo de manutengao da gestagao. Nas espécies com placentagao
nao invasiva a expressao de interferon tem sido demonstrada no periodo de
implantacdo. Em ruminantes, devido a fusao de células fetais as maternas,
Interferon-tau (INF-T) é expressado durante a fase de expansdo e alongamento do
blastocisto que diminui com a adesado do blastocisto ao endométrio. O INF-T tem
como fungdo primaria inibir a Ilutedlise, mas apresenta também papéis
imunorreguladores como inibicdo da proliferacdo de linfocitos e modulagdo da
atvidade das uNK (TEKIN et al., 2000).

Waldvolgel et al. (2000), ao estudarem a expressao de mRNA de IFN-y e IL-4
em grupos de vacas prenhes e nao prenhes soro positivas para o virus da diarréia

bovina, ndo encontraram diferengcas na expressdo das citocinas alvo, e sugeriram
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que mais estudos sdo necessarios para caracterizar o balago Th1/Th2 durante a
gestagao bovina.

CSF-1 (fator de crescimento de macrofagos-1) € sintetizado em altas
concentragdes na unidade utero-placentaria de varias espécies, regula via receptor a
sintese de fatores quimiotaticos de neutréfilos como KC (BOZIC et al., 1995) e MIP-2
(DRISCOLL et al., 1995) pelos trofoblastos. Sua producgéo € regulada por esterdides
ovarianos e IL-2 (JOKHI et al., 1995). O trofoblasto, desta forma, atua no sistema
imune inato durante a prenhez regulando a resposta a infecgdes enquanto previne a
rejeicao do aloenxerto fetal (GULERIA; POLLARD, 2000).

Outra citocina, MIC-1 (citocina inibidora de macrofagos-1) presente nos
tecidos fetais, tem sua expressdo aumentada com o avango da gestacéo no tecido
fetal e na circulagao sistémica. Sugere—se que MIC-1 induz a redugao da expressao
de citocinas proé-inflamatdrias que facilitariam o processo de implantacdo do embrido
(MARJONO et al., 2003).

O tecido endometrial sintetiza e secreta fator inibidor de leucemia (LIF) e o
embrido expressa receptores para LIF (LIF-R), que parece ser essencial para a
implantagdo. Durante a gestagdo em humanos, LIF é produzido pelas células da
decidua e por linfocitos Th2, e o sinciciotrofoblasto expressa LIF-R. Sua exata
funcdo € pouco conhecida, mas sugere-se que LIF auxilie a proliferacédo e
diferenciagdo dos trofoblastos e desempenhe algum papel na manutengdo do
equilibrio Th1/Th2.

Citocinas de perfil Th1,como IL-12, IFN-a e IFN-y reduzem a expressao de
LIF e aumenta a expressao de IL-4. As células da decidua também produzem IL-4 e

IL-10, concomitantemente com LIF (PICCINNI et al., 1998).
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3.4 INDOLEAMINA 2,3-DIOXIGENASE

A indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) é uma hemeoxigenase, monomeérica
com peso molecular entre 40 a 43 kDa que possui grande quantidade de
aminoacidos. A IDO tem fungdo oxidativa, utiliza superéxido (O2) ao invés de
oxigénio (O2) ou H,O, como as outras oxigenases ou peroxidases o que a diferencia
da triptofano 2,3-dioxigenase (TDO) que utiliza apenas O, no processo oxidativo. E
responsavel pela via I-triptofano-quinurenina nos tecidos extra-hepaticos dos
mamiferos (Figura 1) (THOMAS et al., 1999).

A concentragao local de radicais livres é diminuida pela atividade da IDO no
micro-ambiente onde é expressa. A inibicdo de sua atividade ocorre na presenca de
isdmeros de triptofano como 1-metil-I-triptofano e/ou com o excesso de superoxido
(HIRATA; HAYAISHI, 1975).

A cinética do catabolismo de triptofano foi estudada por Kudo e Boyd (2001a)
em experimentos de cultura de vilos placentarios.Neste verificaram que a taxa de
entrada de triptofano na célula é fator limitante da atividade da IDO e a agao de IFN-
y nao interfere nesse processo. Complementando estes dados, Kudo et al. (2001b)
concluiram que em meio condicionado de cultura de vilos placentarios ha reducao
da concentracdo de triptofano que é incrementada sob a influéncia de IFN-y. A
proliferacdo de células mononucleares do sangue periférico foi inibida neste meio
condicionado e este efeito pode ser revertido com adicao de triptofano as culturas.

Ao contrario da TDO que possui expressao predominantemente hepatica e
mais recentemente descrita no concepto de camundongos de 5.5 a 10.5 dias pos-

coito (SUZUKI et al., 2001), a IDO é expressa em varios tecidos, incluindo os tecidos
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cerebral, pulmonar, cardiaco, renal e intestinal, sendo neste ultimo primariamente
purificada (TAKIKAWA et al., 1986). Kai et al. (2003), por meio da transcricao
reversa combinada a reagcdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), demonstraram a
presenca de mRNA de IDO em células T, B e NK e que sua atividade esta
relacionada ao estabelecimento da tolerancia materno-fetal (MUNN et al., 1998).

