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EXPRESSAO DA ENDOPEPTIDASE 24.15 NOS ORGAOS LINFOIDES

OLIVEIRA, C. R. M. Expressdo da Endopeptidase 24.15 nos érgaos linféides 92p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias: Morfofisiologia) — Universidade Federal Rural do
Semi-arido (UFERSA), Mossoro-RN, 2010.

RESUMO - EP24.15 (endopeptidase 24.15, EC.3.4.24.15) também conhceida por thimet-
oligopeptidase € uma metaloendopeptidase que esta envolvida no metabolismo de
neuropeptideos, bem como na apresentacdo de antigenos via MHC-I e mais recentemente
como um importante regulador das interacGes proteina/proteina. O objetivo do presente
trabalho é verificar a distribuicdo tecidual e celular da EP24.15 nos tecidos linféides (timo,
baco e linfonodo) através da técnica de imunohistoquimica. A andlise dos resultados
revelou que a EP24.15 foi expressa em todos 0s 6rgdos estudados, no entanto a distribuicao
tecidual mostrou areas com varias células marcadas e outras sem marcacdo. A distribuicao
citoplasmatica foi mais frequente que a nucelar. O marcrofago foi o tipo celular mais
frequentemente marcado. Os resultados sugerem que a enzima pode estar envolvida no
metabolismo de peptideos via MHC-I bem como na diferenciacdo de CTLs.

Palavras-Chave: endopeptidase 24.15, macréfago e MHC classe .



EP24.15 DISTRIBUTION IN LYMPHOID TISSUE

OLIVEIRA, C. R. M. EP24.15 DISTRIBUTION IN LYMPHOID TISSUE 2010. 93p.
Dissertation (Master in Science: Morphophysiology a) - Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2010.

Abstract — EP24.15 (endopeptidase 24.15, EC.3.4.24.15) also know as thimet-
oligopeptidase is a metal dependent peptidase involved in the metabolism of neuropeptides
as well as MHC-I peptides and more recently important as regulator of protein/protein
interactions. The aim of this work is to verify the tissue and cellular distribution of EP24.15
in the lymphoid tissues (thymus, spleen, lymph nods) by means of immunohistochemistry
technique. The analysis revealed that EP24.15 is expressed throughout the studied organs,
nevertheless the tissue distribuition showed some areas that contained several labeled cell
and others devoid of labeling. The cytoplasmic labeling was more frequent if compared to
nuclear one. Macrophage is the cell type more fequently labled. The results suggest that it
can be involved in the MHC-I peptide metabolism as well as CTLs differentiation.

Keywords: endopeptidase 24.15, Macrophage
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1. INTRODUCAO

O sistema imunoldgico em geral esta presente no sangue e na linfa com células
circulantes, em colecbes celulares anatomicamente definidas nos 6rgdos linfoides e
disseminadas em quase todos os tecidos. A habilidade do sistema imunoldgico para
enfrentar desafios e desempenhar as fung¢Ges protetoras de maneira eficaz depende de vérias
propriedades de suas células. (ABBAS, 2008).

Os 6rgdos linfoides sdo classificados em priméarios, onde os linfcitos expressam
inicialmente os receptores de antigenos e atingem a maturidade fenotipica e funcional, e em
Orgdo secundarios, onde as respostas dos linfécitos aos antigenos estranhos sdo iniciadas e
desenvolvidas. Entre os 6rgédos linfoides primarios dos mamiferos, encontramos a medula
0ssea, que da origem a todos os linfdcitos e competéncia aos linfdcitos B, e o timo, onde as
células T se desenvolvem e atingem um estado de competéncia funcional. Os 6rgédos e
tecidos linféides periféricos incluem os linfonodos, 0 bago, o sistema imunoldgico cutaneo
e 0 sistema imunoldgico associado as mucosas. Além disso, agregados de linfocitos mal
definidos sdo encontrados nos tecido conjuntivo e em praticamente todos 0s 6rgaos, exceto
no sistema nervoso central (GENESER, 2003).

Estudos mostram que os 6rgdos do sistema imune possuem funcdo fisioldgica
correlacionada com as moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e
a apresentacdo de antigenos as celulas T. De fato, as moléculas do MHC sdo componentes
integrais dos ligantes que a maioria das células T reconhece, pois 0s receptores de
antigenos de células T sdo especificos para complexos de peptideos antigénicos e moléculas
MHC do hospedeiro. Existem dois tipos principais de produtos dos genes MHC, chamados
de moléculas da classe | e moléculas da classe I, correlacionados a tipos diferentes de
antigenos. As moléculas da classe | apresentam peptideos aos linfécitos citotoxicos CD8+,
enquanto as moléculas da classe Il os apresentam as células T auxiliares CD4+. Assim, 0
conhecimento da estrutura e biossintese das células MHC e da associagdo de peptideos
antigénicos a elas é fundamental para compreendermos como as células T reconhecem
antigenos estranhos (ROIT et al., 2003).
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Segundo ABBAS (2008), varios métodos de analise tém sido usados para estudar as
interagBes antigenos-MHC. Os primeiros estudos dependiam de ensaios funcionais de
células T auxiliares e CTLs que respondiam as células apresentadoras de antigenos
incubadas com diferentes antigenos. Determinando-se que tipos de peptideos derivados de
antigenos protéicos complexos poderiam ativar as células T de animais imunizados com
esses antigenos, era possivel definir as caracteristicas dos peptideos que permitem que eles

fossem apresentados pelas células apresentadoras de antigenos.

Os peptideos que se ligam as moléculas do MHC apresentam caracteristicas
estruturais em comum que promovem esta interacdo. Uma dessas caracteristicas € o
tamanho do peptideo, as moléculas da classe | podem acomodar peptideos que possuem de
8 a 11 aminoacidos. A ligacao dos peptideos as moléculas do MHC é feita por meio de uma
interacdo ndo-covalente mediada por aminoacidos tanto nos peptideos quanto nas fendas
das moléculas do MHC. Os antigenos protéicos sdo clivados proteoliticamente nas células
apresentadoras de antigenos para gerar os peptideos que serdo ligados e exibidos pelas
moléculas MHC (PAMER & CRESSWELL, 1998). O complexo de proteases do citosol,
chamado proteassoma, degrada as proteinas do citosol em peptideos que séo
subseqlientemente apresentados por moléculas MHC classe | (SARIC et al., 2001).

A endopeptidase 24.15 é uma metalopeptidase que esta presente no citoplasma da
célula (GIOLI et. al., 2003), participando da degradacdo de peptideos citoplasmatico pos
proteassoma e diversos trabalhos associam a peptidase em questdo a apresentacdo de
antigenos pelas moléculas de MHC-I (SILVA et al., 1999, PORTARO et al., 1999; YORK
et al., 2003; KIM et al., 2003;). O presente trabalho, portanto objetiva verificar a expresséo

desta enzima em oOrgéos do sistema imunologico.
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2- OBJETIVO GERAL

Verificar a distribuicdo tecidual da EP 24.15 por imuno-histoquimica, nos érgéos

linfoides de ratos.

3.1- OBJETIVO ESPECIFICOS

1) Verificar o padréo de expressdo da EP 24.15 em 6rgdos linfoides primério: Timo.

2) Verificar o padrdo de expressdo da EP 24.15 em 6rgdos linféides secundario: Bago e

linfonodo.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1- SISTEMA IMUNOLOGICO

O sistema imunoldgico forma a segunda e a terceira linhas da defesa contra
patdgenos invasores. A primeira linha de defesa € a barreira epitelial, ou seja, a pele e as
mucosas, que forra e reveste completamente as superficies do corpo. Uma vez vencida esta
barreira fisica por um corte, rompimento ou abrasdo, ou até mesmo quando substancias
estranhas sdo capazes de penetra-la, mas ainda ndo o fizeram, a segunda e terceira linhas de

defesa podem tornar-se ativadas, o sistema imunologico inato e adaptativo (ABBAS, 2008).

O sistema imunologico inato é inespecifico e € composto por um sistema de
macromoléculas presente no sangue denominado complemento; grupos de células
(macréfagos e neutrofilos,) que fagocitam invasores; outro grupo de células, células
“natural killer” (células NK), que destroem células tumorais, células infectadas por virus,
bactérias e parasitos (BENJAMINI et al., 2002).

O sistema imunolégico adaptativo é responsavel pela eliminacdo dos antigenos
especificos. Enquanto um macrofago é capaz de fagocitar a maioria das bactérias, o sistema
imunoldgico adaptativo ndo somente reage contra um componente antigénico especifico de
um agente patogénico, como sua capacidade de reagir contra aguele componente em
particular aumenta com defrontacGes subsequentes. Apesar de estes dois sistemas diferirem
em seu modo de responder, eles estdo intimamente relacionados um ao outro, e cada um
afeta as atividades do outro (GARTNER & HIATT, 2007).

A resposta do sistema imunoldgico adaptativo apresenta quatro propriedades
distintas: especificidade, diversidade, memoria e reconhecimento do préprio/ndo proprio,
isto é, a capacidade de distinguir as estruturas que pertencem ao proprio organismo, e as
que sdo estranhas. Os linfdcitos T, linfocitos B e macrofagos especializados denominados

células apresentadoras de antigeno (APCs) dao inicio e participam da resposta imunoldgica
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adaptativa. Estas células comunicam-se umas com as outras através de moléculas
sinalizadoras (citocinas), que sdo liberadas em resposta quando sdo encontrados 0s
antigenos. A resposta imunolégica dependente da formacgdo de anticorpos é denominada
resposta imunoldgica humoral, enquanto a resposta citotoxica é denominada resposta
imunologica celular (BENJAMINI et al., 2002).

3.2- TIMO

O timo é um o6rgdo linfoepitelial situado no mediastino anterior, atras do esterno e
na altura dos grandes vasos do coragdo. Possui origem embrioldgica dupla mesoderma e
endoderma. E formado por lobos incompletos, envoltos por uma capsula de tecido
conjuntivo denso ndo modelado. A capsula origina septos, que dividem o parénquima em
I6bulos incompletos, continuos uns com os outros. O cortex contém uma densa colecéo de
linfocitos T imaturos, macrofagos e células reticulares epiteliais. Enquanto a medula, de
coloracdo mais clara, possui uma populacdo mais esparsa de linfécitos (figura 01) . Células
epiteliais ndo-linfoides, que possuem um citoplasma abundante, estdo espalhadas pelo timo,
assim como macrofagos e células reticular epitelial derivadas da medula 6ssea. Alguns
dessas células reticulares epitelial expressam marcadores celulares, como o CD8, que séo
encontrados tipicamente em linfocitos T. Na medula do timo estdo estruturas conhecidas
como corpusculos de Hassall, que sdo compostos de espirais compactadas de células
epiteliais que podem ser remanescentes de células em degeneracédo (figura 01). O timo tem
um suprimento vascular abundante e vasos linfaticos eferentes que drenam para 0s
linfonodos do mediastino (GARTNER & HIATT, 2007).

O timo é o local da capacitagdo das células T. Os linfécitos T no timo, também
chamados de timdcitos, séo linfocitos T em varios estagios de diferenciagdo. Em geral, as
células mais imaturas da linhagem de células T entram no cortex do o6rgdo atraves dos
vasos sanguineos. O desenvolvimento comega no cortex e, conforme o0s timocitos vao se
diferenciando, eles migram para a medula, de forma que a medula contém principalmente
células T desenvolvidas. S6 as células T competentes deixam o timo e entram no sangue e
nos tecidos linfoides periféricos (ABBAS, 2008).
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O timo produz varios fatores de crescimento protéicos que estimulam a proliferacédo
e a diferenciacdo de linfocitos T, atuando localmente por secrecdo parécrina. Dentre estes
fatores estdo a timosina alfa, timopoetina e timulina (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

De acordo com GARTNER & HIATT (2007), no timo encontramos seis tipos
diferentes de células reticulares epiteliais. As células tipo I, 11 e Il localizam-se no cortex
enquanto que as IV, V e VI localizam-se na medula. As células do tipo | separam o cortex
da cépsula de tecido conjuntivo e das trabéculas, envolvem os elementos vasculares
corticais. Estas células formam jungbes de oclusdo umas com as outras, deste modo
isolando completamente o cortex timico do restante do corpo. O nlcleo das células tipo | é

polimorfo e tem um ndcleo bem definido.

