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ABSTRACT.- Cardoso F,, Malavasi Bruno C.E., Ramos C.C., Conrado A.L.V,, Tabata Y.A., Pires
Ferrao J.S. & Kfoury Junior J.R. 2015. [Expression of the enzyme indoleamine-2,3-dioxy-
genase in Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss).] Expressao da enzima indoleamina-
-2,3-dioxigenase em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss). Pesquisa Veterindria Brasileira
35(10):863-870. Setor de Anatomia dos Animais Domésticos e Silvestres, Faculdade de Me-
dicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Av. Prof. Dr. Orlando Marques de
Paiva 87, Sao Paulo, SP 05508-270, Brazil. E-mail: fefetkd@gmail.com

Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) is an enzyme that catabolizes the amino acid tryp-
tophan, leading to inhibition of T lymphocyte proliferation, whether by depletion of this
amino acid in the environment, or by induction via the catabolites inducing apoptosis. In
mammals, this enzyme acts on various conditions of the body such as pregnancy, infections,
chronic inflammation, transplantation and tumors, acting in immune regulation. Recent
studies have identified the presence of homologous molecules IDO lower phylogenetically
related species, whose function appears to be confined to the tryptophan metabolism as
an energy source. This study aimed to investigate the expression of IDO in blood cells and
hematopoietic organs of rainbow trout by immunohistochemistry, seeking evidence that it
could, this species is related to the immune system. The expression of IDO was observed in
hematopoietic organs studied including head kidney that show labeling in interrenal cells
and leukocytes; spleen, in which the marking restricted to a few leukocytes in the liver;, la-
beling was restricted to only certain cells within the blood vessels and the blood extensions
can view the marking of some leukocytes including monocytes, lymphocytes and neutro-
phils. The predominance of IDO marking these tissues may constitute evidence that IDO
identified in O. mykiss is related to the immune system in this species.

INDEX TERMS: Indoleamine 2,3-dioxygenase, rainbow trout, Oncorhynchus mykiss, leukocytes, he-
matopoietic organ.

RESUMO.- A indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) é uma
enzima que cataboliza o aminoacido triptofano, levando
a inibicdo da proliferacao de linfécitos T, seja pela exaus-
tdo desse aminoacido no ambiente, ou pela inducdo via
catabdlitos induzindo-os a apoptose. Em mamiferos, esta
enzima atua em diversas condi¢des do organismo como a
gestacdo, infecgdes, inflamacgdes cronicas, transplantes e
tumores, atuando na regulacdo imunolégica. Estudos re-
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centes identificaram a presenca de moléculas homdlogas a
IDO em espécies filogeneticamente inferiores, cuja fun¢ao
parece estar restrita ao metabolismo do triptofano como
fonte de energia. Este estudo teve por objetivo averiguar a
expressao da IDO em células sanguineas e 6rgaos hemato-
poiéticos de truta arco-iris pela imuno-histoquimica, bus-
cando evidéncias de que a mesma poderia, nesta espécie,
estar relacionada ao sistema imune. A expressao de IDO foi
observada nos 6rgaos hematopoiéticos estudados incluin-
do o rim cefalico que apresentou marcacdo em células in-
terrenais e leucocitos; bago, na qual a marcagdo restringiu
a alguns leucocitos; no figado a marcacdo ficou limitada a
apenas algumas células dentro dos vasos sanguineos e nas
extensodes sanguineas pode-se visualizar a marcacao de al-
guns leucdcitos como os monocitos, linfécitos e neutroéfi-
los. A predominancia da marcacao da IDO nesses tecidos
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pode constituir uma evidéncia de que a IDO identificada na
0. mykiss esteja relacionada ao sistema imunolégico nessa
espécie.

TERMOS DE INDEXACAO: Indoleamina 2,3-dioxigenase, truta ar-
co-iris, Oncorhynchus mykiss, leucécitos, 6rgaos hematopoiéticos.

INTRODUCAO

A truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), além de ser um
pescado de alto valor comercial, é também considerada um
modelo experimental importante e é amplamente utilizada
em diversos centros de pesquisa.

Os peixes, de modo geral, dispdem de mecanismo de
defesa inato e foram o primeiro grupo de vertebrados a
desenvolver a imunidade adquirida (Garcia-Leme 1989).
A imunidade inata envolve os leucdcitos, que desenvolvem
acoes de inflamacdo e a fagocitose e é também composta
por varias substancias como as lisozimas, interferon, pro-
teina C reativa, transferrina e lectina, que podem ser comu-
mente encontradas no muco, soro e ovo dos peixes e inibem
o crescimento de microrganismos infecciosos (Secombes
1996, Yano 1996). A imunidade adquirida é mais especifica
e pode desencadear uma resposta humoral, mediada por
anticorpos, ou uma resposta mediada por células, onde am-
bas proporcionam ao individuo protecdo e memoéria imu-
noldgica (Shoemaker et al. 2001).