Foram descritas duas vias de inibicdo da atividade de IDO na presenca de
oxido nitrico (NO) que é uma citocina pré-inflamatéria. NO possui alta afinidade com
o ferro do grupo heme de IDO, e essa ligagao interfere na redugao de ferro férrico
para ferro ferroso necessaria para a atividade da enzima. Outra forma ocorre por
meio da reagcdo do NO com o superéxido formando perdxidonitrito (ONOQO); essa
reacao leva a deplegdo de O e o acumulo de ONOO (THOMAS et al.,, 1994,
THOMAS; STOCKER, 1999). A expressao génica de NO sintase induzida (iNOS) e
da IDO sao coordenadas pela agao de IFN-y e outras citocinas pro-inflamatdrias. A
interacao entre essas duas vias de ativagao e/ou regulagao da resposta imune pode
promover um sutil controle da responsividade das sub-populacbées de células T in
vivo em resposta ao micro-ambiente (MELLOR; MUNN, 1999).

A inducdo da expressao génica da IDO foi descrita em células sob agao do
IFN-y (TAKIKAWA et al., 1986). Entretanto, o efeito antiproliferativo das células
tumorais e os patégenos intracelulares resultante da acdo de IFN-y parece
relacionar-se a deplecdo de triptofano, pela ativagcdo da expressdo da enzima em
células regionais ao sitio de estimulagao antigénica (MUNN et al., 1998; MUNN et
al.,, 1999). Contudo, recentes estudos em camundongos knockout para IFN-y,
demonstraram a existéncia de uma via IFN-y independente da inducéo de IDO, sob
acao de lipolissacarideos (LPS) que atuaria conjuntamente com a via IFN-y

dependente sendo TNF-a melhor indutor de IDO que IFN-y (FUJIGAKI et al., 2001).
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Portanto, o mecanismo pelo qual a IDO tem sua atividade aumentada € complexo e
pouco compreendido e a via de indugdo de IDO estaria relacionada ao tipo
antigénico desencadeante da reposta imune.

Monécitos expressando IDO foram capazes de suprimir a proliferacao de
células T in vitro pelo catabolismo rapido e seletivo de triptofano, e com sua
deplecdo o ciclo celular estacionou na fase G1 (MUNN et al., 1999). Terness et al.
(2002) sugeriram que células dendriticas (DC) IDO-positivas sao capazes de
suprimir a resposta de células T alogeneicas por meio da agao citotoxica tempo-
dependente dos catabdlitos de triptofano (quinurenina, 3-hidroxiquinurenina e acido
3-hidroxiantranilico) principalmente em células T ativadas, mas também em células
B e NK. Esses achados sugerem que a presenga de um mecanismo pelo qual
células apresentadoras de antigeno seriam capazes de regular a ativagao de células
T por meio do catabolismo de triptofano no micro-ambiente em que se encontram.
Ha indicios de que a capacidade citotoxica das células NK contra células
neoplasicas é reduzida com a adigao do inibidor de IDO (1-metil-I-triptofano) in vitro
(KAl et al., 2003).

Frumento et al. (2001), apds realizarem teste de proliferagao de células T com
adicao de IDO purificada, verificaram que a supressao da proliferagao nao alterou o
numero de células em apoptose, apenas resultou no bloqueio do ciclo em G1 e que
a N-formil-quinurenina e o acido picolinico (catabdlitos de triptofano) foram capazes
de suprimir a proliferagdo celular in vitro. Dados estes sugerem que a atividade da
IDO pode ter um grande potencial terapéutico no transplante alogeneico e no
xenotransplante.

A expressao da IDO foi também demonstrada em enxertos alogeneicos de

figado em camundongos, especificamente localizada em macréfagos residentes e
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em células de Kupfer que catabolizam o triptofano e previnem a proliferagao celular
(MIKI et al., 2001).

Subpopulacgdes de células T CD4"CD25", de perfil regulador (Tr) expressam
CTLA-4 constitutivamente. O catabolismo de triptofano por células dendriticas
murinas, por meio do mecanismo CTLA-4-dependente, requer a expressao de B7 e
a producéo de citocinas (FALLARINO et al., 2002). Em um modelo de transferéncia
adotiva de células T, CTLA-4 bloqueou a expansao clonal, sendo esta propriedade

IDO-dependente (MELLOR et al., 2003).
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Figura 1 — Esquema representativo do catabolismo de triptofano via
indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) e via triptofano 2,3-
dioxigenase (TDO)
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3.5 IDO E TOLERANCIA MATERNO-FETAL

Meier e Wilson (1983) sugeriram que dietas ricas em triptofano - um
aminoacido essencial - podem influenciar negativamente a gestagédo em mulheres.

A expressao da IDO na interface materno-fetal foi relatada pela primeira vez
apos Munn et al. (1998) verificarem que enxertos fetais alogeneicos foram sensiveis
a exposicao das fémeas prenhes a 1-metil-I-triptofano, enquanto enxertos fetais
singeneicos nao foram afetados com a inibigéo da IDO.

Neste mesmo trabalho, Munn et al. (1998) verificaram que fémeas
geneticamente modificadas, sem linfécitos circulantes, expostas ao inibidor de IDO
levaram a gestacédo a termo, confirmando o papel da IDO no estabelecimento da
tolerancia materno fetal. Observaram também o efeito dose-resposta do inibidor de
IDO em cruzamentos alogeneicos, em que doses menores de IDO promoveram a
diminuicdo do tamanho da ninhada (50%) quando comparado ao grupo controle € na
administragao de altas doses do inibidor todos os fetos foram rejeitados. No estudo
histopatolégico das placentas foi observada inflamagcédo em torno de alguns fetos,
com infiltrados inflamatdrios e necrose hemorragica nos animais tratados com baixas
doses de inibidor. No grupo tratado com altas doses de inibidor foi encontrado
processo inflamatério em torno de todos os conceptos. Neste mesmo estudo,
constatou-se a capacidade da indoleamina 2,3-dioxigenase, presente em lisado
placentario, em catabolisar in vitro substratos especificos (D-triptofano, 5-hidroxi-
triptofano, triptamida e 5-hidroxi-triptamida), mostrando que a IDO expressada na

juncao materno-fetal tem franca atividade bioldgica.
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Fémeas CBA acasaladas com machos transgénicos GK (os quais possuem
somente o antigeno de classe | diferente das fémeas CBA) expostas ao inibidor de
IDO apresentaram rejeicao do enxerto fetal por ativagao de células T maternas em
resposta aos antigenos paternos (MELLOR et al., 1999b).

