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Resumo

Os pdlenes de plantas anemodfilas sdo importantes indutores de doencas
alérgicas, como a asma e a rinite. O pdlen quando é hidratado, para além de libertar
uma diversidade de alergénios, liberta também proteases. Estas podem desempenhar
um papel relevante na sensibilizacdo alérgica, uma vez que levam a fragilizacdo da
barreira epitelial, potenciando o contacto entre os alergénios e células do sistema
imunitario. Podem também activar receptores especificos de proteases, que levam,
por sua vez, a uma resposta inflamatéria através da libertacdo de citocinas pro-
inflamatdrias e do recrutamento de células Th2. Para além disso, as proteases sdo
capazes de clivar moléculas envolvidas na regulacdo da homeostase pulmonar, o que

potencia ainda mais o desenvolvimento de reacgdes inflamatdrias.

Varios estudos tém demonstrado que a presenca de actividade proteolitica em
materiais alergénicos é responsavel por potenciar a resposta alérgica. No entanto,
poucos sdao os estudos em pdlenes que se focam em purificar e caracterizar as
proteases possivelmente responsaveis pelos mecanismos inerentes a sensibilizacdo
alérgica. Consequentemente, surge a necessidade de efectuar este tipo de estudo, de
modo a poder encontrar possiveis alvos terapéuticos e tentar reduzir o impacto das

doencas alérgicas.

O podlen da planta Chenopodium sp. possui uma alergenicidade moderada e
encontra-se bastante disseminado pela zona mediterranica. Estudos anteriores
conseguiram demonstrar a presenca de proteases neste pdlen, responsaveis pelo
aumento da permeabilidade numa linha celular do epitélio humano (Gaspar, R., 2012).
Neste trabalho procedeu-se a purificacdo da protease maioritariamente responsavel
por essa actividade, utilizando uma série de processos cromatograficos sequenciais:
exclusdo molecular, troca idnica e afinidade. Este processo de purificacdo permitiu
isolar parcialmente uma protease de cerca de 60 kDa e de baixo pl . Posteriormente, a
protease purificada foi caracterizada através de ensaios de inibicdo com varios
inibidores para as diversas classes proteoliticas conhecidas. O perfil de inibicdo obtido

apresenta maior semelhanga com metaloaminopeptidases. Para além disso, este perfil



é semelhante ao obtido anteriormente para o extracto polinico de Chenopodium sp., o
que pode indicar que a protease purificada é a principal responsdvel pela actividade

enzimatica obtida nesse extracto.

Com o objectivo de avaliar o efeito da protease purificada na integridade da
barreira epitelial recorreu-se as linhas celulares epiteliais células Calu-3 e MDCK. As
células Calu-3 foram utilizadas para ensaios de permeabilidade transepitelial,
enquanto que as MDCK foram utilizadas para estudos da degradacao dos complexos
proteicos intercelulares. A protease purificada ndo conseguiu induzir nenhum aumento
da permeabilidade transepitelial, nem degradar proteinas das juncdes de oclusao,
nomeadamente Claudina-1 e Ocludina. Por outro lado o extracto polinico de
Chenopodium sp. continou a exercer um aumento da permeabilidade transepitelial,
resultante da disrupcdo de proteinas constituintes das jun¢des de oclusdo. Esta
disrupcao foi inibida parcialmente na presenca de um inibidor de proteases, o que

indica que estas enzimas interferem de facto com a integridade da barreira epitelial.

Palavras chave: podlenes; Chenopodium sp.; proteases; purificacdo; caracterizacao;

permeabilidade transepitelial; juncdes intercelulares.



Abstract

Anemophilous plants are important inductors of allergic disorders, like asthma
and rhinitis. The hydration of the pollen grain leads to the release of a diversity of
allergens but also proteases. These proteases may play an important role in allergic
sensitization, leading to epithelium barrier breakdown, which allows allergens to
contact cells of the immune system. They can also stimulate protease-activated
receptors, leading to an inflammatory response, due to the release of pro-
inflammatory cytokines and Th2 cell recruitment. Furthermore, proteases can cleave
molecules involved in pulmonary homeostasis, which further enhances the

development of inflammatory reactions.

Several studies have demonstrated that protease activity in allergenic materials
is responsible for enhancing the allergic response. However, there are few studies that
focus on purifying and characterizing proteases that could be responsible for
mechanisms of allergic sensitization. Thus, there is a great need to carry out such
studies in order to find out potential therapeutic targets and try to reduce the impact

of allergic diseases.

Chenopodium sp. pollen has a moderate allergenicity and is quite widespread
over the Mediterranean area. Previous studies have demonstrated the presence of
pollen proteases, responsible for the increased permeability in a human epithelial cell
line (Gaspar, R., 2012). In this study, we proceeded to purify the protease mostly
responsible for this activity using series of sequential chromatographic processes:
molecular exclusion, ion exchange and affinity. This purification process allowed the
partial isolation of a 60 kDa protease with low pl. After that, the purified protease was
characterized by inhibition assays with inhibitors for the various proteolytic classes
known. The inhibition profile obtained shows greater similarities with
metalloaminopeptidases. Beside that, this profile is similar to the previously obtained
for Chenopodium sp. pollen extract, which may indicate that the purified protease is

primarily responsible for the proteolytic activity of this extract.