Os orgaos linféides nos peixes sdo representados pelo
rim cranial ou cefdlico, rgao primario diferenciador de
células, além de ser o principal tecido hematopoiético,
possuindo fung¢ido enddcrina e imunoldgica e atuando na
produgdo de anticorpos e catecolaminas (Zapata 1981).
O figado apresenta um papel semelhante no que se refe-
rem ao sistema imunolégico de mamiferos, suas funcgoes
incluem a assimilacdo de nutrientes, producao de bile, de-
sintoxicacdo e manutencdo da homeostase metabdlica, que
inclui processamento de carboidratos, proteinas, lipidios
e vitaminas, pois o figado é responsavel pela produgio de
proteina reativa, que compde a cascata de eventos desen-
cadeada pelo sistema complemento desempenhando um
papel importante na sintese de proteinas plasmaticas (Fle-
tcher 1981).

A indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) é uma enzima
oxigenase que cataboliza o aminoacido triptofano, levan-
do a inibicdo da proliferacdo principalmente de linfécitos
T, seja pela exaustdo desse aminoacido no microambien-
te ou pela inducdo via catabdlitos a apoptose (Barksdale
et al. 2004). A IDO em mamiferos é expressa em diversos
tecidos como o cerebral, pulmonar, cardiaco, renal e intes-
tinal (Takikawa et al. 1986) e também por alguns tipos ce-
lulares, como monécitos in vitro, células tumorais (Munn
& Sharma 2002) e por células trofoblasticas (Munn et al.
1998). Estudos in vitro vém demonstrando que a expres-
sdo da IDO por mondcitos que derivam os macroéfagos e
células dendriticas podem inibir a proliferagido de células
T (Munn et al. 2004).

A IDO é reconhecida como um auténtico regulador da
imunidade em diversas condicdes do organismo que se
utilizam de mecanismos de evasdo do sistema imunologi-
co, como por exemplo, a gestacdo, infecgdes, alergias, in-
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flamagdes cronicas, transplantes e tumores (Pallota et al.
2011).

Os conhecimentos em imunologia de peixes teledsteos
ainda ndo estao totalmente elucidados se comparados aos
dos mamiferos, portanto estudos nesta drea tornam-se uma
ferramenta importante que podera auxiliar na compreen-
sdo dos mecanismos do sistema imunolégico da truta arco-
iris. Informacdes sobre a presenca ou funcdo dessa enzima
em peixes sdo escassas e, uma vez que filogeneticamente
esta classe de animais sofreu mudangas significativas na
evolucdo do sistema imunolégico, formulou-se a hipotese
de que, se confirmada a presenga da IDO em truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), esta poderia ser um forte indicio de
sua participacdo na resposta imune nesses animais. Dessa
forma, como primeiro passo para comprovar tal hipdtese,
este trabalho avaliou a presenca da IDO em células sangui-
neas e 6rgdos hematopoiéticos de truta arco-iris.

MATERIAL E METODOS

Os peixes utilizados foram fornecidos pela Estacdo Experimental
de Salmonicultura “Dr. Ascanio Faria” da Apta Regional Vale do
Paraiba da Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado
de Sao Paulo. Todos os procedimentos realizados neste trabalho
estdo de acordo com a Comissdo de Etica no uso de animais da
FMVZ-USP, certificado n. 2594/2012.

Cinquenta trutas (Oncorhynchus mykiss), fémeas de um ano e
meio de idade e de aproximadamente 1kg, foram divididas em dez
grupos de cinco animais. Os peixes foram mantidos em tanques
de fibra de vidro, contendo cerca de 1500 litros de dgua corren-
te, abastecimento e escoamento independentes, sob condigdes
naturais de fotoperiodo. Durante o estudo, os animais receberam
racdo comercial extrusada administrada trés vezes ao dia ad libi-
tum.Os peixes foram anestesiados por imersdo em solugao aquosa
de benzocaina na propor¢ao de 1:10.000 para punc¢do sanguinea
e 1:500 no momento da eutandsia para a retirada dos 6rgaos. Ini-
cialmente, a benzocaina foi dissolvida previamente em alcool eti-
lico (gsp) e, em seguida, diluida na d4gua (Wedemeyer 1970; Ma-
tushima 1988). A manipulacdo dos peixes s6 foi iniciada apds os
mesmos apresentarem diminui¢do dos movimentos operculares e
perda de equilibrio (Coyle et al. 2004). As truta foram retiradas da
agua e pesadas em uma balanga (Sartorius BP 8100).

0 sangue foi coletado pela pungdo da veia caudal utilizando-se
seringas heparinizadas. Uma aliquota foi utilizada para a confec-
¢do das extensdes sanguineas em laminas silanizadas (Starfrost®)
e o restante foi submetido a centrifugagdo 306 x g por dez mi-
nutos. Desprezou-se o sobrenadante e o tampao leucocitario foi
utilizado para a confeccdo dos extensdes sanguineas (esfregaco
sanguineo). Para a analise morfologica das células sanguineas foi
utilizada a coloragdo de May-Griinwald-Giemsa-Wright (Tavares-
-Dias & Moraes 2004). Apds a retirada do rim cefalico foi reali-
zado um imprint em laminas de vidro para averiguar a presenca
de células sanguineas. Tanto as extensdes sanguineas quanto os
imprints foram fixados em metanol por cinco minutos.