O envolvimento da atividade de IDO na regulagéo do sistema complemento
na unidade utero placentaria foi demonstrada pela deposicdo de C3 na interface
materno-fetal em cruzamentos susceptiveis a indugdo da inibicdo da IDO,
correlacionando o desenvolvimento da inflamagdo com a alta incompatibilidade
tecidual e a baixa taxa de sucesso da gestagcdo em camundongos. Com base
nesses resultados, sugeriram que a IDO poderia suprimir as células T maternas,
evitando o estabelecimento do processo inflamatério e consequentemente a
ativagdo e deposicdo do sistema complemento nos tecidos fetais (MELLOR et al.,
2001).

Quanto a localizagdo da IDO no trato reprodutivo, Kudo e Boyd (2000),
estudaram por meio de fracionamento celular a atividade da IDO, concluindo que a
isoforma placentaria de IDO localiza-se no citoplasma do trofoblasto e na membrana
plasmatica do sinciciotrofoblasto e que a degradacéao de triptofano € intracelular.

No concepto de camundongos a atividade da TDO foi inesperadamente
encontrada do dia 5,5 ao dia 10,5 pds-coito, e a atividade da IDO foi detectada no
periodo do dia 9,5 ao dia 12,5 pds-coito importante para o estabelecimento do
quadro de tolerancia inicial, sugerindo que esta tolerancia estabelecida pela IDO se
perpetuaria até o nascimento sem que houvesse a necessidade de privagcao de
triptofano (SUZUKI et al., 2001).

Estudos imunoistoquimicos e moleculares demonstraram a presenca da IDO

no epitélio das glandulas endometriais € na superficie das células epiteliais, esta
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expressao aumentou com o avango do ciclo menstrual em mulheres, sugerindo ser
esta uma ferramenta de protecdo do trato reprodutivo feminino frente a infeccoes
(SEDLMAYR et al., 2002).

Camelo Jr. et al. (2004) avaliaram as concentragdes de aminoacidos no soro,
no sangue interviloso da placenta de mulheres gravidas e concluiram que as
concentragdes séricas de triptofano sdao semelhantes as encontradas no sangue
interviloso da placenta humana.

A atividade da IDO foi observada no muco cervical através da analise em
HPLC por observagdo da presenca de quinurenina. No primeiro trimestre
gestacional, a marcagéao positiva para IDO apareceu nas glandulas endometriais, em
algumas células do estroma muitas vezes proximas a infiltrados inflamatérios,
sugerindo assim alguma funcgéo tolerogénica nestes sitios. Na placenta a termo,
células marcadas para IDO apresentaram-se dispersas no mesénquima e em
algumas camadas trofoblasticas. A IDO também foi encontrada em algumas células
endoteliais e em alguns capilares, sugerindo que a expressao da IDO na placenta
ocorre nas zonas de maior contato entre mae e feto (SEDLMAYR et al., 2002).

Recentemente, por meio da reagdo de imunistoquimica, a IDO foi localizada
no blastocisto (dia 6 pds fertilizagdo), no sinciciotrofoblasto, citotrofoblasto extra-
viloso, macréfagos, no estroma viloso, nas membranas fetais (KUDO et al., 2004) e
nos trofoblastos extravilosos invasivos com forte marcagao (HONIG et al., 2004). Os
trofoblastos invasivos estdo em intimo contato com o sistema imune materno
caracterizando a expressao da IDO como agente ativo no mecanismo de regulagéo
da ativagao das células deste sistema (HONIG et al., 2004).

Na pré-eclampsia, estudos imunoistoquimicos revelaram uma diminuicdo da

expressdo da IDO localizada nas células endoteliais com marcagao
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predominantemente nuclear, indicando que esta atividade normalmente poderia
prevenir ou limitar os danos causados por acumulo de radicais livres na placenta e
possivelmente na vascularizacdo fetal. Nenhuma marcacdo foi encontrada no
sinciciotrofoblasto em condi¢ées normais ou na pré-eclampsia. (SANTOSO et al.,
2002), demonstrando que a placenta esta intimamente relacionada a expresséao e
atividade da IDO durante a gestacgao.

A degradacao do triptofano produz N-formil-quinurenina e quinurenina, os
quais aparecem como marcadores séricos da atividade desta enzima.
Schrocksnadel et al. (1996), em um estudo longitudinal dos niveis séricos de
triptofano, quinurenina e neopterina (marcador da producédo de IFN-y) em mulheres
gestantes higidas, observaram que os niveis de triptofano diminuiram e os de
quinurenina nao se alteraram em relagdo as mulheres nao-gestantes, e que os
niveis de neopterina apresentaram correlacéo inversa com os niveis de triptofano e
com a razao quinurenina/triptofano, indicando a ativagao da IDO na gestacdo em
consequéncia da ativagcao da resposta imune. Complementando esses achados,
Schrocksnadel et al. (2003) constataram que, apds o parto, os niveis séricos de ALT
(marcador da atividade metabdlica hepatica) também estavam acima do esperado,
sugerindo que o catabolismo de triptofano é desviado para o figado no intuito de
suprir a auséncia da atividade da IDO placentaria durante o puerpério. Neste mesmo
estudo foram mensurados os niveis séricos de neopterina para avaliar a atividade da
resposta imune, e encontraram concentragdes elevadas durante a gestagcado que
retornaram a niveis basais durante o puerpério.