As células tipo Il estdo localizadas no cortex, intermediario. Estas células tém
prolongamentos longos, largos, semelhantes a bainhas, que formam juncbes tipo
desmossomo umas com as outras. Estes prolongamentos formam um reticulo celular, que
subdivide o cortex timico em pequenos compartimentos cheios de linfécitos. O ndcleo das
células tipo Il é grande, pouco corado com heterocromatina escassa. O citoplasma, também
claro, é muito rico em tonofilamentos. As células tipo Ill estdo localizadas no cortex
profundo e na juncdo corticomedular. O citoplasma e o nucleo destas células sdo mais
densos do que os das células reticulares epiteliais do tipo | e tipo Il. O reticulo
endoplasmatico rugoso das células tipo 111 mostra cisternas dilatadas, o que ¢ indicativo de
sintese protéica. As células reticulares epiteliais também tém prolongamentos largos,
semelhantes a bainhas, que delimitam compartimentos cheios de linfocitos (GARTNER &
HIATT, 2007).

As ceélulas do tipo 11 e 111, assim como as APCs derivadas da medula 6ssea, também
apresentam antigenos proprios, moléculas MHC | e moléculas MHC 11 para as celulas T em
desenvolvimento. Os linfécitos T em capacitacdo cujo receptor de célula T (TCRs),
reconhecem proteinas proprias, ou cujas moléculas CD4"ou CD8" ndo sdo capazes de
reconhecer as moléculas MHC | ou MHC 11, sofrem apoptose antes de poderem deixar o
cortex. E interessante observar que muitas das células T em diferenciagdo morrem no

cortex, sendo fagocitadas por macrofagos residentes, denominados macrofagos de corpo
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coravel. As células sobreviventes penetram na medula do timo como linfécitos T
capacitados, e de 14 (ou da juncdo corticomedular), eles sdo distribuidos para os érgéos
linfaticos secundarios através do sistema vascular (ABBAS, 2008).

A medula do timo cora-se muito menos intensamente do que o cortex, porque sua
populacdo de linfocitos ndo é tdo abundante, e por conter um grande numero de células
reticulares epiteliais derivadas do endoderma. Na medula ha trés tipos de células reticulares
epiteliais (JOHNSON, 1991).

As células tipo IV sdo encontradas em intima associacdo com as células tipo Il do
cortex e participam da formacgdo da juncdo corticomedular. O nlcleo destas células tem
uma malha grosseira de cromatina, e seu citoplasma tem coloracdo escura e é rico em
tonofilamentos. As células tipo V formam o reticulo celular da medula. O nucleo destas

células é polimorfo, com uma malha de cromatina bem definida.



Figura 01: Fotomicrografia do timo de ratos, corados em HE em pequeno aumento.
Podem ser observadas as dreas do timo: cdpsula (Ca), cértex (Co), medula (Me),
corpusculo de Hassal (detalhe da Figura 1A). A barra de escala: 200um e detalhe da
figura 1 A : 80 um.
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3.3- LINFONODOS

Os linfonodos estdo localizados em varias regides do corpo, encontram-se
interpostos no trajeto dos vasos linfaticos e nas cavidades do corpo. Seu parénquima é
composto por colecBes de linfocitos T e B, APCs e macrofagos. Estas células linfoides
reagem contra presenca de antigenos montando uma resposta imunoldgica para macrofagos
que fagocitam bactérias e outros microorganismos que chegam ao linfonodo através da
linfa JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

De acordo com GENESER (2003), os linfonodos, sdo érgdo linfoides secundarios,
todos eles controlados e supervisionados pelos linfocitos, e sdo o local onde os linfécitos
encontram os antigenos estranhos e podem ser ativados como etapa inicial da resposta
imunolégica. O linfonodo é envolto por uma cépsula de tecido conjuntivo denso, rico em
colageno, que em sua superficie externa é continuo ao tecido conjuntivo circundante. Em
um dos bordos se distingue uma fenda, ou hilo, onde a capsula é mais espessa, numerosos
vasos linfaticas aferentes atravessam a cépsula em distintos locais da superficie convexa,
enquanto escassos vasos linfaticos eferentes abandonam o génglio linfatico pelo hilo, onde

também penetram o0s vasos sanguineos no 6rgdo (figura 02).

A partir da superficie interna da capsula se estendem quantidades variaveis de
trabéculas ramificadas de tecido conjuntivo denso para o interior do tecido linféide. O
corpo do linfonodo, subdividindo a regido externa do cortex em compartimentos
incompletos, que se estendem até a proximidade do hilo e ao entrarem no corpo do nodo,
sdo envolvidos por uma bainha de tecido conjuntivo derivado da capsula. Suspensa da
capsula e das trabéculas ha uma malha tridimensional de tecido conjuntivo reticular, que
forma a estrutura de sustentacéo de todo o linfonodo. As celulas predominantes na cortical
superficial sdo os linfocitos B, ocorrendo também alguns plasmacitos, macrofagos, células
reticulares e células foliculares dendriticas. A regido cortical profunda ou paracortical ndo
apresenta nodulos linfaticos e nela predominam os linfécitos T, ao lado de células
reticulares, e alguns plasmadcitos e macréfagos (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).
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Histologicamente, o linfonodo é subdividido em trés regides: cOrtex, paracortex e
medula (Figura 02). Todas estas trés regides tém abundantes sinuséides, espacos dilatados
revestidos por endotélio através dos quais a linfa percorre (JOHNSON, 1991).

No cortex externo, mais periférico, estdo localizados os nodulos linfaticos
primarios, que sdo agregacOes esféricas de linfocitos B. Freguentemente, os centros dos
nodulos linfaticos estdo corados mais fracamente e contém centros germinativos, sendo
denominados nddulos secundarios. Os nddulos secundarios formam-se somente em
resposta a um desafio antigénico; acredita-se que estes sejam os locais onde sdo gerados as
células B da memdria e os plasmdcitos. A regido do nodulo linfatico periférica ao centro
germinativo € composta por um acumulo denso de pequenos linfocitos, que estdao migrando
do local de origem nos nddulos secundarios. Esta regido periférica é denominada coroa ou
manto (GARTNER & HIATT, 2007).

Na medula, o tecido linféide apresenta condensacfes sobre a forma de corddes, 0s
corddes medulares, estes separados dos seios medulares. Os corddes medulares apresentam-
se ramificados e contém pequenos linfécitos, plasmoécitos e grande quantidade de
macrofagos (GENESER, 2003).

Os vasos linfaticos aferentes perfuram a superficie convexa da capsula do nodo e
distribui a linfa no seio subcapsular, localizado abaixo da capsula. Este seio é continuo com
0s seios corticais (seios paratrabeculares), paralelos as trabéculas, e destes a linfa vai para
o0s seios medulares. Os seios medulares sdo maiores, mais irregulares e mais numerosos do
qgue os corticais, o que confere a medula o aspecto eosinéfilo mais claro. Dos seios
medulares, a linfa vai para os vasos linfaticos eferentes. Todos estes seios possuem uma
malha de células reticulares estreladas cujos prolongamentos estdo em contato com os de
outras células e com o epitélio pavimentoso simples semelhante a um endotélio. Quando a
linfa penetra no linfonodo, a velocidade de seu fluxo € reduzida, o que da aos macréfagos
residentes nos seios (ou tém prolongamentos que penetram nele) mais tempo para fagocitar
material estranho. Desta maneira, sdo removidos 99% das impurezas presentes na linfa
(JOHNSON, 1991).



Figura 02: Fotomicrografia do linfonodo de ratos, corados em HE em pequeno

aumento (Figura 2A). Podem ser observadas as dreas do linfonodo: cértex (Co), nédulo
linfitico (N1), medula (Me) (Figura 2A). Em B apresenta a cdpsula (Ca) e o centro
germinativo (Cg). A barra de escala A : 200 pm e B : 80 um.
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Os linfonodos também funcionam como locais de reconhecimento de antigenos,
porque as APCs que entram em contato com antigenos migram para o linfonodo mais
proximo e apresentam seu complexo epitopo-HC a linfocitos. Além disso, antigenos
circulando pelo linfonodo sdo capturados por células dendriticas foliculares, e linfocitos
presentes no linfonodo, ou que migram para o linfonodo, reconhecem o antigeno. Quando
um antigeno é reconhecido e uma célula B torna-se ativada, esta célula B migra para um
nodulo linfatico primério e prolifera formando um centro germinativo. O nddulo linfatico
primario passa a ser denominado nddulo linfatico secundario. As células recém-formadas se
diferenciam em células B da memdria e plasmaocitos, saem do cortex e formam os corddes
da medula. Cerca de 10% dos plasmadcitos recém-formados permanecem na medula e
liberam anticorpos nos seios medulares (GARTNER & HIATT, 2007).

3.4- BACO

O baco, o maior 6rgdo linfatico do corpo, € um orgao linfoide secundério, esta
localizado no periténio no quadrante superior esquerdo da cavidade abdominal. Do mesmo
modo que os linfonodos, o bago tem caracteristicas de um filtro complexo, mas encontra-se
interposto na corrente sanguinea. O baco é o principal local de respostas imunoldgicas a
antigenos do sangue e elimina do sangue hemacias danificadas. Durante o desenvolvimento
fetal, o baco € um 6rgdo hematopoiético; quando necessério, ele pode retomar essa fungéo
no adulto. Alem disso, em alguns animais (mas ndo o ser humano), o baco também age
como um reservatorio de hemécias, que, havendo necessidade, podem ser lancadas na
circulacdo (GARTNER & HIATT, 2007).

O bago é envolto por uma cépsula de tecido conjuntivo denso fibroelastico nédo
modelado, contendo ocasionalmente fibras musculares lisas, esta envolvida pelo peritdnio
visceral. O epitélio pavimentoso simples do peritbnio d& ao baco uma superficie lisa. A
partir da capsula se estendem trabéculas de tecido conjuntivo denso para o interior do

parénquima, ao qual confere rigidez, e que se dividi em grande quantidade de por¢oes
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comunicadas entre si. Na porcdo da superficie medial voltada para o estdmago se encontra
uma fenda alongada, denominado hilo, onde a capsula é mais espessa, e este local no qual
entram as artérias e as fibras nervosas que as acompanham, e do qual sai veias e vasos
linfaticos esplénicos (Figura 03) (GENESER, 2003).

O parénquima denomina-se polpa do baco ou polpa esplénica. Mediante o corte
transversal de um baco fresco distingue-se a maior parte da polpa como uma massa mole,
cor vermelho-escuro, a polpa vermelha. A cor vermelha se deve a uma grande quantidade
de eritrdcitos nos sinusoides e nos corddes esplénicos. Dispersas na polpa sdo observadas
pequenas zonas ovais ou arredondadas, de cor branco-acizentadas, de cerca 1 mm de
diametro, as polpas brancas, constituidas por tecido linféide difuso e folicular
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

O baco recebe sangue arterial pela artéria esplénica, a qual penetra pelo hilo e que,
pouco antes, se divide em varios ramos esplénicos que penetram nas trabéculas como
artérias trabeculares. Estas artérias continuam na polpa branca, onde sdo denominadas
artérias centrais, cujas ramificacGes quase todas terminam na zona marginal entre as polpas
vermelha e branca, o tronco principal continua até a polpa branca, onde 0 sangue passa aos
sinus@ides esplénicos que se esvaziam nas veias da polpa, que passam para as trabéculas
como veias trabeculares. Estas formam a veia esplénica no hilo, que abandona o baco
(JOHNSON, 1991).