Apbs a coleta de sangue e eutandsia das truta, amostras de rim
cefalico, bago e figado, foram coletadas e fixadas em paraformal-
deido 4%, pH 7,2.

Para a imuno-histoquimica as laminas silanizadas contendo
as extensdes sanguineas e o imprint do rim cranial, foram sub-
metidas ao bloqueio da atividade da peroxidase endégena com
solucdo de peroéxido de hidrogénio a 3% diluido em metanol, e o
bloqueio das reagoes inespecificas foi realizado com leite em p6 a
5%, e entdo incubadas em camara imida overnight com o anticor-
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po Anti-IDO policlonal NB 100-2459 Novus Biologicals, (USA) na
concentracdo de 1:100. Apds lavagem com PBS, as laminas foram
novamente incubadas com anticorpo secundario HRP-Link (Dako
Envision System HRP, K1390) e revelados em solugdo cromdge-
na de diaminobenzidina (DAB, 3.3’- diaminobenzidine, Sigma)
por 5 minutos. Por fim, os cortes foram contra-corados com May-
-Griinwald-Giemsa-Wright (Millipore) (Tavares-Dias & Moraes
2004), lavados abundantemente em agua corrente e desidratados
em etanol em concentragdo crescente. A montagem das laminas
foi feita com resina Permount® (Fischer Scientific).

As células contendo as extensdes sanguineas foram contadas
(x 5000 células) em campos escolhidos aleatoriamente com o
auxilio de um microscépio éptico Olympus BX60 (Japdo) com ca-
mera fotografica AxioCam HRc Zeiss® (USA). As células com mar-
cagdo positiva para a imuno-histoquimica foram contadas com o
auxilio de um contador manual e os resultados foram registrados
como células positivas, num aumento de 100x (20pm?).

As analises estatisticas para as extensdes sanguineas foram
realizadas com o teste t-student, e teste de Qui-quadrado (Sne-
decor & Cochran 1974). Foi utilizado o software InStat (La Jolla
CA, USA).

Os tecidos colhidos, apds a passagem pelos alcoois e hidrata-
¢do em agua destilada, foram submetidos a recuperagdo antigéni-
ca por forno micro-ondas em poténcia maxima durante 15 minu-
tos com as laminas incubadas em solugdo tampao citrato de sédio
a 10M, pH 6,0. A solugdo de peréxido de hidrogénio a 3% diluido
em metanol foi utilizada para bloquear a a¢do da peroxidase en-
doégena, e para o bloqueio das reag¢des inespecificas foi utilizado
leite em p6 a 5%. Por fim, as amostras foram incubadas com os
anticorpos primarios na concentragdo 1:100 em camara umida
overnight em geladeira. No dia seguinte, as laminas foram lavadas
em PBS pH 7,4 e incubadas com anticorpo secundario HRP-Link
(DAKO) por 30 minutos a temperatura ambiente. Apos a incuba-
¢do, as laminas foram lavadas em PBS 7,4. A reagdo imune foi re-
velada com solugdo cromdgena de diaminobenzidina (DAB, 3.3’-
diaminobenzidine, Sigma) por cinco minutos. Os cortes foram
lavados em agua corrente por dez minutos, contracorados com
Hematoxilina de Harris (HE), lavados em agua corrente e desidra-
tados em etanol. A montagem das laminas também foi realizada
com resina Permount®.

As reagdes obtidas durante a imuno-histoquimica tiveram
controles positivo G (+) tumor de mama canino (controle da
amostra) e c6lon de camundongo (para o controle do anticorpo)
e negativo G (-) para confirmar a reagdo das mesmas. Para o con-
trole negativo a incubacdo foi realizada em PBS com eliminagao
do anticorpo primdrio. Apds a imuno-histoquimica as laminas
foram observadas com auxilio do microscépio 6ptico Axioscépio
Zeiss® e os resultados foram analisados em um microcomputa-
dor com programa de mensuragio especifico KS-400 Zeiss® num
aumento de 40x (50um?). Para a realizagdo da mensuracdo, du-
rante o protocolo final da imuno-histoquimica, ndo foi utilizado
nenhum tipo de contra-coloragdo (hematoxilina), evidenciando
assim somente os tecidos com marcacdo positiva para receptores
de IDO. Para o teste de Western Blot as proteinas foram extraidas
e quantificadas a partir de tecidos do rim cefalico, baco, figado
e do tampdo leucocitario, que foram previamente pesados e co-
locados em eppendorfs de 1,5ml contendo 400ul de 2X Sample
Buffer 400ul de 1X Working Solution e 40ul de cocktail de inibi-
dor de protease (P2714 Sigma-Aldrich). Em seguida esses teci-
dos foram processados utilizando um sonicador (QSonica, Q125)
a 4°C. As amostras de tecido foram centrifugadas por 15 minutos,
a4°C e 202xg; o sobrenadante foi transferido para um eppendorf
armazenado em gelo. O controle positivo da reagdo foi realizado
utilizando amostras de tumor mamadrio de cdo.A quantificacdo