Na pré-eclampsia, situacdo de intenso processo inflamatério, a razao

quinurenina/triptofano permaneceu semelhante a encontrada em mulheres nao-
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gestantes, em virtude da supressao da atividade da IDO confirmada em ensaios de
atividade in vitro e expressao génica da enzima (KUDO et al., 2002).

Ao comparar a expressao da IDO nas células dendriticas e nos mondcitos de
pacientes que desenvolveram processo de rejeigao ao transplante de células tronco,
voluntarios higidos e mulheres gestantes, Steckel et al. (2003), encontraram
somente expressao espontdnea da IDO no grupo de mulheres gestantes (52%).
Apods a inducdo por IFN-y in vitro, verificaram a expressao em todas as amostras do
grupo de mulheres gestantes e em 13% dos pacientes com doenga hospedeiro-
contra-enxerto grave, sugerindo que a expressdao de IDO estd envolvida no
desenvolvimento da imunotolerancia alogeneica.

Em medicina veterinaria, o papel da IDO durante a prenhez é pouco
estudado, Brown et al. (2001) sugeriram que a expressao da IDO nos tecidos
reprodutivos poderia inibir o crescimento de Chlamydophila abortus em ovelhas.

Todos os dados apresentados sugerem o importante papel da indoleamina

2,3-dioxigenase no estabelecimento da tolerancia materno-fetal.
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Figura 2 — Modelo grafico hipotético proposto da atividade da indoleamine 2,3-
dioxigenase no tecido placentario bovino
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A figura 2 representa o mecanismo proposto de indugdo de tolerancia via
expressao da IDO na placenta bovina, no qual as células ativadas Th1 contra o
enxerto fetal atuariam como fonte de INF-y induzindo a expressdo da IDO nas
células fetais e nas células do sistema imune que diminuiria a concentragao local de
triptofano. Essa caréncia induzida no micro-ambiente placentario inibiria a
proliferacdo das células ativadas do sistema imune.

A expresséo da IDO em macrofagos e células dendriticas conjuntamente com
a secregcao de citocinas Th2 como IL-10 pelos trofoblastos recrutariam sub-
populagdes com perfil regulador modulando a resposta inflamatoria primaria, desta
forma auxiliaria na prevencao do estabelecimento da fase efetora da resposta Th1
inicial gerando um micro-ambiente composto de citocinas e células Th2 na placenta

bovina.
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MATERIAL E METODO
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4 MATERIAL E METODO

Para realizacao deste estudo, o material utilizado e a metodologia empregada

foram descritos a seguir.

4.1 OBTENGAO DAS AMOSTRAS

Vinte e nove amostras de placenta de gestacdes normais foram coletadas no
Frigorifico Mantiqueira Ltda, localizado na regidao metropolitana de Sao José dos
Campos, Estado de Sao Paulo. Apds o abate, as carcagas dos animais foram
introduzidas na linha de abate e, no momento da evisceragao, os uteros gravidicos
foram coletados para o processamento imediato. Os uteros foram incisados na
regido de sua curvatura maior e cerca de cinco placentonios foram colhidos. Idade
fetal foi mensurada por “crow-rump”, de acordo com Noden e Lahunta,1990.
Acondicionadas a 4°C para o transporte até o laboratério. Cinco amostras de
placenténio de placenta de fetos clonados foram obtidas no Departamento de
Reproducdao Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, no
Departamento de Ciéncias Basicas da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos desta Universidade, e do Centro Nacional de Pesquisa de Recursos
Genéticos da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Cenargen/Embrapa).

No laboratério, as amostras foram armazenadas a -40°C.
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4.2 PREPARACAO DO HOMOGENATO DO TECIDO PLACENTARIO

Os fragmentos de placenta bovina congelados foram homogeneizados em
PBS™ com o auxilio de homogenizador doméstico, para o rompimento de todas as
células do tecido. Foram realizados dois ciclos de centrifugagcdo a 11.000rpm a 4°C
por 20 minutos e desproteinizagao por adicdo de acetona 2:1 (v:v), agitacdo e um
ciclo de centrifugagdo a 4000rpm a 4°C por 20 minutos. Os sobrenadantes obtidos

foram aliquotados e liofilizados.

4.3 IDENTIFICACAO DOS NiVEIS DE TRIPTOFANO E SEUS METABOLITOS

A formagado dos produtos foi monitorada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia HPLC (cromatrografia liquida de alta performance).
As amostras secadas a vacuo foram ressuspendidas em agua/acetonitrila (75/25%)
em 500uL, e 40 pL desta solugao foram injetados em coluna C18 . O fluxo utilizado
foi de 0,4mL/min. triptofano foi mensurado por absorcdo ultravioleta a 280 nm,
quinurenina a 365 nm e N-formil-quinurenina 325 nm de comprimento de onda (Fig.
3). Estes produtos também foram monitorados por fluorescéncia com excitagao a

285 nm e emissao a 365 nm.
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Figura 3 - Cromatogramas representativos das amostras de homogenatos
placentarios avaliados através do HPLC

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Visando homogenizar a variancia dos dados obtidos, quatro amostras que
nao apresentaram concentragcdo detectavel de N-formil-quinurenina e quinurenina
foram eliminadas da andlise estatistica.