A polpa branca é constituida por tecido linfoide que, sob a forma de bainhas
linféides periarteriais, rodeia os vasos arteriais desde que abandonam as trabéculas que
quase até a formacao dos capilares. As bainhas sdo cilindricas e envolvem a artéria central,
sdo compostas principalmente por linfocitos. Ao longo das bainhas linfoides, séo
observadas expansdes como foliculos linfaticos, primarios ou secundarios. Os foliculos
deslocam as artérias centrais para uma posicdo excéntrica na bainha periarterial. Os
foliculos primérios e secundarios contém em sua maior parte linfécitos B (GARTNER&
HIATT, 2007).

Na sua parte mais externa, a polpa branca limita-se com a polpa vermelha atraves

de uma zona de transi¢do, a zona marginal, onde as células mostram-se menos agrupadas.
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Esta zona é constituida por plasmdcitos, linfocitos T e B, macréfagos e as APCs. Além
disso, numerosos pequenos canais vasculares, 0s seios marginais, estdo presentes na zona
marginal, especialmente envolvendo os nddulos linfaticos. Delicados vasos sanguineos, que
se irradiam da arteriola central, dirigem-se para a polpa vermelha, retornam e lancam seu
sangue nos seios marginais (GARTNER & HIATT, 2007).

A polpa vermelha assemelha-se a uma esponja, sendo que 0s espacos da esponja
representam os seios e 0 material entre 0s espacgos representam os corddes esplénicos ou
corddes de Billroth. Os corddes esplénicos sdo constituidos por uma rede frouxa de fibras
reticulares, cujos intersticios estdo permeados por sangue extravasado. As fibras reticulares
estdo envolvidas por células reticulares estreladas, que isolam as fibras de colageno tipo 11
do sangue, impedindo a reacdo entre as plaquetas e o colageno (coagulacdo). Os
macrofagos sdo particularmente numerosos nas vizinhangas dos sinuséides (JUNQUEIRA
& CARNEIRO, 2008).

O revestimento endotelial dos seios esplénicos € incomum, pois suas células sdo
fusiformes paralelas ao eixo longitudinal do sinuséide. Além disso, sdo0 comuns 0s espagos
(2 a 3 um de largura) entre células vizinhas. Os seios estdo envolvidos por fibras reticulares
(continuas com as dos corddes esplénicos), que envolvem o0s seios como delgadas cordas
individuais. As fibras reticulares dispdem-se perpendicularmente ao eixo longitudinal dos
seios e estdo revestidas por uma lamina basal. Portanto, 0s seios esplénicos tém uma lamina

basal descontinua.

Quando entra na zona marginal, 0 sangue passa por uma zona rica em macrofagos.
Estas células fagocitam os antigenos, bactérias e outras particulas estranhas presentes no
sangue. O material ndo eliminado na zona marginal é removido na polpa vermelha na
periferia dos seios esplénicos. Os macréfagos destroem plaquetas envelhecidas e observam
as hemdcias quando estas migram dos corddes esplénicos e, passando entre as células
endoteliais, vdo para os seios. Como as hemacias mais desgastadas pelo uso perdem a sua
flexibilidade, elas ndo mais conseguem passar pelos espacos entre as células endoteliais e

sdo fagocitadas pelos macrofagos (ABBAS et. al., 2008).
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Figura 03: Fotomicrografia do bago de ratos, corados em HE em pequeno aumento
(Figura 3A). Podem ser observadas as dreas do baco: polpa vermelha (Pv), polpa
branca (Pb) e arteriola (Ar) (Figura 3A). Em B apresenta a esquerda a zona marginal
(Zm) e o nddulo linfético (NI) e a direita os corddes esplénicos (Ce) e na seta a artéria.
A barra de escala A : 200 pme B : 80 pm.
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3.5 -COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE

O complexo principal de histocompatibilidade (MHC) foi descoberto como um
locus extenso com genes altamente polimorficos que determinavam o resultado de
transplante de Orgdos entre pessoas diferentes. Atualmente sabemos que a funcédo
fisiologica das moléculas do MHC ¢é a apresentacdo de antigenos as células T. De fato, as
moléculas do MHC sdo componentes integrais dos ligantes que a maioria das células T
reconhece, pois 0s receptores de antigenos de células T sdo especificos para complexos
antigénicos e moléculas MHC do hospedeiro (PAMER & CRESSWELL, 1998). Existem
dois tipos principais de produtos dos genes MHC, chamados de moléculas da classe | e
moléculas da classe Il, que testam tipos diferentes de antigenos cistosélicos intracelulares e
extracelulares que tenham sido endocitados, respectivamente. As moléculas da classe |
apresentam antigenos aos linfdcitos citoliticos CD8+ (CTLs), enquanto as moléculas da
classe 11 os apresentam as células T auxiliares CD4+. Assim, o conhecimento da estrutura e
biossintese das células MHC e da associacdo de antigenos a elas é fundamental para
compreendermos como as células T reconhecem antigenos estranhos (ABBAS et. al.,
2008).

As moléculas MHC da classe I consistem em duas cadeias polipeptidicas ligadas de
forma ndo-covalente; uma cadeia a codificada pelo MHC (ou cadeia pesada) de 44 a 47 kD
e uma subunidade de 12-kD, que nao ¢ codificada pelo MHC, chamada de f,-
microglobulina. Cada cadeia o esta orientada de tal forma que trés quartos de todo o
peptideo se estendem para o0 meio extracelular, um pequeno segmento hidrofébico atravessa
a membrana celular e os residuos da regido carboxiterminal estdo localizados no
citoplasma. O seu tamanho é suficiente (~25 A x 10 A x 11 A) para ligar peptideos
contendo 8 a 11 aminoacidos em uma conformacéo flexivel, prolongada. As extremidades
da fenda de ligacdo de peptideos das moléculas da classe | sdo fechadas, impedindo a
ligagdo de peptideos maiores. Assim sendo, proteinas globulares nativas precisam ser
“processadas” para gerar fragmentos pequenos suficientes para se ligarem as moléculas do

MHC e para serem reconhecidas pelas células T. Os residuos polimérficos das moléculas
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da classe I estdo confinados aos dominios al e a2, onde contribuem para as variagdes na
ligacdo de peptideos e o reconhecimento pelas células T dos diversos alelos da classe 1. O
segmento a3 da cadeia se dobra para formar um dominio de Ig cuja seqiiéncia de
amino&cidos é a mesma em todas as moléculas da classe I. Esse segmento contém uma alga

que serve de sitio de ligacdo para o CD8 (ROIT et al., 2003).

Com a descoberta de que as moléculas do MHC sao as moléculas que apresentam os
antigenos ao sistema imunologico adquirido, um grande esforco tem sido feito para elucidar
a base molecular das interacGes peptideo-MHC e as caracteristicas dos peptideos que
permitem que eles se liguem as moléculas do MHC (YORK et al, 1999). Essas questdes s&o
importantes ndo sé para entendermos a biologia do reconhecimento de antigenos pelas
células T, mas também para definir as propriedades de uma proteina que a tornam
imunogénica. Para que uma proteina seja imunogénica para um ser vivo, ela deve conter

peptideos que possam ligar as moléculas MHC daquele organismo (YORK et al, 1999).

Véarios métodos de analise tém sido usados para estudar as interacfes peptideo-
MHC. Os primeiros estudos dependiam de ensaios funcionais de células T auxiliares e
CTLs que respondiam as células apresentadoras de antigenos incubadas com diferentes
peptideos. Determinando-se que tipos de peptideos derivados de antigenos protéicos
complexos poderiam ativar as células T de animais imunizados com esses antigenos, era
possivel definir as caracteristicas dos peptideos que permitem que eles fossem apresentados
pelas células apresentadoras de antigenos (PETER & OSSENDORP, 2004).

A natureza dos peptideos que ligam ao MHC gerados in vivo de proteinas intactas
foi analisada expondo-se as células apresentadoras de antigenos, a antigenos protéicos
purificando e as moléculas de MHC a partir dessas células, por meio da cromatografia por
afinidade, e removendo os peptideos ligados para espectroscopia de massa ou
sequenciamento de aminoacidos. O mesmo método pode ser usado para definir os
peptideos enddgenos que sdo demonstrados pelas células apresentadoras de antigenos

isoladas de animais ou de seres humanos (ABBAS, 2008).

A andlise pela cristolografia de raio-X dos complexos peptideo-MHC forneceu

informacdes Uteis sobre como os peptideos se encaixam nas fendas das moléculas de MHC
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e sobre os aminoacidos de cada um que participam nessa ligacdo.Com base em tais estudos,
um grande entendimento das caracteristicas fisico-quimicas das interagdes peptideos-MHC.
Também se tornou aparente que a ligacdo dos peptideos as moléculas do MHC ¢é
fundamentalmente diferente da ligacdo dos antigenos aos receptores de antigenos dos
linfocitos B e T (ABBAS, 2008).

Cada peptideo contra o qual uma resposta imunoldgica pode ser gerada deve conter
alguns aminoacidos que contribuem para a ligacdo nas fendas das moléculas do MHC e
também deve conter aminoacidos que se projetem das fendas para que possam ser
reconhecidas pelas células T. Existem varias caracteristicas importantes nas interacGes
entre as moléculas do MHC e os peptideos antigénicos. A analise dos peptideos retirados de
moléculas do MHC livres de células apresentadoras de antigenos demonstrou que muitos
peptideos podem ser retirados de qualquer tipo de moléculas do MHC (PETER &
OSSENDORP, 2004).

Os peptideos que se ligam as moléculas do MHC apresentam caracteristicas
estruturais em comum que promovem esta interagdo. Uma dessas caracteristicas é o
tamanho do peptideo - as moléculas da classe | podem acomodar peptideos que possuem de
8 a 11 aminoacidos. A ligacao dos peptideos as moléculas do MHC é feita por meio de uma
interacdo ndo-covalente mediada por aminoacidos tanto nos peptideos quanto nas fendas
das moléculas do MHC. Os antigenos protéicos sdo clivados proteoliticamente nas células
apresentadoras de antigenos para gerar os peptideos que serdo ligados e exibidos pelas
moléculas MHC. Vérias proteinas envolvidas no processamento de antigenos protéicos e na
apresentacdo de peptideos as células T sdo codificadas pelos genes localizados no MHC. Os
genes que codificam subunidades de um complexo de proteases do citosol, chamadas de
proteassomas, que degradam as proteinas do citosol em peptideos que sao

subsequientemente apresentados por moléculas da classe | do MHC (SILVA et al.,1999).
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3.6-PROCESSAMENTO DE ANTIGENOS

As APCs apresentam antigenos a linfocitos T jamais expostos a eles durante a fase
efetora para desencadear os mecanismos que eliminam os antigenos. A maioria dos
linfocitos T reconhece apenas peptideos, enquanto os linfocitos B podem reconhecer
peptideos, proteinas &cidos nucléicos, polissacarideos, lipidios e pequenas substancias
quimicas. Como resultado, as respostas imunes mediadas pelos linfécitos sdo induzidas
somente por antigenos protéicos e ndo-proteicos (PETER & OSSENDORP, 2004).

Os linfécitos T reconhecem antigenos peptidicos estranhos e respondem a eles
somente quando os antigenos estdo fixados as superficies das APCs. Os macréfagos séo
APCs que fagocitam ativamente grandes particulas, desempenhando importante papel na
apresentacdo de antigenos derivados de organismos infecciosos fagocitados, como
bactérias, parasitas e virus. Na fase efetora da imunidade celular, os linfocitos T efetores
diferenciados reconhecem antigenos microbianos em fagocitos e ativam os macrofagos para

destruir os microorganismos (ROIT et al., 2003).