das proteinas foi estimada utilizando o reagente BioRad Protein
Assay pelo método de Bradford (BioRad Laboratories, Hercules
CA, USA), sendo que 10pl das amostras foram diluidos em 90 pl
de solucao de 1X Working Solution, sendo que 10 pl desta solugdo
foram adicionados a 990ul do reagente de Bradford, diluido em
agua destilada (1:5). A curva padrao foi feita com soro albumina
bovina adicionada ao reagente de Bradford em diferentes con-
centragdes. As amostras foram incubadas por 5 minutos e quan-
tificadas em um Biofotometro (BioPhothometer Plus, Eppendorf,
Germany). Apos a preparagido do gel inferior (Resolving Gel)
e do gel superior (Stacking gel), as amostras adquiridas apos a
extracdo e quantificacdo, foram diluidas em Sample Buffer (Azul
de bromofenol, glicerol, Tris-HCL, 8 Mercaptoetanol, SDS e DTT)
e submetidas a desnaturagdo proteica. As amostras diluidas fo-
ram colocadas em eppendorfs de 0,2ml no banho seco durante
10 minutos a 95°C (Termociclador Mastercycler pré S Eppen-
dorf Germany). Em seguida, foi adicionado 15pL da amostra em
cada pocgo, sendo que o primeiro pogo foi preenchido com 10uL
com o marcador molecular (Precision Plus Protein Kaleidoscope
Prestained Standards #1610324, Bio-Rad), e as amostras foram
corridas em uma cuba de eletroforese (Bio-Rad), por duas horas
e meia, comegando com 45V, no gel superior e posteriormente a
110V no gel inferior. Apés o término da corrida foram preparadas
trés cubas: A primeira contendo metanol, na qual a membrana de
PVDF (Immun-Blot PVDF Membrane #162-0177 Bio-Rad) ficou
mergulhada por 5 minutos, para estabiliza-la; a segunda cuba
com agua destilada e a terceira cuba com tampao de transferén-
cia (buffer solugdo de uso). A transferéncia ocorreu com 120mA
por 120 minutos. O bloqueio das reagdes inespecificas foi reali-
zado com leite em pé a 5% (Skin Milk, Difco BD), por duas ho-
ras, e lavadas trés vezes por cinco minutos cada com TTBS 1X,
incubadas com os anticorpos primarios: Anti-IDO policlonal (NB
100-2459 Novus Biologicals, USA) e o EB09548 policlonal anti-
-Indol (Everest Biotech, USA) overnight na concentragao 1:200.
No dia seguinte, apds as lavagens com TTBS 1X, a membrana foi
incubada com anticorpo secundario 1:2000 (Bovine anti goat
IGg HRP, Santa Cruz), por duas horas em temperatura ambiente.
Apbs a incubagdo com o anticorpo secundario, a membrana foi
preparada para a revelacdo quimioluminescente ECL (ECL Plus
Western Blotting Analysis System-RPN 2132, Amersham, GE He-
althcare). A revelacdo foi realizada no aparelho ImageQuant 350
(GE Helthcare).

RESULTADOS

A especificidade da marcacdo do anticorpo utilizado para a
IDO em truta foi validada pelo teste de Western blott, onde
as bandas confirmam a presenca da enzima IDO nas amos-
tras S1 (sangue), R1, R2, R3 (rim cefalico) onde a expressio
da enzima IDO obteve marcagido bem proxima (exceto pela
segunda banda que ficou com aproximadamente 25kDa) ao
peso molecular dos controles, amostras C1, C2, C3 (Fig.1A
e B), de 45,3 kDa.

Houve a degradagao das amostras F (figado), e B (bac¢o).
Nao foi possivel identificar nenhuma reagdo positiva no
figado e o bago apresentou uma fraca reagdo. A mesma
banda foi revelada de duas formas para melhor visualiza-
cdo (Fig.1B). Para obter um parametro utilizamos o con-
trole endégeno C1 e C3. Podemos observar visiveis mar-
cacgdes de IDO no R4 (rim cefalico), B (bago), S2 (sangue)
(Fig.1A).