Para obtencao das estatisticas descritivas utilizamos o procedimento PROC
UNIVARIATE do programa Statistical Analysis System (1995). O delineamento
experimental utilizado foi o Inteiramente Casualizado, sendo que, cada grupo
comparativo (GC) representou um tratamento. Para essas analises estatisticas
utilizamos o procedimento PROC GLM do programa supracitado, de acordo com o

seguinte modelo estatistico:
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Yij = +dci + €j
em que,
yij = valor observado da mensuracdo do j-ésimo animal, no i-ésimo grupo
comparativo;

u = média geral;
gi = efeito do i-ésimo grupo comparativo;
ej = erro aleatorio inerente a observagéo yj .

Quando verificado efeito significativo (P<0,05) nas andlises de variancia entre
0s grupos comparativos para as diferentes variaveis estudadas, utilizou-se o Teste
de t Student para discriminar as diferencas e/ou igualdades entre as médias dos

diferentes grupos avaliados.
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RESULTADOS
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos foram expostos nos itens deste capitulos.

5.1 ESTATISTICA DESCRITIVA DAS ESTIMATIVAS MEDIAS DAS VARIAVEIS

ANALISADAS.

Na tabela abaixo encontram-se os valores absolutos de L-triptofano,
quinurenina e razao quinureninal/triptofano e idade gestacional aproximada dos

animais estudados.

Tabela — 1 Valores encontrados de triptofano, de quinurenina e da razao
quinureninal/triptofano (Razédo Q/T) e idade gestacional aproximada dos
animais estudados

Continua
Animal Triptofano Quinurenina Razao Q/T Idade Gest. Aprox.
(MM /L) (MM /L) (dias)

1 339,480 5,904 0,017 49

2 428,040 20,664 0,048 65

3 540,216 14,760 0,027 76

4 658,296 8,856 0,013 21

5 705,528 8,856 0,013 76
6 277,488 26,568 0,096 21

7 392,616 26,568 0,068 21

8 492,984 8,856 0,018 49
9 959,400 35,424 0,040 155
10 646,488 23,616 0,037 159
11 581,544 17,712 0,030 139
12 720,288 11,808 0,016 158
13 563,832 41,328 0,073 142
14 611,064 23,616 0,039 162
15 684,864 29,520 0,043 159
16 708,480 8,856 0,013 144
17 1236,888 35,424 0,029 109
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Concluséo
Animal Triptofano Quinurenina Razao Q/T Idade Gest. Aprox.
(MM /L) (MM /L) (dias)
18 773,424 0 0 180
19 351,288 0 0 187
20 1210,32 0 0 200
21 1210,32 0 0 200
22 1124,712 35,424 0,031 150
23 631,728 23,616 0,037 204
24 811,800 38,376 0,047 180
25 2267,136 82,656 0,036 196
26 944,640 44,280 0,047 290
27 856,080 165,312 0,193 234
28 773,424 17,712 0,023 222
29 457,560 14,760 0,032 290
Clone 1 711,432 29,520 0,041 290
Clone 2 684,864 20,664 0,030 260
Clone 3 428,040 11,808 0,028 .
Clone 4 516,600 17,712 0,034 .
Clone 5 1715,761 34,568 0,020 285

5.2 ESTIMATIVAS MEDIAS DAS VARIAVEIS TRIPTOFANO, QUINURENINA E DA
RAZAO QUINURENINA:TRIPTOFANO NO TECIDO PLACENTARIO BOVINO
NORMAL NO PRIMEIRO, SEGUNDO E TERCEIRO TRIMESTRE

GESTACIONAL

A estatistica descritiva das estimativas médias dos valores encontrados para
Triptofano, Quinurenina e Razao Quinurenina/Triptofano para cada periodo

gestacional estudado, encontram-se nas tabelas 2, 3 e 4.
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Tabela 2 - Estimativas de médias (Méd.), nimero de observagdes (N), erros padrées (E.P.),
minimo (Min.) e maximo (Max.) para os valores de triptofano (uM /L), no tecido
placentario bovino no primeiro, segundo e terceiro trimestre gestacional

; . Média +EP Minimo Maximo
Periodo Gestacional N (UM /L) (UM /L) (M /L)
12 Trimestre 8 479,33 + 53,04 277,49 705,53
2° Trimestre 9 745,87+ 72,71 563,83 1236,89
32 Trimestre 8 983,39+ 196,37 457,56 2267,14

Tabela 3 - Estimativas de médias (Méd.), numero de observagdes (N), erros padroes (E.P.),
minimo (Min.) e maximo (Max.) para os valores de quinurenina (uM /L), no tecido
placentario bovino no primeiro, segundo e terceiro trimestre gestacional

Periodo Gestacional N M?“C:vila/f)EP '\:I‘:'Icl'?:)o N(Ijﬁi/rr)o
12 Trimestre 8 15,13 £ 2,97 5,90 26,57
22 Trimestre 9 25,26+ 3,72 8,86 41,33
32 Trimestre 8 52,77+ 17,75 14,76 165,31

Tabela 4 - Estimativas de médias (Méd.), numero de observagdes (N), erros padroes (E.P.),
minimo (Min.) e maximo (Max.) para os valores da razdo quinurenina/triptofano,
no tecido placentario bovino no primeiro, segundo e terceiro trimestre gestacional