Todas as células nucleadas podem apresentar peptideos associados a MHC da classe
I, derivados de antigenos protéicos cistosolicos, a linfocitos T CD8" porque todas as células
nucleadas expressam moléculas MHC da classe I. A maioria dos antigenos protéicos
presentes no citosol € sintetizada endogenamente, como proteina virais em células
infectadas por virus e proteinas que sofreram mutacdo em celulas tumorais. Todas as
células nucleadas sdo suscetiveis a infeccdes virais e a mutacGes causadoras de cancer.
Portanto, é importante que o sistema imune seja capaz de reconhecer antigenos citosolicos
abrigados em qualquer tipo celular. Os linfocitos T CD8" diferenciados, que funcionam
com CTLs, sdo capazes de reconhecer peptidios associados a classe | e de eliminar
qualquer célula expressando antigeno. A expressdo universal de moléculas da classe |
permite que CLTs restritas a classe | reconhecam e eliminem qualquer tipo de célula
infectada por virus ou célula tumoral. Os antigenos particulados fagocitados também
podem ser reconhecidos por CTLs CD8" porque algumas proteinas podem ser transportadas

de vesiculas fagocitarias ao citosol (ROIT et al., 2003).
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As vias de processamento de antigenos convertem antigenos protéicos derivados do
espaco extracelular ou do citosol em peptideos e transportam esse peptideos em moléculas
do MHC para exibir a linfécitos T. O conhecimento de biologia celular do processamento
antigénico tem aumentado desde a década de oitenta, com a descoberta e caracteriza¢do das
moléculas e organelas que geram peptideos a partir de proteinas intactas e promovem a
montagem e o transporte de peptideos nas moléculas do MHC. As vias das classes | e Il do
MHC para processamento e apresentacdo de antigenos usam organelas subcelulares e
enzimas que tem func¢des de degradacgdo protéica generalizada e de reciclagem que ndo séo
usadas exclusivamente para exibicdo de antigenos ao sistema imune. Em outras palavras, as
vias de apresentacao de antigenos do MHC das classes | e 11 evoluiram como adaptacdes de
funcdes celulares basicas. As vias celulares de processamento antigénico séo elaboradas
para gerar peptideos que tenham as caracteristicas estruturais exigidas para associar
moléculas do MHC e colocar esses peptideos na mesma localizacdo celular que as
moléculas do MHC apropriadas com fendas disponiveis para ligacdo a peptideos. A ligacédo
de peptideos a moléculas do MHC ocorre antes da expressdo na superficie celular e é
componente da biossintese e montagem de moléculas do MHC (DOAN et al.,2006).

3.7- PROTEASSOMO

Os peptideos associados ao MHC da classe | sdo produzidos pela degradagéo
proteolitica de proteinas citosolicas, pelo transporte dos peptideos gerados no reticulo
endoplasmatico (RE) e pela ligagdo de moléculas da classe | recém-sintetizadas. O
principal mecanismo para a geracdo de peptidios a partir de antigenos protéicos citosélicos
é a protedlise pelo proteassomo. Muitas linhas de evidéncia estabeleceram conclusivamente
ser necessaria a degradacao das proteinas citosolicas no proteassomo para a entrada na via

da classe | de processamento de antigenos (FERRO et al., 2004).

A existéncia de degradacdo das proteinas intracelulares foi sugerida por
SCHOENHEIMER (1942). Em 1953 surge uma publicacdo que mostra que a protedlise
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intracelular é dependente de energia metabdlica (SIMPSON, 1953). Nos anos 70 tornou-se
evidente que a degradagdo de proteinas intracelulares é altamente seletiva e estd envolvida
na regulacdo da concentracdo de certas enzimas (SCHIMKE, 1975). De inicio foi dificil de
compreender a necessidade da protedlise intracelular, uma vez que 0 que estava em causa
era a hidrolise de ligacbes peptidicas das proteinas, que se pensava serem moléculas
estaveis. Hoje em dia é evidente que o controle do nivel de determinadas proteinas no
interior das células durante certos processos celulares, bem como a eliminacéo de proteinas
com erros de sintese, proteinas ndo funcionais e polipeptidios desnaturados, cuja
acumulacdo poderia tornar-se toxica, s6 pode ocorrer se existir protedlise seletiva. A
descoberta da via proteolitica dependente de ubiquitina veio revolucionar a forma de olhar

a degradacdo de proteinas intracelulares (RAMOS, 2002).

As proteinas multi-ubiquitiladas, apds desenrolamento da sua estrutura, séo
degradadas pelo proteassoma 26S, uma protease multimérica dependente de ATP com
~2000 kDa, constituida por dois complexos regulatérios 19S e por um complexo catalitico
de ~700 kDa, designado por proteassoma 20S. Os complexos regulatérios 19S,
posicionados em ambas as extremidades do proteassoma 20S, compostos por varias
ATPases e outras subunidades, sdo necessarios para o reconhecimento especifico de
proteinas ubiquitiladas, seu desenrolamento e translocacdo para o interior da camara
catalitica. Na maioria dos casos o0 proteassoma degrada as suas proteinas-substrato
reduzindo-as a pequenos peptideos. Dado a sua estrutura, substratos e protease podem
coexistir, nos mesmos compartimentos, uma vez que, s6 apos marca¢do com a ubiquitina, o
substrato esta preparado para sofrer hidrélise no interior do proteassoma. Os proteassomas
20S apresentam uma estrutura muito conservada e encontram-se presentes desde
arqueobactérias até mamiferos. Este complexo proteolitico é essencial para a viabilidade
das células eucariotas. O complexo eucariota € composto por 14 subunidades diferentes
que, de acordo com a anélise de homologias entre as sequéncias, podem ser agrupadas em
sete do tipo a e sete do tipo B. Estas subunidades estao dispostas em forma de um cilindro
composto por quatro anéis heptaméricos com as subunidades o ocupando os anéis

periféricos e as subunidades B os anéis centrais. Este cilindro é atravessado por um tdnel
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estreito que faz a comunicacéo entre trés cavidades interiores. A cavidade central possui 0s

centros cataliticos voltados para o interior (RAMOS, 2002).

Os proteassomas eucariotas possuem pelo menos trés atividades cataliticas
diferentes, atividade pos-acidica (clivagem da ligacdo peptidica ap6s um residuo &cido),
triptica (clivagem ap6s um residuo basico) e quimotriptica (clivagem apds um residuo
hidrofobo), cujos centros cataliticos se localizam em trés subunidades B distintas, B1, f2 e
B5 respectivamente. Estas subunidades que contém os centros cataliticos possuem uma
treonina no terminal N, este residuo age como um nucledfilo atacando as ligacoes
peptidicas das proteinas-substrato (RAMOS, 2002).

3.8- IMUNOPROTEASSOMAS

Nos vertebrados as subunidades com atividade catalitica constitutivas do
proteassoma podem ser substituidas especificamente por subunidades cataliticas
homdlogas, LMP2 (B1i), MECL (B2i) e LMP7 (B5i) induzidas pelo interferon vy, citocinas e
fator de necrose tumoral (TNF), sendo incorporadas durante a sintese e montagem de novos
proteassomas no local das subunidades habituais (PETER & OSSENDORP, 2004). A
incorporacdo destas subunidades altera a especificidade da clivagem das ligacdes peptidicas
e coloca o proteassoma num papel central na producdo de peptideos antigénicos a partir de
proteinas de agentes patogénicos intracelulares, tais como bactérias ou virus (DREWS et
al., 2007), através destas mudancas o0 proteassoma passa a ser denominado de
imunoproteassoma, especialmente em 6rgdos linféides desempenhando um papel crucial na
resposta imune mediada por células T (SHAROVA et al., 2009). Em termos fisiol6gicos o
imunoproteassoma esta presente em grandes quantidades nos 6rgdos intimamente ligados
com as respostas imunes, como o baco, timo e linfonodo, mas sdo quase ausentes em outros
0rgaos, incluindo o cérebro e os rins (ELEUTERI et al. 1997; NODA et al, 2000).

De acordo com SHAROVA et al., (2009), o imunoproteassoma é capaz de hidrolisar

proteinas proprias e estranhas. No entanto, o imunoproteassomas, apés residuos basicos ou
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hidrofobicos, que representam o epitopo na regido C terminal do complexo MHC classe I.
Assim, 0 imunoproteassoma produz com sucesso epitopos antigénicos de 8 -10 residuos de
aminoacidos e / ou seus precursores mais longos. Epitopos precursores sdo encurtados por
peptidases no citoplasma ou no reticulo endoplasmaético, onde sdo transferidos por proteinas
especiais, transportadoras (STREHL et al 2005, GOLDBER et al., 2007). No reticulo
endoplasmatico, epitopos antigénicos estdo vinculados com moléculas MHC Classe | e

transportados em vesiculas trans-membrana para superficie celular.

Os imunoproteassomas estdo presentes tanto nos 6rgdos linfoides e 6rgdos nédo-
linféides de animais adultos, onde desempenham diferentes papéis sobre a criacdo de
epitopos antigénicos ou seus precursores (SHAROVA, 2006). Nos 6rgdos linfoides
secundarios, o complexo MHC classe | e os epitopos antigénicos na superficie de células
apresentadoras de antigenos, sdo muito importantes para a ativacdo e diferenciacdo de

células T-CD8 em linfécitos T citotoxicos especificos para estes epitopos antigénicos.

O acesso ao interior do proteassoma 20S é bastante restrito, no caso de
proteassomas bacterianos existe uma pequena abertura no centro dos anéis externos (anéis
o), no entanto, a analise da estrutura do proteassoma 20S de levedura mostra que essa
entrada se encontra preenchida pelos terminais N das subunidades o, (Figura 04). Embora
peptideos ou polipeptidios sem estrutura possam atravessar estas entradas e sofrer hidrdlise
no interior da cavidade catalitica, o proteassoma 20S existe no citoplasma em estado
latente. A entrada de substratos mais complexos e a sua degradagdo necessita de complexos
ativadores 19S que se ligam as extremidades do proteassoma 20S originando o rearranjo
dos terminais N das subunidades a que formam um poro de entrada. E nestes complexos
ativadores que se encontram os locais de reconhecimento das cadeias poli-ubiquitiladas das
proteinas-substrato e as atividades de isopeptidase que libertam a ubiquitina das cadeias
deixando-a livre para entrar em novo ciclo de conjugacdo. O substrato é entdo desenrolado
e translocado através do proteassoma até chegar a cavidade central onde é degradado. As
subunidades com atividade ATPasica da particula 19S sdo responsaveis por estes processos
(DREWS et al., 2007).
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Uma funcéo fisioldgica importante desta via € a producdo de peptideos antigénicos
a partir de proteinas de bactérias ou virus patogénicos. Os peptideos apresentados as células
citotoxicas T nas moléculas do complexo histocompatibilidade (MHC) de classe | sdo o
resultado de protedlise limitada dos antigénios mediada pelo proteassoma. O interferon y
estimula este processo e induz a troca de subunidades cataliticas do proteassoma 20S. O
sistema dependente de ubiquitina/proteassoma degrada indiscriminadamente tanto as
proteinas celulares (self) como as estranhas (non-self). Os peptideos sdo entdo apresentados
as células citotdxicas T, mas apenas os derivados das proteinas estranhas estimulam a
resposta das células T (RAMOS, 2002).
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Figura 04: principais passos enzimaticos da via proteolitica dependente de ubiquitina-
proteassoma. E1 enzima ativadora de ubiquitina, E2 enzima conjugadora de ubiquitina, E3
ligase de ubiquitina-proteina, Ub —ubiquitina ou grupo ubiquitil (RAMOS,2002).
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S. cerevisiae

Thermoplasma

Figura 05: Estrutura tridimensional do proteassoma 20S de Thermoplasma acidophilum e
de Saccharomyces cerevisiae. Os painéis de cima mostram uma vista de topo dos anéis a da
espécie mencionada. Os painéis de baixo, evidenciam a estrutura em forma de barril

formada por 4 anéis empilhados (RAMOS, 2002).
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Estando na base de varios processos celulares importantes, ndo é surpresa que 0
mau funcionamento desta via esteja implicado na origem de muitas doengas. Em resposta a

danos no DNA ou a agressoes celulares, como uma infecgéo viral.