Os resultados da imuno-histoquimica demostraram
que houve marcacgdo citoplasmatica positiva para a IDO no
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Fig.1. Deteccdo da enzima IDO pela técnica de western blot uti-
lizando o anticorpo NB100-2459 (Novus Biologicals). Gel de
poliacrilamida 13% (SDS-PAGE). (A) C1 e C3, (controle end6-
geno da rea¢do tumor de mama em cadelas, peso molecular
com aproximadamente 45,3Kda e banda dupla). Em R4 (rim
cefalico), B (bago), S2 (sangue) com visivel marcagio da IDO.
(B) Marcagdo da expressdo da enzima IDO todas com bandas
duplas: para C1, C2, (tumor de mama em cadelas), S1 (san-
gue), R1, R2, (rim cefélico), R3 com uma marcacao satisfatéria.
Degradacdo das Amostras: F (figado), e B (bago). Revelagdo
com ECL plus (Amershan).

25,0kDa

baco de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), sendo pos-
sivel observar sua expressdo em algumas células imaturas
e linfécitos em varios estadgios de maturagdo. Foi possivel
visualizar eritrécitos e trombdcitos dispersos, porém es-
tas células ndo foram marcadas positivamente (Fig.2A).
No figado a marcagdo ocorreu apenas em algumas células
sanguineas presentes dentro de alguns vasos sanguineos,
dentre as quais é possivel visualizar linfécitos e células po-
limorfonucleares (Fig.2B). No rim cefalico identificamos
marcacoes positivas para IDO, no tecido linfoide, leucédcitos
dispersos no tecido hematopoiético e em células sangui-
neas em varios estagios de maturacdo dispersas dentro de
vasos sanguineos, houve marcagdo positiva de células do
tecido interrenal e possivel marcacdo de células cromafins,
marcacdo de linfécitos dentro de um vaso sanguineo (v) e
a ndo marcacdo das células vermelhas. Observa-se a pre-
senca de melano-macrofagos, porém nao é possivel distin-
guir se estas células foram marcadas positivamente devido
a sua coloragdo escura (Fig.2C). A imuno-histoquimica do
imprint do rim cefalico, demonstrou marcacao positiva de
alguns leucdcitos como os mondcitos e linfécitos, e células
indiferenciadas (Fig.2D). Foi possivel identificar expres-
sdo de IDO nas extensdes sanguineas (Fig.3A,B,C,D) onde
a contagem diferencial de leuc6citos mostrou que, em um
total de 50,000 células, 12,042% eram linfocitos e 0,756%
eram monocitos. Estas células apresentaram-se com valo-
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res médios de 12,7%=0,1% células positivas, num total de
87,202% +1,76% para células negativas, as quais corres-
ponderam aos eritrdcitos e trombacitos. Pela avaliagdo das
diferencas dos valores de células positivas dos diferentes
grupos com o teste do Qui-quadrado, o valor de 21,982
para Qui-quadrado e dependéncia entre a populacdo de
linfécito e mondcito (p<0,01). Na avaliagdo das células
positivas dos grupos pelo teste t-student, os valores mé-
dios de 602,1+202,2 para os linfocitos positivos (p<0,01)
e 37,8+20,1 mondcitos positivos (p=0,25) foram estatis-
ticamente significativos. As células polimorfonucleares
(majoritariamente neutrofilos), obtiveram valores muito
préximos a zero e nio foi considerado pelos testes de Qui-
-quadrado e t-student, sendo possivel calcular somente a
sua média e desvio padrao, que foi 1,38+1,78.

DISCUSSAO

Neste trabalho foi possivel evidenciar a expressdo da in-
doleamina 2,3-dioxigenase (IDO1) em linf6citos, mondci-
tos e neutroéfilos, bem como a marcacdo em alguns tecidos
hematopoiéticos como o baco, figado e o rim cefélico, pela
imuno-histoquimica e western blot.

A deteccdo da IDO pelo western blotting confirmou a
especificidade do anticorpo utilizado em marcar a IDO em
truta. As bandas encontradas préximas a 45,3 kDa sdo com-
pativeis com as especificagdes do anticorpo e da literatura
(Thomas et al. 1999) que afirmam que a IDO é uma oxi-
genasse monomérica com peso molecular que varia entre
40 a 43 kDa. A presenca de bandas duplas nas amostras de
células sanguineas e rim cefalico presentes tanto nas amos-
tras quanto nos controles sdo explicadas nas especificagdes
do anticorpo que mostra que o calculo do peso molecular
esta de acordo com NP_002155.1, e que ambas as bandas
detectadas foram bloqueadas por incubag¢do com sucesso
com o peptideo imunizante (e os resultados do BLAST com
a sequéncia de peptideo imunizante nio identificou qual-
quer outra proteina para explicar as bandas adicionais).
Este fato pode estar relacionado com o anticorpo ser po-
liclonal e apresentar maior reatividade ou reacdo cruzada
com outras espécies, como a truta arco-iris que, estad bem
distante das espécies reativas para o anticorpo. A banda
dupla também foi obtida no experimento de Yuasa et al.
(2007), onde a estrutura dos genes da IDO1 e da IDO2 sao
bem conservados e em mamiferos e sdo apresentados em
um arranjo paralelo no mesmo cromossomo.