Periodo Gestacional N MfEdPia Minimo Maximo
12 Trimestre 8 0,038 + 0,011 0,013 0,096
2° Trimestre 9 0,035 + 0,005 0,013 0,073

32 Trimestre 8 0,056 + 0,020 0,023 0.193
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5.3 ANALISE ESTATISTICA DAS VARIAVEIS TRIPTOFANO, QUINURENINA E
RAZAO QUINURENINA/TRIPTOFANO NO TECIDO PLACENTARIO BOVINO

NO PRIMEIRO, SEGUNDO E TERCEIRO TRIMESTRE GESTACIONAL

Verificou-se que nao ha diferenga estatisticamente significante (p>0,05) nas
estimativas médias em relacdo aos valores de triptofano entre o primeiro e o
segundo e entre o segundo e o terceiro trimestre gestacional. Porém a média dos
valores de triptofano do primeiro trimestre gestacional diferem estatisticamente
(p<0,05) da média dos valores do terceiro trimestre gestacional no tecido placentario
proveniente de vacas prenhes de fetos normais (Grafico 1).

Verificou-se que nao ha diferenga estatisticamente significante (p>0,05) nas
estimativas médias em relacdo aos valores de quinurenina entre o primeiro e o
segundo, e entre 0 segundo e o terceiro trimestre gestacional. Porém a média dos
valores de quinurenina do primeiro trimestre gestacional diferem estatisticamente
(p<0,02) da média dos valores do terceiro trimestre gestacional no tecido placentario
proveniente de vacas prenhes de fetos normais (Grafico 2). A razdo Q/T nao
apresentou nenhuma diferenga estatistica (p>0,05) entre os trés trimestres
gestacionais no tecido placentario proveniente de vacas prenhes de fetos normais

(Gréfico 3).
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Tabela 5 - Médias de quadrados minimos para as variaveis triptofano (UM /L), quinurenina
(MM /L) e razdo quinurenina/triptofano (Razado Q/T) no tecido placentario bovino
no primeiro, segundo e terceiro trimestre gestacional.

Periodo
Gestacional Triptofano(uM /L) Quinurenina(uM /L) Razao Q/T
12 Trimestre 479,33 ° 15,13a 0,038
22 Trimestre 745,873° 25,26%" 0,035°
32 Trimestre 983,39" 52,77° 0,056°

Médias em uma mesma coluna e com letras iguais nao diferem entre si ao nivel de, pelo menos 5%
de probabilidade, pelo teste t.



L.J.Oliveira 69

1500 -
1000 - EIE
* I
500 - T
0 \
1- Trimestre 2 Trimestre 3 Trimestre

Grafico 1 - Representacao das estimativas médias e erros padrao para os valores de
triptofano (UM /L), no tecido placentario bovino no primeiro, segundo e
terceiro trimestre gestacional
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Grafico 2 - Representacao das estimativas médias e erros padrao para os valores de
quinurenina (UM /L), no tecido placentario bovino no primeiro, segundo e
terceiro trimestre gestacional
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Grafico 3 - Representacdo das estimativas médias e erros padrdo para razao
quinurenina/triptofano (Razédo Q/T), no tecido placentario bovino no
primeiro, segundo e terceiro trimestre gestacional
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5.4 ESTIMATIVAS MEDIAS DAS VARIAVEIS TRIPTOFANO, QUINURENINA E DA
RAZAO QUINURENINA/TRIPTOFANO NO TECIDO PLACENTARIO BOVINO
PROVENIENTES DE GESTAGCOES NORMAIS E DE CLONES NO TERCEIRO

TRIMESTRE GESTACIONAL

A estatistica descritiva das estimativas médias dos valores encontrados para
Triptofano, Quinurenina e Razdo Quinurenina/Triptofano no tecido placentario bovino
provenientes de gestagdes normais e de clones no terceiro trimestre gestacional,

encontram-se nas tabelas 6, 7 e 8.

Tabela 6 - Estimativas de médias (Méd.), nimero de observagdes (N), erros padrbes (E.P.),
minimo (Min.) e maximo (Max.) para os valores de triptofano, no tecido
placentario bovino proveniente de gestacbes normais e de clones no terceiro
trimestre gestacional

Periodo Gestacional N Média *EP Minimo Maximo
Controle 9 983,39+ 196,37 457,56 2267,14
Clone 5 811,34 + 232,14 428,04 1715,76

Tabela 7 - Estimativas de médias (Méd.), nimero de observagdes (N), erros padrées (E.P.),
minimo (Min.) e maximo (Méax.) para os de valores quinurenina, no tecido
placentario bovino proveniente de gestacbes normais e de clones no terceiro
trimestre gestacional

Periodo Gestacional N Média +EP Minimo Maximo

Controle 9 52,77+ 17,75 14,76 165,31
Clone 5 22,85 +4,09 11,81 34,57
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Tabela 8 - Estimativas de médias (Méd.), numero de observagdes (N), erros padroes (E.P.),
minimo (Min.) e maximo (Max.) para os valores da razao quinurenina/triptofano,
no tecido placentario bovino provenientes de gesta¢des normais e de clones no
terceiro trimestre gestacional.