3.9-COMUNICACAO CELULAR

A comunicacdo celular um fenébmeno central durante o desenvolvimento e fisiologia
dos organismos multicelulares (GALLIO et al., 2002). A comunicacdo celular pode ser
feita de diversas maneiras, por exemplo, através de contato direto entre as células, pelo
estabelecimento de juncdes do tipo gap, ou atraveés de moléculas sinalizadoras que séo
secretadas (HARDIE, 1992). As moléculas sinalizadoras podem ser agrupadas em duas
classes: As moléculas lipossoliveis, permeaveis a membrana plasmatica (e.g. hormonios
esterdides) e outra das moléculas hidrossollveis que atuam através da interagdo com
receptores especificos. Nessa Ultima categoria encontram-se 0s neuropeptideos (GALLIO et
al., 2002).

A sinalizacdo celular pode ocorrer basicamente de trés maneiras: autdcrina,
paracrina ou enddcrina. A sinalizacdo autdcrina ocorre quando a molécula sinalizadora
liberada atua sobre a sua prépria célula que a liberou. A sinalizacdo paracrina ocorre
quando a estimulacdo € em células vizinhas enquanto que a endocrina é aquela na qual a
molécula sinalizadora atinge a corrente sanguinea atuando em um 6érgdo ou tecido a
distancia (LODISH et al.,1999).

Uma vez que as cascatas de sinalizagdo intracelulares dependem diretamente de
interacdes entre proteinas, o estudo do metabolismo de peptideos citoplasmaticos vem
ganhando importancia (FERRO et al., 2004). Até recentemente o conceito de peptideos
livres no citoplasma era questionado, mas tem sido demonstrado por varios autores que ha
uma grande quantidade de peptideos gerados por protedlise intracelular mediada por
proteassomo, esses peptideos podem interferir em interacdes protéicas (revisdo em FERRO

et al., 2004). Como exemplo desta interferéncia foi verificado que o peptideo Ht31 derivado
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da cAMP-kinase da tiredide humana interfere com a localizacdo da a proteina quinase A
(PKA), o peptideo inibitorio relacionado a autocamitide-2 (AIP) é um inibidor especifico
da Proteina quinase Il dependente de calmodulina (CaM-KII), outras como quiases como c-
JUN e fosfatases como RapA e RapB tem funcdo alterada por pequenos peptideos
citoplasmaticos (FERRO et al., 2004). A localizacdo preliminar de enzimas (peptidases)
citoplasmaticas como endopeptidase 24.15, neurolisina (EP24.16),enzima de degradacéo de
insulina (EC3.4.24.56), nardilisina (EC3.4.24.61) e prolil-oligopeptidase(EC 3.4.21.26),
sugere que essas enzimas possuem outras fungdes, além de processamento e degradacdo
extracelular de neuropeptideos e horménios tendo um papel na degradacdo de peptideos
livres no citoplasma (FERRO et al., 2004).

3.10 - PEPTIDEOS

Quando um pequeno numero de aminoacidos é reunido desta forma a estrutura €
chamada de oligopeptidio e quando muitos aminoécidos séo reunidos, o produto é chamado
de polipeptidio. As proteinas podem ter milhares de unidades de aminoécidos. Embora o
termo proteina e polipeptidios possam ser, em algumas vezes, intercambiaveis, as
moléculas referidas como polipeptidios geralmente tém peso molecular abaixo de 10.000
(LEHNIGER et al., 2005).

Todo este conhecimento comecou a ser acumulado principalmente a partir da
década de 50, quando varios peptideos ativos foram descobertos e tiveram as suas
estruturas quimicas determinadas (MACHADO et al, 2004). Estas descobertas geraram um
enorme interesse por esta classe de compostos e por metodologias para seu isolamento,
analise, purificacdo, identificacdo e quantificacdo, as quais passaram a ser sistematicamente
estudadas e aprimoradas. Em paralelo, deparou-se com a necessidade de sintetizar estas
moléculas e analogos (derivados com modificagdes pontuais) em escalas variadas, pois
somente de posse dos sintéticos poder-se-ia realizar os estudos fisioldgicos, quimicos,
fisicos, farmacoldgicos, bioquimicos e clinicos de grande parte dos peptideos conhecidos.

De fato boa parte das fontes naturais, sdo pobres nestes compostos, o que dificulta os
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isolamentos em quantidades suficientes a realizacdo destes estudos (MACHADO et al,
2004).

Os peptideos sintéticos passaram a servir como provas inequivocas das identidades
quimicas e dos papéis bioldgicos dos peptideos naturais. Além disto, de posse deles poder-
se-ia construir curvas padr@es (concentracdo versus absor¢do ou emissdo de luz ou
desenvolvimento de coloracdo) que permitiriam quantificar os peptideos correspondentes
contidos em extratos brutos ou em fragdes obtidas durante os seus isolamentos (GLADA, et
al 1998). Assim, métodos eficientes de sintese foram concebidos, estabelecidos e
aprimorados. Conjuntamente, técnicas envolvendo a manipulagédo, sintese e clonagem de
genes foram sendo desenvolvidas (MACHADO et al, 2004).

Os peptideos com atividade bioldgica representam uma classe de mediadores
enddgenos. Este grupo heterogéneo é composto de moléculas que variam em tamanho de 5
a 50 aminoacidos e inclui substancias como a angiotensina (REGOLI et al., 1974), cininas
bradicinina e calidina (BHOOLA et al., 1992) encefalinas (JANECKA et al., 2004),
endotelinas ( MASAKI, 2004) peptideo natriurético atrial (ANP) e peptideos correlatos (
D’SOUZA et al., 2004), neurotensina (DAVIS et al., 1992) taquicininas (substancia P e
neurocinina A e B)(MAGGI, 1995), vasopressina (HUANG e TANG, 2004) e hemopresina
(FERRO et al.,, 2004) entre outros.Todos estes peptideos atuam através de receptores
especificos localizados na superficie de células endoteliais epiteliais,neuronais, muasculo
liso e esqueléticos e células de defesa (leucdcitos, linfocitos e macr6fagos) onde ativam
uma variedade de respostas intracelulares. As atividades exercidas por estas moléculas séo
diversas, e incluem controle do tdnus e permeabilidade vascular, algesia, neurotransmissao,

crescimento celular e modulagéo da resposta inflamatoria.

3.11- PEPTIDASE

As enzimas proteoliticas, também chamadas de peptidases, proteases ou proteinases
atuam hidrolisando ligagdes peptidicas em proteinas ou em peptideos. O comité de

nomeclatura da unido internacional de bioguimica e biologia molecular (NC-IUBMB)
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recomenda 0 uso do termo peptidase, uma vez que estas proteinas catalisam a clivagem de
ligacOes peptidicas. As peptidases estdo envolvidas em uma grande variedade de processos
fisiolGgicos e patolégicos, como por exemplo: digestdo, ativacdo de zimogénios, regulacao
da pressdo sanguinea, homeostase, imunidade celular e humoral, coagulagdo sanguinea,
inflamacéo, fertilizacdo, embriogenese, apoptose e outras (BARRETT, et al., 2004).
Ocorrem em todos 0s organismos e representam aproximadamente 2% do total de proteinas
presentes em todos os tipos de organismos. Usando andlise bioinforméatica de genomas
murinos e humanos, pelo menos 500 a 600 peptidases ja foram identificadas, muitas das
quais sdo ortologas (PUENTE, et al., 2003).

Dois grupos genéricos compdem a familia das peptidases: as endopeptidases (que
clivam ligacBes peptidicas internas) e as exopeptidases (que removem aminoacidos
terminais). Com base nos mecanismos cataliticos de hidrélise sobre o sitio ativo e na
estrutura tridimensional, as endopeptidases s&o divididas em subclasses conforme
semelhancas estatisticamente significativas na sequéncia de aminoacidos em:
metalopeptidases, serino peptidases, cisteino peptidases, aspartico peptidases, e treonina
peptidase (BARRET, 2004). Algumas peptidases tém funcbes em processos biol6gicos
mais especializados, como a ativacdo de zimogénio, remodelamento tissular, liberacdo de
peptideos ativos, ativacdo de receptores, desenvolvimento embrionario, morfogénese de
Orgdos, angiogénese, apoptose e outros (BODE, 1991). A atividade destas enzimas é
regulada por ativacdao de zimogénios, protedlise limitada, ativadores, inibidores, receptores
celulares e controle genético (BODE, 1991).

O estudo das peptidase tem se expandido consideravelmente apds o reconhecimento
de que além de suas funcdes inespecificas no catabolismo protéico, agem como enzimas de
processamento que desempenham clivagem altamente seletiva de substratos especificos e
influenciam no comportamento, na sobrevivéncia e em morte celulares (TURK, 2006). O
equilibrio entre peptidases e inibidores ndo € regulado em muitos processos

fisiopatoldgicos, como inflamacéo, infeccdo, hemorragia e cancer.
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3.12 - ENDOPEPTIDASE 24.15

A endopeptidase 24.15, também conhecida como timet oligopeptidase (E.C.
3.4.24.15; EP24.15) endo-oligopeptidase A, oligopeptidase A, Pz-peptidase € uma
metaloendopeptidase exibindo o motivo caracteristico de ligagdo com zinco HEXXH
pertencente a familia M3 de metalopeptidases (RAWLINGS et al, 2010). A EP 24.15 foi
primeiramente isolada da fracdo citosélica do homogenato do cérebro de ratos por
ORLOWSKI et al. (1983), como sendo uma metalopeptidase ativa em pH neutro, inibida
por quelantes de cétions divalentes. A presenca de Zn*? em sitio catalitico foi determinada
por espectroscopia de absorcdo atbmica, a inibicdo provocada pela remocdo do metal do
sitio catalitico com quelantes € revertida pela adicdo de zinco, mesmo em baixas
concentragdes (TISLJAR & BARRETT, 1990). A EP24.15 possui 687 residuos de
amino&cidos com peso molecular em torno de 78 kDa (PIEROTTI et al., 1990; MCKIE et
al., 1993).

A EP 24.15 é de distribuicdo ubiqua em mamiferos. Em cérebro de rato
(ORLOWSKI et al., 1983) , a hidrolise revelou varios peptideos biologicamente ativos com
uma especificidade comum por peptideos unidos a uma carboxila associada a um residuo
basico ou aromatico (HORSTHEMKE e BAUER 1982). Os maiores niveis de atividade
enzimatica foram encontrados nos testiculos, cérebro e pituitaria. Os menores niveis de
atividade enzimatica foram encontrados em tecidos periféricos como figado, rim, pulmao,
adrenal e tirdide contendo aproximadamente 10-20% dos niveis encontrados cérebro (CHU
e ORLOWSKI, 1985).

A EP 24.15 esta localizada no pericario do neurbnio, mas esta concentrada no
nacleo (MASSARELLLI, 1999). A analise quantitativa revelou que a enzima encontravam-
se prferencialmente no nucleo (FONTENELE-NETO et al., 2001). A enzima estava
associada também a outras organelas tais como as mitocondrias e elementos do
citoesqueleto, tanto no pericério quanto nos processos dos neurdnios. No nucleo acredita-se
que participe no processo final da degradagdo de fatores de transcrigdo ap0s proteasoma
(FONTENELE-NETO et al., 2001).
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A estrutura cristalografica da EP24.15 foi determinada por difracdo de raio-X (RAY
et al., 2004), apresentando dois dominios compostos principalmente por estruturas em o-
hélice, sendo que entre esses dois dominios forma-se um “canal profundo” no qual 0 sitio

ativo fica localizado.