A IDO2 (proto- IDO) existe ndo somente em mamife-
ros, mas também em vertebrados inferiores, mas nenhum
gene correspondente a IDO1 dos mamiferos foi encontrada
nos genomas da galinha ou do zebra-fish, diferentemente
de nossos resultados que mostraram a expressao da IDO1
em células sanguineas e rim cranial de truta arco-iris. Em
humanos a expressdo da IDO2 ndo é tdo onipresente como
ada IDO1, no entanto a IDO2-mRNA pode ainda ser detec-
tada no figado, intestino, baco, placenta, timo, pulmao, cé-
rebro, rim e célon. A IDO1 e a IDO2 de mamiferos (rato) e
IDO2 de sapos e peixes também foram expressas em célu-
las mamiferas intactas. Yuasa et al. (2011) sugere também
que a IDO de mamifero é derivada de uma proto-IDO, e que
o surgimento ocorreu antes da divergéncia dos marsupiais
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e dos mamiferos placentarios. O gene que provavelmen-
te originou a IDO pode ser encontrado em bactérias e em
fungos, onde foram descobertos trés tipos de IDO (Yuasa
& Ball 2012), sendo que sua fungdo esta relacionada a ob-
tencdo de NAD+ (nicotinamida-adenina-dinucleotideo) via
quinurenina e exerce mesma fun¢do da TDO (triptofano
2,3-dioxigenase) em mamiferos, este fato poderia sugerir
que aIDO1 em truta arco-iris é expressa em células e 6érgao
ligados a imunidade assim como o dos vertebrados supe-
riores.

Em diversos outros grupos de vertebrados mais basais
encontrou-se moléculas muito préximas em formato e fun-
¢do as IDOs dos mamiferos, sendo estas as consideradas
proto-IDOs. A proto-IDO foi relatada em algumas espécies
de peixes e aves (Yuasa & Ball 2012). Desde as camadas
mais basais da escala evolutiva, a sequéncia de aminoaci-
dos da proto-IDO de vertebrados foi conservada sugerindo
que ela poderia exercer uma funcao essencial até hoje nas
espécies (Yuasa & Ball 2012).

Fig.2. Expressdo da IDO em tecidos hematopoiéticos de truta arco-{

A arvore filogenética da IDO apresenta: proteinas re-
lacionadas a IDO em moluscos, a IDO1 sendo encontrada
em monotremados, marsupiais e mamiferos superiores
(camundongos e humanos) e a IDO2 (proto-IDO), em anfi-
bios, peixes, aves, monotremados, marsupiais e mamiferos
superiores.

A fraca expressao de IDO2 do peixe pode estar relacio-
nada com a grande distancia filogenética entre o peixe (fon-
te de enzima) e humano (célula hospedeira) (Yuasa et al.
2009).

A dificuldade para detectar a expressdo da IDO pela
técnica do Western Blot em truta pode estar relacionada
com a baixa expressdo da IDO devida a maior distancia fi-
logenética em relacdo aos vertebrados superiores. A fraca
marcacdo do bago pode estar relacionada a este fato, e a
ndo marcacao da banda de IDO do figado pode ser explica-
da pelos achados de Yuasa et al. (2011), que sugeriram que
a IDO1 ndo é expressada no figado e que mesmo ap6s am-
plificar o cDNAs da IDO1 de amostras do tecido hepatico,

=N -'7 z m

ris pela técnica de imu-no-histoqul'mica (Anti-IDO policlonal NB100

2459 Novus biological). Concentragdo 1:100. (A) No bago circulo vermelho indicando marca¢do negativa de um eritrécito, cabecga
da seta vermelha indica um trombécito ndo marcado pela IDO, As setas indicam a marcac¢do de leucécitos de varios tamanhos e em
diferentes estagios de maturacdo. (B) No figado das trutas arco-iris pode-se visualizar o circulo indicando eritrécitos dentro do vaso
sanguineo (v) ndo marcados pela IDO; seta preta indicando a marcagdo de células polimorfonucleares; seta vermelha indicando a
marcacgdo de linfécitos de varios tamanhos. (C) Rim cranial observa-se forte marcacgdo de células do tecido interrenal indicada pela
seta branca, ponta da seta mostrando uma possivel célula cromafim, setas vermelhas indicando linfécitos dentro do vaso sanguineo
(v), M indicando um melano-macréfago e o circulo vermelho indicando um eritrécito ndo marcado. (D) Expressdo da IDO no imprint
do rim cranial de trutas arco-iris, seta vermelha (A) marcagio positiva de um mondcito. Cabeca da seta vermelha, indicam a mar-
cacdo de linfécitos de varios tamanhos e diferentes estagios de maturacdo, e cabeca da seta preta indica uma célula indiferenciada.
Contra- coloragdo: Hematoxilina de Harris (A,B,C), Giemsa (D), obj.100x.
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Fig.3. Marcagdo positiva para os receptores de IDO, utilizando o anticorpo Anti-IDO policlonal NB100 2459 Novus biologicals, (concen-
tragdo 1:100). (A) Setas vermelhas indicam a marcagao de linfocitos, a seta preta indica uma célula indiferenciada marcada positi-
vamente pela IDO, a cabega da seta preta mostra um monécito, (B) mostra um mondcito (cabeca da seta preta) e variados linfocitos
(setas vermelhas, Em (C) podemos visualizar um mondcito cabecga da seta preta e varios linfécitos indicados pelas setas vermelhas.
Em (D) pode-se visualizar a marcacdo de um neutroéfilo (circulo vermelho) observa-se também a grande quantidade granulos cito-
plasmaticos e nicleo segmentado, as setas vermelhas representam a marcagao positiva da IDO no citoplasma dos linfécitos. Contra-