Periodo Gestacional N IV-II_eEd;a Minimo Maximo
Controle 9 0,056 + 0,020 0,023 0,193
Clone 5 0,031 £ 0,003 0,020 0,041

5.5 ANALISE ESTATISTICA DAS VARIAVEIS TRIPTOFANO, QUINURENINA E
RAZAO QUINURENINA/TRIPTOFANO NO TECIDO PLACENTARIO BOVINO
DE GESTACOES NORMAIS E DE CLONES,NO TERCEIRO TRIMESTRE

GESTACIONAL

Verificou-se que nao ha diferenga estatisticamente significante (p>0,05) das
estimativas médias em relagao aos valores de triptofano e quinurenina encontrados
no tecido placentario proveniente de vacas prenhes de fetos normais quando
comparados aos encontrados no tecido placentario provenientes de vacas prenhes
de fetos clonados.

A razdo Q/T nao apresentou diferenca estatistica (p>0,05) entre os valores
encontrados no tecido placentario proveniente de vacas prenhes de fetos normais
quando comparados aos encontrados no tecido placentario provenientes de vacas

prenhes de fetos clonados.
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Tabela 9 - Médias de quadrados minimos para as variaveis triptofano (UM /L), quinurenina
(MM /L) e razédo quinureninal/triptofano (Razdo Q/T) no tecido placentario bovino
provenientes de gestagdes normais e de clones no terceiro trimestre gestacional

Periodo Gestacional Triptofano(uM /L) Quinurenina(uM /L) Razao Q/T

Controle 983,392 52,77° 0,056°

Clone 811,34° 22,85° 0,031°

Médias em uma mesma coluna e com letras iguais ndo diferem entre si ao nivel de, pelo menos 5%
de probabilidade, pelo teste t.
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Grafico 4 - Representacao das estimativas médias e erros padrdo para os valores
triptofano (UM /L), no tecido.placentario bovino de gestagcbes normais e
de clones, no terceiro trimestre gestacional

80
60 | T
40
20

Controle Clone

Grafico 5 - Representacao das estimativas médias e erros padrdo para os valores
quinurenina (UM /L), no tecido placentario bovino de gestagcées normais
e de clones, no terceiro trimestre gestacional
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Grafico 6 - Representacdo das estimativas médias e erros padrdo para razao
quinurenina/triptofano (Razdo Q/T), no tecido placentario bovino de
gestagdes normais e de clones, no terceiro trimestre gestacional
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DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

O catabolismo de triptofano na placenta humana vem sendo largamente
estudado, devido a sua aparente fungcdo imunomoduladora do sistema imune
materno frente a antigenos fetais. Entretanto, estes estudos nos processos
reprodutivos em medicina veterinaria sdo escassos e geralmente direcionados ao
papel da IDO como via de controle de infecgdes no sistema reprodutor (BROWN et
al., 2001).

Com o avanco das biotécnicas da reproducdao aplicadas a medicina
veterinaria, muitas questdes surgiram sobre os mecanismos envolvidos na tolerancia
materno-fetal, principalmente na clonagem, na qual as taxas de sucesso sao muito
baixas e as alteragbes encontradas no processo de placentacdo sugerem o
desequilibrio dos mecanismos de tolerancia materna.

A presenca de catabdlitos do triptofano como a N-formil-quinurenina e a
quinurenina indicam a atividade da IDO no tecido placentario bovino em todos os
trismestres gestacionais.

Neste trabalho, os niveis de triptofano na placenta bovina aumentaram com o
avanco da gestacgao (479,33uM/L no primeiro; 745,87uM/L no segundo; 983,39uM/L
no terceiro trimestre em média) diferindo do perfil encontrado nas amostras de soros
de mulheres gestantes, nas quais os valores de triptofano diminuiram
(SCHROCKSNADEL et al., 1996; SCHROCKSNADEL et al., 2003).

Os niveis de quinurenina também se elevaram com o avanco da idade
gestacional (15,13uM/L no primeiro; 25,26uM/L no segundo; 52,77uM/L no terceiro

trimestre em média), diferindo novamente do perfil encontrado nos niveis séricos de
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mulheres gestantes que permaneceram estaveis (SCHROCKSNADEL et al., 1996;
SCHROCKSNADEL et al., 2003).

A razao quinurenina/triptofano no tecido placentario bovino, ao contrario dos
achados encontrados no soro de mulheres gestantes que demonstraram aumento
da razdo com idade gestacional tanto no estudo pontual (SCHROCKSNADEL et al.,
1996) como no longitudinal (SCHROCKSNADEL et al., 2003), ndo apresentou
diferencas estatisticamente significativas durante periodo gestacional (0,038 no
primeiro; 0,035 no segundo; 0,056 no terceiro trimestre em média).

O continuo aumento das concentragdes de triptofano e quinurenina sugere
inducdo do catabolismo de ftriptofano para manutengcdo do equilibrio no
microambiente placentario e provavelmente da imunomodulacao local, ao contrario
do encontrado em humanos que a razao varia devido a diminuicdo da concentragao
de triptofano e ndo ao aumento da concentracido de quinurenina.

Essa via de catabolismo de triptofano com producdo de quinurenina é
realizada somente pela IDO e pela TDO. Uma vez que a TDO expressao
predominantemente hepatica, a presenca de catabdlitos de triptofano sugere a
atividade de IDO na placenta bovina. Munn et al. (1998) descreveu a atividade da
IDO na placenta humana e murina por meio de testes funcionais, que diferiram do
método empregado neste trabalho. Entretanto, recentes trabalhos demonstraram a
expressao da TDO nos primeiros dias apés a fecundagao ocorrendo sua diminuigao
com o inicio da expressao de IDO (SUZUKI et al., 2001).