Figura 06: Estrutura cristalografica da EP24.15 por difracdo de raio-X (RAY et al.,
2004)

A EP24.15 possui uma especificidade restrita a oligopeptideos de 6 a 17 residuos de
aminoacidos, tendo preferéncia por ligacGes peptidicas no C-terminal de amino&cidos
hidrofobicos, ndo sendo capaz de hidrolisar proteinas (OLIVEIRA et al., 2001). Essa
caracteristica de oligopeptidase parece ser decorrente da conformacéo espacial do substrato
empregado, quando se consideram peptideos entre 7 e 13 residuos de aminoacidos
(CAMARGO et al., 1997), ou ainda por uma limitacdo fisica dada pela conformacgdo do
sitio catalitico (RAY et al., 2000). Através de mutacdes sitio dirigidas, CUMMINS et al.
(1999) elucidaram quais eram os residuos responsaveis pela coordenagdo do zinco no sitio
ativo (**HExxH*""), mostrando ainda que, além das histidinas, ha um terceiro ligante do

zinco, o &cido glutamico 502. A observagdo deste terceiro ligante a aproximadamente 25
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residuos de aminoacido de distancia € uma caracteristica dessa familia de metalopeptidases
(CUMMINS et al., 1999).

l< 502

Figura 07: Representacdo dos aminodcidos responsaveis pela coordenacdo do zinco no
sitio catalitico da EP24.15 de rato (CUMMINS et al., 1999).

Outra caracteristica da EP24.15 é sua sensibilidade a compostos tidis in vitro, a
adicdo de ditiotreitol (0,5 mM) é capaz de ativar a enzima. Esse mecanismo de tiol ativacao
foi sugerido como sendo pela ruptura de pontes dissulfeto intermoleculares (SHRIMPTON
et al.,1997), e ndo pela participacdo de cisteinas na catalise, como sugerido anteriormente
por GOMES et. al, (1993). A ruptura dessas interacdes intermoleculares permite que a
enzima fique na forma monomérica, tendo o substrato livre acesso ao sitio catalitico
(SHRIMPTON et al.,1997). Uma vez que inibidores naturais da enzima ndo foram
descobertos, a diferenca entre o potencial redox do meio extracelular e intracelular pode ser
0 modo pelo qual a atividade da EP 24.15 ¢ regulada (revisto por SHRIMPTON et al.,
2002).

A fosforilacdo da EP24.15 pela proteina quinase A poderia ser um outro mecanismo
para regular a sua atividade enzimatica (FERRO et al., 1995; TULLAI et al., 2000). Uma

vez que formas fosforiladas da EP24.15 foram encontradas em células PC12 (derivadas de
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um feocromocitoma, na medula adrenal de rato) apos estimulagdo com forksolin (que
estimula a atividade da proteina quinase A), e pela demontracdo de que extratos de células
PC12 tratadas com anélogos do AMPc alteram a cinética enzimética (FERRO et al., 1995).
Recentemente foi demonstrado por TULLAI et al., (2000) que o aminoécido Ser®** é capaz
de ser fosforilado pela proteina quinase A in vitro, e que a fosforilagdo da EP24.15 provoca

modificacdoes em parametros cinéticos apenas de alguns substratos (TULLAI et al., 2000).

A atividade especifica da EP24.15 também foi detectada no meio condicionado de
células C6 de glioma de rato (FERRO et al., 1993) e em células AtT20 (tumor da hipdfise
anterior de camundongo; FERRO et al., 1999). O mecanismo de secrecdo desta enzima ndo
foi esclarecido, mas apesar de nao possuir peptideo sinal, a EP24.15 parece estar
parcialmente presente na via secretoria de células AtT20 (GARRIDO et al., 1999). O uso
do iondforo de célcio A23187 em células AtT20, ou a estimulacdo destas células com o
hormonio liberador de corticotrofinas (CRH), é capaz de aumentar a secre¢cdo da EP24.15
para 0 meio de cultivo (FERRO et al., 1999).

Mais recentemente, DEMASI et al. (2008) mostraram que dentro das células, a
EP24.15 encontra-se naturalmente S-glutationilada em residuos de cisteina e que isto tem
um profundo impacto sobre a atividade enzimatica. Pelo fato da enzima possuir varios
residuos de cisteina expostos, a quantidade de glutationilacdo é variavel. Assim quanto
maior o grau de glutationilacdo, maior é a quantidade de oligbmeros da enzima e

conseqlientemente menor a atividade peptidasica.

Desde que a EP24.15 foi isolada por ORLOWSKI et al. (1983), acredita-se que ela
participe do metabolismo e/ou processamento de uma série de neuropeptideos. Entre os
neuropeptideos clivados por esta enzima estdo a bradicinina, a neurotensina, o horménio
liberador de gonadotrofinas (GnRH), a somatostatina, a substancia P, assim como as
angiotensinas | e Il (SHRIMPTON et al., 2002). Foi demonstrado ainda que a EP24.15 é
capaz de gerar as respectivas encefalinas a partir de precursores opiodides intermediarios
(CHU & ORLOWSKI, 1985).

A fungdo precisa da EP24.15 n&o é conhecida, no entanto vem sendo implicada no

metabolismo de uma série de neuropeptideos e como conseqiiéncia, envolvida em varios
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processos fisioldgicos. Dentre esses, a percepcao de dor (MOLINEAUX & AYALLA,
1990; KEST et al., 1991; KEST et al., 1992), a homeostase cardiovascular e renal
(ORLOWSKI et al., 1983; CARDOZO & ORLOWSKI, 1993; TELFORD et al., 1995) e a
reproducdo (PIEROTTI et al., 1991; LEW et al., 1997; WU et al., 1997; SMITH et al.,
2000).

A EP24.15 é capaz de degradar o GnRH, bem como o horménio luteinizante (LH),
dessa forma acredita-se que seja importante nos processos relacionados a reproducédo
(PIEROTTI et al., 1991; LEW et al., 1997; WU et al., 1997; SMITH et al., 2000). Além
disso, os maiores niveis de expressdo dessa enzima sdo encontrados no testiculo
(ORLOWSKI et al., 1983). PINEAU et al. (1999) demonstraram que a EP24.15 esta
presente em estagios especificos da espermatogénese (estagios VII e VIII, do ciclo no rato).
Estando presente nas espermatides alongadas e corpos residuais, tanto no rato quanto no
homem (PINEAU et al., 1999). A atividade enzimética da EP24.15 também é encontrada
no ovario de ratas, aumentando durante a puberdade, e retornando a niveis pré-puberais
qguando o animal é adulto. Foi observado também que ha uma flutuacdo dos niveis de
atividade da EP24.15 durante o ciclo estral, havendo um aumento de sua atividade
enzimatica na tarde do pro-estro (PIEROTTI et al., 1991). Qual o papel exato da EP24.15
nas génadas ndo esta claro, mas os dados sugerem que haja uma participacdo desta enzima
no processo de gametogénese (PIEROTTI et al., 1991; PINEAU et al., 1999).

Como se sabe, a EP24.15 cliva 0 GnRH-I na ligacdo Tyr>-Gly®, e ainda, é conhecida
por ter um papel importante na modulacdo do sinal do GnRH-I para a hipo6fise (WU et al.,
1997; SHRIMPTON et al., 2003). Qualquer modificacdo nos residuos Tyr>-Gly® confere
resisténcia a clivagem por EP24.15 (FLOURET et al., 1984; KOCH et al., 1974a; KOCH et
al., 1974b; LABRIE et al., 1984; WALTERS et al., 2008).

Apesar da EP24.15 estar localizada de forma ubiqua no cérebro, a sua expressdo é
regulada e a localizagdo da EP24.15 no espago-temporal é favoravel para o direcionamento
do GnRH-I para seu processamento. Estudos de microscopia confocal sugerem que a
EP24.15 esta localizada na camada externa da eminéncia média, associada tanicites e
axonios GnRH-I (WU et al .,1997).
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Estudos demonstraram a presenca da EP24.15 em Utero e vagina de camundongos,
com predominancia desta enzima no compartimento nuclear, podendo também ser
observada no citoplasma sendo com menor intensidade de reacdo. No epitélio estratificado
pavimentoso da vagina verificou-se uma imunoreagdo mais intensa que as outras regides da
vagina. O endométrio, 0 miométrio e a serosa apresentaram imunoreacdo em toda a sua
extensdo. A camada de tecido conjuntivo frouxo e o mesotélio possuiam a mesma

intensidade de imunoreacao da camada muscular (Cavalcanti et al., no prelo).

Recentemente tem sido implicada no metabolismo de peptideos intracelulares desta
forma participando da regulacdo de cascatas de sinalizagdo celular (Fernanda et al 2008,
ferro et al 2004), desta forma pode ser importante em sistemas que dependem de uma

sincronizacdo mediada por sinalizacdo paracrina, como ocorre durante o desenvolvimento.

Apesar de ter sido descrita como uma enzima processadora de neuropeptideos, as
evidéncias experimentais acumuladas ao longo dos Ultimos anos mostram que a maior
quantidade de EP24.15 concentra-se no meio intracelular (FONTENELE-NETO et al.,
2001), mais especificamente no citoplasma e no nucleo das células. Assim, é muito
provavel que além das funcgdes ja descritas, a EP24.15 participe de processos intracelulares.
De fato, diversos trabalhos associam a peptidase em questdo a apresentacdo de antigenos
pelas moléculas de MHC-I (SILVA et al., 1999, PORTARO et al., 1999; YORK et al.,
2003; KIM et al., 2003;).
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4-MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 06 ratos (Rattus norvegicus) Wistar, de padréo sanitario convencional,
com idade média de dois meses e pesando entre 150-200 g. Os animais foram obtidos do
biotério da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA) e mantidos em gaiolas
plasticas (490x340x160mm), de acordo com recomendacdes internacionais de densidade
populacional (National Research Council, 1996) e mantido no biotério da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), com temperatura ambiente aproximadamente
constante (22°C +- 2°C) umidade relativa de 50-75% e fotoperiodo 12 horas claro/12 horas
escuro. Os ratos receberam racdo granulada e adgua a vontade. Todos os procedimentos
foram realizados com principios éticos na experimentacdo animal e previamente

submetidos a comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) da UFERSA.

4.2 - PROCESSAMENETO HISTOLOGICO

Os animais foram anestesiados com quetamina, em seguida foram perfundidos através
da aorta com uma solucédo fixadora contendo paraformaldeido 4% em tampéo fosfato de
sodio 0,1 M pH 7,4. Os 6rgdos do sistema linféides foram dissecados e fragmentos foram
coletados com aproximadamente um centimetro, foram pds fixados na mesma solucéo
fixadora. Os orgdos do sistema linfoides foram submetidos a desidratacdo através de
banhos em uma série crescente de etanol (70, 95 e 100%) e foram entdo diafanizados em
xilol, impregnados em parafina histolégica liquida (56°C) e finalmente incluidos em
parafina (GIOLOI & PEREIRA,2003).
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Os blocos de parafina foram cortados em um micrétomo (6 um de espessura) de modo a
obter cortes precisos dos diversos 6rgdos do sistema linfoide. Os cortes foram distendidos

em banho-maria a 40°C e colocados em laminas de vidro cobertas com albumina de Meyer.

4.3-IMUNO-HISTOQUIMICA PARA MICROSCOPIA DE LUZ

Os cortes foram desparafinizados (xilol), hidratados (etanol 100%, 95%, 70% e H,0
destilada) e lavados com tampdo fosfato salino 0,1M pH 7,2 (PBS). Em seguida, os cortes
foram submetidos a um processo de recuperacdo antigénica em tampdo citrato de sodio 0,1
M pH 6,0 a 97 °C por 40 minutos. Os cortes foram novamente lavados com PBS e em
seguida incubados com H,0, 0,3% por 30 min, para bloquear a peroxidase enddgena. Os
cortes foram lavados com PBS contendo 0,3% de Triton 100 X (PBS-triton), e
posteriormente incubados PBS-triton com soro de cabra 5%, por 30 minutos, em seguida o
soro foi escorrido e as laminas foram novamente incubadas com anticorpo primario
especifico (anti EP 24.15) por 18 h a 4°C, na diluicdo de 1:1000 em PBS-triton e 5% de
soro de cabra. Os controles negativos foram incubados com soro de coelho ao invés do
anticorpo priméario nas mesmas condi¢fes acima (FONTENE-NETO, 2001).