-coloragdo com Giemsa, obj.100x.

a quantidade da amostra do PCR da IDO1 foi muito menor
do que da IDO2, sugerindo que as amostras amplificadas
podem derivar dos leucdcitos residuais nesse érgao. Em
nossas observacgoes, a expressao da IDO no bago e no figa-
do ficou limitada a marcacdo dos linfécitos no interior de
pequenos vasos sanguineos, que corroborando com a ndo
evidenciacao da IDO1 através do western blot de amostras
do figado.

As marcacgoes positivas da IDO no bago se mostraram
nos leucdcitos e ndo sendo evidenciadas no estroma esplé-
nico. Este resultado corrobora com a afirmacdo de que as
células IDO-positivas estio amplamente distribuidas em 6r-
gdos linféides primarios e secundarios (Munn et al. 1999).
Foi relatado por Dai & Zhu (2010), que poucas células do
bacgo de ratos expressavam a IDO, onde foi relatada a pre-
senca de aglomerados de pequenas células mononucleares
dispersos na polpa vermelha (Mellor et al. 2003, Dai & Zhu
2010). Os resultados deste estudo mostraram que as célu-
las IDO-positivas foram marcadas principalmente em regi-
oes espalhadas na polpa vermelha, em particular na zona
marginal localizada entre a polpa branca e a polpa verme-
lha circundante, contendo macrdfagos e células reticulares
(com fungdes de apresentacdo de antigeno), caracteristicas
estas também observadas neste trabalho.O rim cefalico
apresentou marcacgio para a IDO, principalmente no tecido
hematopoiético e também nas glandulas interrenais e célu-
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las cromafins. Como se sabe, o rim cefalico é considerado
um 6rgdo primario diferenciador de células (Zapata 1981),
além de ser o principal tecido hematopoiético, possuindo
funcdo enddcrina e imunolégica e atuando na producao de
anticorpos e catecolaminas (Weyts et al. 1999), portanto,
justifica a expressdo da IDO em seu parénquima.

Nos teledsteos as células cromafins formam pequenas
ilhas nas paredes das veias e, em algumas espécies, encon-
tram-se dispersas nos rins cefalicos. Estas células desem-
penham fungdes equivalentes as das medulas adrenais em
mamiferos. A biossintese das catecolaminas ocorre através
das células cromafins dos teledsteos e a inativacdo dessas
moléculas ocorre pela via hepatica e pelos rins antes de se-
rem excretadas pela urina (Sens 2009).

Rocha et al. (2001) observaram que a glandula interre-
nal e as células cromafins estdo interligadas e distribuidas
no rim cefalico, como observado neste trabalho. Geralmen-
te, a glandula interrenal consiste de grupos, corddes ou fai-
xas de células, enquanto as células cromafins formam pe-
quenos grupos, ambos inseridos muito préximos aos vasos
sanguineos. A excre¢do de corticosteroides, (cortisol) nas
células interrenais e catecolaminas nas células cromafins,
assim como a adrenalina e a noradrenalina, sdo conside-
radas as respostas primarias do estresse (Tavares-Dias
2001). Estudos realizados por Farias et al. (1989), demos-
traram que a morfologia do tecido interrenal e das células
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cromafins era frequentemente variavel, mesmo quando
se examinavam espécies de peixes filogeneticamente pro-
ximas. O fato das células interrenais e cromafins terem
marcado positivamente pode estar relacionado a a¢do anti-
-inflamatoria da IDO, como relata um estudo realizado em
pacientes com doengas inflamatérias que observou que a
célula T helper 1 (Th-1), IFN-y e o fator de necrose tumoral
(TNF- «) sdo fortes indutores da expressao de IDO (Wolf,
Wolf & Rumpold 2004) e que a expressao e suas atividades
influenciam os mecanismos da ativacdo imune (Hainz et al.
2005).

Ao realizar os imprints com o rim cefalico foi possivel
observar mais claramente a marcag¢do dos leucécitos, mais
destacada nos mondcitos e linfocitos que se apresentavam
em diversos tamanhos e fases de maturagao.