A via catabdlica da IDO e da TDO possuem algumas diferengas dentre as
quais somente a IDO utiliza o superdxido auxiliando na manutencdo do equilibrio

oxidativo do microambiente placentario.
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Os valores encontrados para o terceiro trimestre gestacional nao
apresentaram diferencas estatisticas quando comparados aos obtidos das placentas
provenientes de fetos clonados. Entretanto, a concentracdo de triptofano nessas
placentas foi menor que a média encontrada no terceiro trimestre. Da mesma forma
as concentragdes de quinurenina apresentaram-se menores em relacdo a média
encontrada nas placentas de fetos normais no terceiro trimestre.
Conseqlentemente, a razao quinurenina/triptofano diminuiu em relagdo ao valor
meédio encontrado nas placentas de fetos normais no terceiro trimestre.

A anadlise estatistica dos dados demonstrou grande heterogeneidade das
amostras, o que nao alterou os resultados das analises estatisticas obtidas nos
estudos comparativos entre os tergos gestacionais. Além disso, os animais clonados
eram zebuinos e parametros especificos devem ser estabelecidos para uma
comparagdo mais fiel dos dados. E importante salientar que uma maior acuracia dos
dados mais precisos poderiam ser encontrados em um grupo mais homogéneo.

Alguns dos animais clonados apresentaram alteragbes na placentagdo que
sugerem um desequilibrio das respostas proé-inflamatéria e tolerogénica, indicando a
necessidade de mais estudos para esclarecer o envolvimento ou ndo da IDO no
estabelecimento e manutencao da tolerancia materno-fetal em bovinos.

E importante ressaltar que as amostras de tecido placentario utilizadas neste
estudo foram obtidas de animais abatidos em frigorificos, nos quais nas regras de
manejo pré-abate inclui o jejum minimo de 24 horas dos animais, sendo o triptofano,
um aminoacido essencial, um possivel aumento da concentracdao plasmatica e/ou
placentaria pés-prandial foi minimizado.

Nenhum estudo foi conduzido com intuito de mensurar diretamente

concentracdo de triptofano no tecido placentario humano como o realizado neste
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trabalho, porém as concentragdes plasmaticas de triptofano materna e do espaco
interviloso sdo semelhantes em mulheres (CAMELO JR. et al., 2004).

O aumento da concentragao de triptofano com avango da prenhez pode
ocorrer em razao da placenta de ruminantes ser um érgéo de crescimento continuo
e apresentar alta atividade metabdlica e exigéncia nutricional no final da gestacao,
somado ao acelerado crescimento fetal, poderia aumentar a exigéncia desse
aminoacido essencial no micro-ambiente placentario.

Quanto aos aspectos imunologicos a placentagdo dos ruminantes é
sinepitéliocorial (LEISER; KAUFMANN et al., 1994), havendo migragao e fusao das
células fetais durante toda gestagcado. Aventando a hipotese de que a exposi¢cao dos
antigenos fetais € continua ao sistema imune materno é necessario que os
mecanismos de tolerancia sejam ativados constantemente para promog¢do do
equilibrio entre as respostas inflamatéria e a tolerogénica, durante a prenhez em
bovinos. Contrariamente ocorrido na placenta humana, que no inicio da gestacédo ha
a exposicao direta do citotrofoblasto ao sistema imune uterino, em razdo de sua
caracteristica altamente invasiva varios mecanismos de imunotolerancia devem ser
prontamente ativados para o estabelecimento da gestagao.

Kudo et al. (2001) sugeriram que a atividade da IDO no primeiro tergo
gestacional em humanos teria maior relevancia, pois no final da gestagao a interface
materno-fetal ser basicamente formada pelo sinciciotrofoblasto, que néo
apresentaria antigenos MHC (HLA) como forma de “escape” do sistema imune
materno. Estudos para comprovar essa hipotese estdo sendo conduzidos por varios
grupos de pesquisas.

Na placenta bovina, os dados deste trabalho sugerem que a atividade da IDO

aumenta com o avango do periodo gestacional, em razdo da placenta bovina no
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inicio do desenvolvimento apresentar-se somente justaposta ao epitélio uterino. Com
0 avancgo da idade gestacional e a interagdo entre a por¢cao materna e a fetal torna-
se mais intima, os vasos mais finos, provavelmente aumentando a exposi¢cdo dos
antigenos fetais ao sistema imune materno.

E importante ressaltar que este estudo é inovador em medicina veterinaria e
gue metodologia mais precisa é necessaria para a avaliagao da atividade da IDO na
placenta bovina. Métodos funcionais como atividade enzimatica in vitro, clonagem e
sequenciamento da IDO na placenta bovina e imunolocalizacdo da enzima sao alvo
de estudos futuros para esclarecer o envolvimento da IDO na reproducdo de
ruminantes, uma vez que a utilizacdo da biotecnologia aplicada a reprodugéo de

pode alterar o estabelecimento da tolerancia materno-fetal na placenta bovina.
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7 CONCLUSOES

Este estudo permitiu concluir que:

1. A presenca de catabdlitos de triptofano (N-fomil-quinurenina e quinurenina) na

placenta bovina sugere a atividade da IDO neste tecido;

2. As concentragbes de triptofano e quinurenina aumentam com o avango da

idade gestacional;

3. A razao quinurenina/triptofano ndo se altera com o avanco da idade
gestacional, sugerindo que o catabolismo de triptofano aumenta de acordo

com a concentragdo do aminoacido no micro-ambiente placentario;

4. Nao ha diferengas estatisticamente significativas no catabolismo de triptofano

entre as gestagdes normais e de fetos clonados (p>0,05).
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