Os cortes foram lavados com PBS-triton e incubados com anticorpo secundério
biotinilado, obtido em cabra, anti-IgG de coelho (Sigma Co, St. Louis, MO) na diluicdo de
1:200 em PBS-triton por 2 h. Os cortes foram novamente lavados e incubados agora por 1 h
com o complexo estreptoavidina-biotina peroxidase (kit ABC, Vector laboratoties,

Burlingame, CA).

A peroxidase foi entdo revelada utilizando-se uma solugéo contendo 0,05 % de 3°-3’
diaminobenzidina (DAB), 0,03% de H,O, em PBS. As laminas foram posteriormente
coradas em hematoxilina (30 segundos) e em seguida desidratadas em etanol (70, 95 e
100%), banhadas em xilol e finalmente montadas com laminulas, utilizando-se balsamo do
Canada. As analises e documentac6es do material foram realizadas em um microscopio de

luz (Olympus CX31) dotado de camera fotografica.



60



Figura 08: A Fotomicrografia A-C mostram o aspecto tipico de uma reacdo controle,
na qual houve omissdo do anticorpo primdrio ou substitui¢do por soro de coelho. Contra

coloragao hematoxilina. A barra de escala A,B e C ¢ equivalente a 200 pum.
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5- RESULTADOS

A analise por imunohistoquimica nos ¢rgdos linféides revelou que a enzima
EP24.15 ¢é expressa em células nesses 6rgdos, mas a marcacdo ndo foi uniforme, havendo
regides que concentravam células marcadas e regides sem marcacéo. A distribuicéo celular
da EP24.15 mostrou que esta era observada principalmente no citoplasma, no entanto

algumas células apresentaram a regido nuclear densamente corada.

5.1 - ANALISE POR IMUNOHISTOQUIMICA

5.1.1 - Timo

A imunoreacdo observada no timo revelou que a EP24.15 ocorre em celulas,
distribuidas nas diversas regides do 6rgdo primario do sistema imune (Figura 09). Logo
apos a capsula que é formada de tecido conjuntivo denso ndo modelado, apresentavam-se
células da periferia do cortex intensamente marcadas. Na regido mais profunda do cortex, a
imunoreacdo apresentava através de células isoladas. A medula apresentava uma
imunoreacdo intensa em toda a sua extensdo, algumas areas possuiam uma reagdo mais
intensa que outras. O padréo de distribuicdo da EP24.15 foi diferenciado para cada uma

dessas regides (Figura 09).

A regido periférica cortex do timo, apresentaou imunoreacdo nos macrofagos, a
maioria com marcacdo somente no citoplasma (Figura 10A) e células epiteliais reticulares
do tipo I, nesta area a imunoreacdo era continua devido as células formarem juncGes de
oclusdo, deste modo toda esta regido apresentava marcacao para EP24.15, principalmente

nuclear (Figura 10B).

A regido cortical intensamente povoada de linfocitos T (timdcitos), ndo apresentou

imunomarcagdo uniforme, apenas macrofagos isolados, distribuidos pelo cortex
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intermediario e profundo apresentaram imunoreacdo nuclear e citoplasmatica de mesma
intensidade (Figura 10B). Algumas células reticulo-epiteliais mostraram a imunorreac&o,
tanto no citoplasma como no nucleo, este, porém, com marcacdo mais intensa (Figura 10B).
Observou também que o endotélio de vasos sanguineos apresentava imunomarcacao, sendo
que a marcacdo para a enzima era vista de maneira forte no nucleo das células endoteliais
(Figura 10A).

Na regido medular ocorreu uma intensa imunomarcacdo, principalmente em
macrdfagos, células epiteliais reticulares do tipo V e tipo VI (Figura 11A). Celulas
reticulares do tipoVI, as mais tipicas da medula do timo, sdo células grandes que coalescem
uma em torno da outra, formando os corpulsculos timicos (de Hassall), estes apresentavam

reativos (Figura 11B).
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Figura 09: Fotomicrografia do timo de ratos em pequeno aumento, mostrando o padrdo
tipico de imunomarcagao da EP24.15 em todas as estruturas do timo. Note que a
imunoreacdo para EP14.15 pode ser observada em vdrias dreas do timo: cdpsula (Ca)
(detalhe da Figura 9A), cértex (Co), medula (Me). A barra de escala é equivalente a
200um.



Figura 10: Fotomicrografia do timo de ratos, mostrando o padrao tipico de
imunomarcagdo da EP24.15. Em A, a regido do cértex do timo ¢é vista em médio
aumento. A imunoreag¢do nos macréfagos predominantemente citoplasmatica (—) e nos
nicleos das células endoteliais(==P>) também pode ser observado uma
imunoreatividade nas células epiteliais reticulares na cdpsula do 6rgao (). Em B, a
regidao do cortex intermedidrio e profundo do timo € vista em maior aumento.
Macréfagos apresentam imunoreacdo para EP24.15 no nicleo e no citoplasma com o
mesmo padrdo (). Algumas células reticulo-epiteliais mostraram a imunorreagao,
tanto no citoplasma como no niicleo, este, porém, com marcacdo mais intensa (—). A

barra de escala : A ¢ 80 um e em B 20pm.
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Figura 11: Fotomicrografia do timo de ratos, mostrando o padrio tipico de

<

imunomarcacao da EP24.15. Em A, a regidao da medula do timo ¢ vista em maior

aumento. Note a imunoreagao das células epiteliais reticulares (—). Em B, observamos
os corpusculos timicos (de Hassal) (—) estes apresentam reativos para EP24.15. A barra

de escala: A e B é de 20 pm.
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5.1.2- Bago

A imunoreacdo no baco permitiu verificar a EP24.15 em células, distribuidas nas
diversas estruturas desse oOrgao (Figura 12). Macréfagos e endotélio foram os tipos
celulares que apresentaram marcacao na polpa vermelha, sendo que a marcagao ocorreu em

toda sua extensdo. Macrdfagos isolados foram marcados na polpa branca (Figura 13B).

A polpa vermelha, a imunoreacdo mais intensa foi observada nos elipsoides (Figura
14A) os quais sdo formados por macrofagos pleomorficos com imunoreatividade nuclear. A
imunoreacdo também ocorreu nas regides entre os sinuséides e 0s corddes esplénicos, nos
quais encontramos numerosos macrofagos marcados principalmente na regido
citoplamatica e outros, porém, com citoplasma e ndcleo marcados (Figura 14B).
Observaram-se ainda algumas células reticulares com o citoplasma levemente

imunorreativo.

Abaixo da capsula que recobre o bago, macréfagos apareceram marcados, alguns
poucos com seus nucleos fortemente imunorreativos e com uma fraca marcagdo no
citoplasma, contudo, uma maior parte apresentou somente o citoplasma com marcacao para
a EP 24.15 (Figura 14A), sendo que havia oscilagdes quanto a intensidade da marcacdo. Na
polpa branca a imunomarcacdo foi menos intensa. O centro germinativo e a zona do manto
dos nddulos linfaticos apresentam poucas células imunorreativas, entre estes grandes
macrofagos marcados no citoplasma (Figura 13B). Nao evidenciamos imunoreacdo nos
linfocitos. Ocorreu marcacdo nuclear no endotelio da arteriola central destes nddulos
(Figura 13A). Observou-se ainda, células reticulares localizadas nas margens do nodulo

linfatico com uma leve marcacéo no citoplasma.



Figura 12: Fotomicrografia do baco de ratos em pequeno aumento, mostrando o padriao
tipico de imunomarcagdo da EP24.15 em todas as estruturas do baco. Note que a
imunoreagao para EP24.15 pode ser observada em vdrias dreas do bago: polpa vermelha
(Pv), polpa branca (Pb) e cdpsula (Ca). A barra de escala de lcm € equivalente a 200

pm.
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Figura 13: Fotomicrografia do baco de ratos, mostrando o padriao tipico de
imunomarcacdo da EP24.15. Em A, a regido da polpa branca (Pb) do baco € vista em
médio aumento. A imunorea¢do nos macréfagos predominantemente citoplasmatica e
nos nicleos das células endoteliais (—) (detalhe da Figura 13A). Em B, a regido da
polpa branca (Pb) ¢ vista em maior aumento. Macréfagos apresentam imunoreagao para

EP24.15 no citoplasma (—). A barra de escala: A é 80 pm e em B 20pm.
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Figura 14: Fotomicrografia do baco de ratos, mostrando o padrio tipico de
imunomarcacdo da EP24.15. Em A, a regido da polpa vermelha (Pv) do bago € vista em
médio aumento. Observamos na regido dos corddes esplénicos, imunoreagdo nos
macréfagos pleomorficos (—). Em B, a regido da polpa vermelha (Pv) é vista em maior
aumento. Macrofagos da regido sinusdide (Si) apresentam imunoreagdo para EP24.15

no citoplasma e no nicleo (—). A barra de escala: A é 80 pm e em B 20um.
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5.1.3- Linfonodo

Assim como nos outros 6rgdos do sistema imune, o linfonodo apresentou uma
imunomarcacao para EP24.15 em células distribuidas nas suas diversas estruturas. As
principais células marcadas foram: macrofagos, células reticulares, fibroblastos e linfocitos.
O padréo de distribuicdo da EP24.15 foi diferenciado para cada uma das regides(Figura
15A).

Na cépsula de tecido conjuntivo que recobre o linfonodo, observou-se que a reagdo
predominou em fibroblasto. Abaixo da capsula, uma camada continua de células mais
superficiais na zona cortical, a qual delimita toda a superficie do Orgdo e seios
subcapsulares, mostrou-se que a imunoreagdo ocorreu nesta regido (Figura 15A). Em
pontos diversos dessa camada celular, a reacdo ocorreu com uma intensidade mais
acentuada, ao redor dos seios linfaticos subcapsulares, a marcacao foi mais intensa e mais

frequiente nos macréfagos do que nas outras células dessa faixa celular (Figura 16A).

No coOrtex externo a imunoreacdo ocorreu intensamente, na area, constituida por
nodulos linfaticos, que apresentam um centro germinativo. Nesta regido a imunomarcacgéo
foi evidente no centro germinativo no qual observamos macrofagos e células reticulares
com marcacao citoplasmatica (Figura 16B). Raras células na zona do manto demonstraram
a reacao, sendo elas principalmente macrofagos e algumas células reticulares. A regido
cortical profunda ou paracortical ndo apresenta nodulos linfaticos e nela a imunoreacdo foi

evidenciada em poucas células reticulares e macrofagos isolados (Figura 15A).