Nas extensdes sanguineas, observou-se marcacgao sele-
tiva de alguns leucécitos, dentre eles mondcitos e linféci-
tos. Segundo Tavares Dias & Moraes (2004), os mondcitos
geralmente sdo caracterizados morfologicamente como
células grandes e arredondadas, com nucleo em forma-
to de “grao de feijao”, citoplasma basofilico e vacuolizado,
caracteristicas observadas nos mondcitos marcados pela
IDO. Esta marcacgdo positiva de mondcitos leva-se a supor
que as células que expressam a IDO possam estar em um
estagio de maturacdo celular especifico, ou que somente
algumas células possuam receptores para IDO. Acredita-
mos que esta assertiva é verdadeira pelo fato de que em
mamiferos nem todos os tipos de leucdcitos expressam o
mesmo nivel de IDO (Wang et al. 2013). Alguns monédcitos
sdo estimulados pelo fator-estimulador-colonias de-ma-
créfagos (MCSF) tornando-se macréfagos que suprimem a
proliferacdo de células T in vitro (Munn et al. 1999), fato
que pode estar associado a um estagio especifico de ma-
turacdo. Munn et al. (1999) observou em seu estudo que
os mondcitos diferenciados sob a influéncia do fator esti-
mulante da colonia de macréfagos adquiriram a habilidade
de suprimir a proliferacdo de células T in vitro via rapida e
seletiva degradacdo do triptofano pela IDO. Nos salmonide-
os a grande quantidade de melano-macréfagos no rim ce-
falico é comum (Press et al. 1994), e sdo consideradas uma
das células mais evidenciadas, que podem ser encontradas
livres ou agrupadas no tecido (Costa 2007), porém nao foi
possivel evidenciar se estes macréofagos também foram
marcados pela IDO devido a sua coloracdo mascarar a rea-
¢do do DAB na imuno-histoquimica. A contagem diferencial
mostrou que a maioria das células que expressaram IDO
era constituida por linfdcitos. Sabe-se que a porcentagem
de linfocitos circulantes em truta arco-iris é alta, variando
entre 50 a 70% dos leucécitos (Houston et al. 1996). Outra
evidéncia que comprova a marcacgdo de linfocitos sdo suas
caracteristicas morfoldgicas onde as células apresentam-se
predominantemente arredondadas de tamanhos variados,
com projec¢des citoplasmaticas, sem granulagdes visiveis,
nucleo com cromatina densa ocupando quase todo o cito-
plasma (Kfoury et al. 1999, Tavares-Dias & Moraes 2004),
caracteristicas observadas neste trabalho.

Ao analisar as imagens ao microscépio de luz, pode-se
observar a marcagdo positiva de alguns neutroéfilos, que
nos teledsteos sdo caracterizados pelo formato arredonda-

do, ndcleo geralmente na forma de bastonete e raramente
apresentam-se na forma segmentada, com cromatina nu-
clear pouco compactada e sem nucléolo visivel. O citoplas-
ma ¢é repleto de granulagdes acidofilicas (Tavares-Dias &
Moraes 2004). Os neutrdfilos possuem grande quantidade
de peroxidase, que promove a oxidacdo de certos compos-
tos pelo peréxido de hidrogénio no processo de fagocitose,
podendo aderir as células endoteliais e migrar para o foco
inflamatério, atraidos por quimiotaxia (Iwama & Nakanishi
1996). A marcacdo positiva pode ser devida a reatividade
cruzada entre a peroxidase endégena dos neutrofilos e o
DAB, podendo desta forma considerar estas células como
falso positivas (Li et al. 1987). O primeiro bloqueio com
peroxido (peréxido de hidrogénio e metanol), faz com que
ocorra a inibicdo da peroxidase enddgena, fazendo com que
o DAB se ligue a biotina, marcando os granulos de neutro-
filos, promovendo um resultado falso positivo da célula, no
entanto ndo se pode afirmar se estas células sdo falso po-
sitivas, ou se a marcacdo da IDO é verdadeira nesta célula.

No contexto geral, a IDO pode contribuir para limitar os
mecanismos imunes efetores e prevenir a atividade imune
exagerada ou gerar uma imunossupressdo. Desta forma a
atividade da IDO é considerada como tendo um potencial
ambivalente podendo atuar em beneficio ou detrimento do
hospedeiro. A atividade imunolégica da IDO pode ser vista
como um mecanismo de feedback que contra regula a ati-
vacdo imune (Munn 2006). Podemos supor que estes me-
canismos possam existir em vertebrados inferiores como,
por exemplo, na truta arco-iris, contudo para isso novas
abordagens visando efetivamente investigar a agdo da IDO
nessa espécie sdo necessarios. Este trabalho constituiu um
primeiro passo para a elucidacao desta hipétese.

CONCLUSAO

Baseado nas observagdes durante a elaboracdo deste tra-
balho comprovou-se a marca¢do positiva da indoleamina
2,3-dioxigenase (IDO1), nos érgdos hematopoiéticos (rim
cefalico, bago, figado), leucdcitos (linfocitos, mondcitos,
neutroéfilos) e glandula interrenal de truta arco-iris (On-
corhynchus mykiss).
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