A imunomarcagdo da zona medular foi mais intensa que na zona cortical do
linfonodo (Figura 17A). De forma geral, toda a zona medular do linfonodo mostrou-se
reativa. Essa marcacdo é uniforme e os corddes medulares aparecem marcados nitidamente
(Figura 17A). A grande maioria das células dos cordBes celulares mostrou a reacéo, ao
passo que apenas uma minima parcela da populacdo celular ndo se mostrou reativa.
Observaram-se algumas células reticulares dentro dos seios medulares que mostravam uma

reacdo nuclear (Figura 17B). Ndo diferente das outras regides, macréfago foi o tipo celular



74

predominantemente reativo no tecido linféide medular (Figura 18A). Linfdcitos grandes,
proximos aos seios medulares apresentaram somente o citoplasma marcado, tornando assim
o citosol bem perceptivel gracas a forte imunomarcacdo apresentada (Figura 18B). Outros
linfocitos localizados dentro dos seios medulares e proximo as paredes desses espagos
mostraram imunorreacdo forte no nucleo, apresentando também a reacdo no citoplasma,
apesar de fraca quando comparada a marcacdo do nucleo (Figural7B). O endotélio dos

seios medulares mostrou a reacdo, mas de maneira pouco intensa.
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Figura 15: Fotomicrografia do linfonodo de ratos em pequeno aumento, mostrando o
padrdo tipico de imunomarcacdo da EP24.15 em todas as estruturas do linfonodo. Note
que a imunoreagiio para EP14.15 pode ser observada em vdrias dreas do linfonodo:

cdpsula (Ca), cértex (Co), paracértex (Pa), medula (Me). Note que na cédpsula a reagio
predominou em fibroblastos (—) (detalhe da Figura 15A). A barra de escala de lcm é

equivalente a 200 pm.
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Figura 16: Fotomicrografia do linfonodo de ratos, mostrando o padrio tipico de

imunomarcacdo da EP24.15. Em A, observamos a cdpsula (Ca), centro germinativo
(Cg), zona do manto (Zm), cortex (Co) ¢ vista em médio aumento. Macréfagos foi o
tipo celular com maior marcacdo (—). Em B, a regido do nédulo linfdtico (NI) é vista
em maior aumento. Macréfagos apresentam imunoreagdo para EP24.15 no centro
germinativo (Cg)(—) e na zona do manto (Zm); note que células reticulares

apresentaram marcagao citoplasmdtica. A barra de escala: A é 80 um e em B 20pm.
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Figura 17: Fotomicrografia do linfonodo de ratos, mostrando o padrdo tipico de

imunomarcacdo da EP24.15. Em A, observamos a regido da medula (Me), corddes
esplénicos (Ce), seios medulalres (Sm) é vista em médio aumento. Macréfagos foi o
tipo celular com maior marcacé@o (P ), também ocorreu marcagao nas células reticulares
(—). Em B, a regido da medula (Me) é vista em maior aumento. Macréfagos
apresentam imunoreacdo para EP24.15(—), linfécitos apresentam imunomarcacao

nuclear e citoplasmdtica (P ).A barra de escala: A é 80 pm e em B 20pm.
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Figura 18: Fotomicrografia do linfonodo de ratos, mostrando o padrio tipico de

imunomarcacao da EP24.15. Em A, observamos a regido da medula (Me) que € vista
em maior aumento. Macréfagos com maior marca¢do (—), também ocorreu marcagdo
nas células reticulares (==P). Em B, a regidao da medula (Me) é vista em maior
aumento. Linfécitos grandes apresentam imunoreacdo para EP24.15(—). A barra de
escala: AeBéde20um.
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6- DISCUSSAO

O presente trabalho demonstra pela primeira vez a localizacdo celular da
endopeptidase 24.15 (EP24.15) nos 6rgdos linfoides de ratos. Os resultados demonstraram

que a EP24.15 é expressa nas mais diversas células e 6rgaos (timo, bago e linfonodos).

A EP24.15 apresentou um padrdo de imunoreacdo celular preferencialmente
citoplasmatica, apresentando também imunomarcagdo nuclear, mas em menor proporgao.
Quando analisou a distribuicdo celular no figado da EP24.15 GIOLI et al., (2003)
verificaram um padréo de distribuicdo citoplasmatico. No sistema nervoso central, o padrao
de distribuicdo €& predominantemente nuclear (HEALY e ORLOWSKI,1992;
MASSARELLI et al.,1999;FONTENELE-NETO, 2001).

Macrofago foi o tipo celular que apresentou maior marcacdo para EP24.15 nos
orgdos linféides. A marcacdo foi principalmente citoplasmatica, assim como observado
também por CHOI, et al. (1990) em macrdfagos alveolares. A presenca da EP24.15 em
macrofagos € reforcada pelo trabalho de LESSER et al. (1992), este trabalho descreve a
EP24.15 em macréfagos alveolares (de ratos, cobaias e humanos) que produzem e
respondem a um grande numero de substancias bioativas incluindo peptideos quimiotaticos.
De acordo com VIETINGHOFF e PAEGELOW (2000), EP24.15 e carboxipeptidase M
sdo capazes de hidrolisar peptideos vasoativos tais como a bradicinina em macréfagos
alveolares e peritoniaias de cobaias. Segundo SILVA et.al.(1999) e PORTARO et.al.,
(1999) a EP 24.15 participa ativamente da apresentacdo de antigenos através de MHC

classe 1, o que torna os macrofagos importantes neste contexto.

O fato da EP24.15 estar amplamente distribuida no sistema imunoldgico e diversos
trabalhos associarem a peptidase em questdo a apresentacdo de antigenos pelas moléculas
de MHC-I (SILVA et al., 1999, PORTARO et al., 1999; SARIC,2001; YORK et al., 2003;
KIM et al., 2003;) esta tem fungéo de grande importancia para o sistema imunologico, uma
vez que apresentado atividade citosdlica, limitaria a disponibilidade de peptideos para

apresentacdo de antigeno, influenciando decisivamente a resposta das células T.
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ELEUTERI et al, (2000), estudando o timo de bovinos, conseguiu isolar um
complexo purificado com propriedades que s&o comuns ao proteassoma, mas com
substituicdo subunidades cataliticas homdlogas, LMP2 (B1i), MECL (B2i) e LMP7 (B5i)
mas apresentando arquitetura molecular regulatorios especificos para 6rgdos linféides,
anteriormente isolado em bago de bovinos. Estes imunoproteassomas sdo caracterizados
por uma eficiéncia na clivagem de ligacBes peptidicas apds aminoéacidos de cadeia
ramificada e aromaticas, indicando que estes sao envolvidos no processamento intracelular
de classe I. Apesar das varias semelhancas os complexos isolados ndo apresentam
propriedades funcionais sobrepostas, 0 que sugere a presen¢a de mecanismos regulatdrios
Orgdos especificos afetando a composicdo do complexo proteolitico. Esta hipdtese é
apoiada por estudos comparativos, realizados com diferentes abordagens experimentais em
bovino (CARDOZO et al, 1996) e camundongo ((FRENTZEL et al, 1993). O fato da

EP24.15 esta expressa no timo, sugere que esta possa esta associada ao imunoproteassoma.

Embora os papéis relativos da EP24.15 e outras peptidases citosolicas na
degradacdo de peptideos precisem ser mais esclarecidos, pode-se argumentar que a
EP24.15 complementa a atividade proteolitica do proteassoma, que pode nao ser suficiente
para fornecer antigenos para a classe | (PETER & OSSENDORP, 2004). BENINGA et al.,
(1998) Stoltze et. al,(2000) identificaram outras peptidases citosélicas que completam
atividade do proteassoma com a capacidade de decompor residuos amino-terminal como : a
leucina aminopeptidase (LAP), hidrolase bleomicina (BH) e aminopeptidase puromicina-
sensivel (PSA).

De acordo com NITTA et al, (2010), um tipo de proteassoma, denominado
timoproteassoma, € especificamente expresso por células epiteliais timicas corticais
(CTECs) e é necessario para a geracdo de celulas T CD8 + , no presente trabalho
verificamos uma associacdo da EP24.15 com as células epiteliais e portanto pode-se
especular o seu papel durante ativacéo células T CD8 +. E segundo JUANG et al, (2010), a
selecdo e a maturacdo de células T no timo depende das interagOes entre receptores de
linfécitos (TCR) e complexo de histocompatibilidade (MHC classe ). A selecdo de celulas

T é realizada no cortex onde as células progenitoras linféides sdo induzidas a se transformar
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em timacitos que expressam o receptor de células T, assim como co-receptores CD4 e CD8
(duplo-positivo, DP) (SCOLLAY et al., 1988) e este processo de diferenciacdo depende da
interacdo com peptideo de histocompatibilidade principalcomplexo (MHC) expresso no
microambiente cortical (BOUSSO et al., 2002, LI et al., 2007). Esse processo é conhecido
como a selecdo positiva e contribui para a competéncia imunoldgica das células T
(KISIELOW et al., 1988; VON BOEHMER, 1994; ALLEN, 1994; STARR et al., 2003).
NITTA et al, (2010) mostrou que a selecdo positiva induzida por timoproteassoma expresso
em CTECs é essencial para a formagdo de um repertorio de defesas imunoldgicas e auto-
proteccao de Células T CD8 +. A auséncia de timoproteassoma em ratos, provoca defeitos
graves na respostas das células T CD8 + e na sobrevivéncia a infec¢do por virus influenza.
Por outro lado, foram detectados sinais de autoimunidade em camundongos com
timoproteassoma deficiente. Assim, a selegdo positiva induzida por timoproteassoma e
CTECs especificamente regula o repertério diversificado de Células T CD8 +, que €
importante para a rejeicdo de tecidos e eliminacdo de células infectadas por virus. Ainda
segundo NITTA et al, (2010), a expresséo do CTEC e timoproteassoma deve ser
considerada para a reconstituicdo terapéutica de células T através de transplante ou
regeneracdo das células do estroma timico na préatica clinica. De acordo com RAICA et al,
(2009), as células epiteliais do corpusculo de Hassall modulam a diferenciacéo de timdcitos
na regido medular timo, uma vez que a EP24.15 foi observada nas CTEC e no corpusculo
de Hassall, é possivel imaginar que esta enzima possa participar da selecdo positiva e

maturacao das células T.

SHAROVA et al., (2009) estudando homogenato de baco de ratos, verificou a
distribuicdo celular do imunoproteassoma em células da polpa vermelha e na bainha
periarterial linféide da polpa branca, através de imunofluorecéncia. Os resultados
mostraram que tanto os linfocitos T e B como outras células do bago contem
imunoproteassomas com localizacdo citoplasmatica. No bago a EP24.15 foi encontrada em
macrofagos e em células endoteliais e ambas parecem apresentar modulacdo via citocinas
na expressdo de imunoproteassoma (OSTROWSKA et al., 2006), o que reforca a idéia de

um papel da EP24.15 no processamento extra lissomal de peptideos
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A imunoreacgdo para EP24.15 também pode se observada em células endoteliais do
baco e linfonodos, estudos anteriores sugerem um papel desta na regulagéo cardiovascular
(SHRIMPTON et al., 2002), uma vez que essa enzima € capaz de hidrolisar peptideos
vasoativos tais como a angiotensina-lI, neurotensina e bradicinina (SHRIMPTON et al.,
2002) e potencializar a vasodilatacdo induzida por bradicinina (SMITH et al., 2000) com
consequente diminuicdo da isquemia durante a injaria miocardica por reperfusdo
(SCHRIEFER et al., 2001). Em experimento estudado por OSTROWSKA et al., (2006)
utilizando evento isquémico para provocar lesdo renal de longa duracdo em ratos, com
conseqiiéncia um processo inflamatorio local, observou-se uma alta expressdo da
subunidade LMP7 do imunoproteassoma em células epiteliais do cértex renal e em células
endoteliais. Outros estudos sugerem um papel para EP24.15 no metabolismo de peptideos
vasodilatadores periféricos e no leito vascular cerebral (RIOLI et al., 2003). Além disso, foi
mostrado que a EP24.15 hidrolisa a angiotensina-1 em culturas de células musculares lisas
na porcéo Pro’-Phe® gerando o peptideo vasodilatador angiotensina’” (CHAPPELL et al.,
1994). Essas informagdes, juntamente com o fato da EP24.15 estar amplamente distribuida
em vasos sanguineos, sugerem um possivel papel dessa enzima no equilibrio

cardiovascular.

No sistema imune a EP24.15 parece estar intimamente relacionada a apresentacao

de antigenos e consequente ativacao de células T.
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7. CONCLUSOES

O trabalho mostrou que a EP24.15 é expressa no sistema imunolégico de ratos. O
timo, linfonodo e baco apresentaram uma imunoreacdo por toda sua extensdo e a
intensidade da reacdo variava de acordo com a célula marcada no érgdo. Macréfagos foi o
tipo celular mais freqliente marcado nos 6rgdos linféides. A imunoreacdo celular para
EP24.15 foi preferencialmente citoplasmatica, podendo estar localizada no nucleo, sendo

gue em menor intensidade.
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