Xl



In order to evaluate the effect of purified protease in epithelial barrier integrity
we used Calu-3 and MDCK epithelial cell lines. Calu-3 cells were used for transepithelial
permeability assays, whereas MDCK were used to study disruption of intercellular
protein complexes. The purified protease failed to induce an increase of transepithelial
permeability, and to degrade tight junction proteins, namely Claudin-1 and Occludin.
On the other hand, Chenopodium sp. pollen extract continued to increase
transepithelial permeability, resulting from disruption of tight junctions proteins. This
disruption was partially inhibited in the presence of a protease inhibitor, which

indicates that these enzymes do interfere with the epithelial barrier integrity.

Keywords: pollens; Chenopodium sp; proteases; purification; characterization;

transepithelial permeability; intercellular junctions.
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1. Introdugao

1.1 Alergia a Pélenes

Os pélenes tém sido comummente associados a doencas alérgicas, sendo um dos
principais indutores aéreos das mesmas (10 a 20% dos casos na Europa) (D'Amato, G.
& Liccardi, G., 1994), devido ao seu elevado conteudo alergénico e disseminagdo

generalizada.

Os graos de pdlen fazem parte do ciclo de vida de uma planta em flor, uma vez
gue constituem o gametdfito masculino (desenvolvem-se dentro dos sacos das
anteras) na reproducdo sexuada de angiospérmicas e gimnospérmicas, sofrendo
depois um processo de transferéncia para as estruturas reprodutoras femininas,
processo este designado poliniza¢do. Esta pode ser conseguida por trés vias: através
do vento (anemdfila), de insectos (entemdfila) e/ou da agua. Como a polinizacdo
anemofila é menos eficiente que a entemdfila, as plantas anemdfilas produzem
elevadas quantidades de pdlen de modo a assegurar o sucesso da fertilizagdo, sendo
este tipo de pdlen o mais abundante na atmosfera e o mais importante sob o ponto de

vista de exposicdo humana (Burge, H. A. & Rogers, C. A., 2000).

Morfologicamente, os grdaos de pdlen sdo estruturas multinucleadas,
aproximadamente esféricas, de diametro reduzido e possuem uma parede celular
rigida de dupla camada. A camada externa (exina) é composta por esporopolenina e é
essencial para a resisténcia do pdlen a altas temperaturas e a uma larga gama de
valores de pH; a camada interna (intina) é composta por pectocelulose e envolve o

citoplasma do pélen (Figura 1).

GRAIN OF POLLEN

pore

nucleoli thickening of

cellulose

intine
exine

Figura 1 — Morfologia de um grdo de pélen (retirado de www.infovisual.info).
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Os alergénios do podlen localizam-se entdo no interior dos grdaos de pdlen,
associados aos organelos presentes no citoplasma pelo que é necessdrio que haja
libertacdo dos alergénios para ocorrer sensibilizacdo em individuos pré-dispostos
(Cortes, L., 2006). Os graos de pdlen maduros sao parcialmente desidratados quando
sdo dispersos a partir das anteras (Traidl-Hoffmann, C. et al, 2002); no entanto, quando
sdo inalados, sofrem um processo de hidratagdao que leva a libertacdao de uma grande
variedade de alergénios, tipicamente proteinas hidrossoliveis ou glicoproteinas de
peso molecular entre 10-70 kDa, e de outras proteinas, como proteases e NADPH
oxidases (Thompson, P.J. 1998; Vinhas, R. et al, 2011).

Os alergénios podem também estar presentes noutras estruturas das plantas,
como as raizes, os estames, as folhas, as sementes e/ou os frutos, como acontece nos
casos de Ambrosia spp., Plantago spp. e em varios tipos de ervas de pasto. A alergia
pode ainda ser originada por substancias libertadas pela planta, como é o caso do
milho, do algodoeiro e de algumas herbaceas (Grote, M. et al, 1988; van Ree, R. et al,
1992).

Um mecanismo importante na inducdo da reaccdo alérgica é a reactividade
cruzada, que pode ocorrer devido ao facto de proteinas antigénicas distintas poderem
exibir uma certa semelhanca na sua sequéncia de aminoacidos, o que leva a reacc¢des
cruzadas entre diferentes alergénios e um mesmo anticorpo especifico. Por exemplo,
os principais alergénios polinicos de plantas que coexistem em zonas climaticas
temperadas s3ao estrutural e imunologicamente similares, sendo que os niveis de
similaridade chegam a atingir os 90% em espécies do mesmo género (Matthiesen, F. et
al, 1991).

A alergia ao pélen tem impacto em toda a Europa e tem vindo a aumentar com
uma tendéncia evidente na zona mediterrdnea (D’Amato et al, 1994). Como o
conteudo alergénico da atmosfera varia de acordo com o clima, geografia e vegetacao,
através de dados de prevaléncia de podlenes obtidos de estudos aerobioldgicos e
alergoldgicos, é possivel construir calendarios de polinizacdo das plantas de uma

determinada area amostral.
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1.1.1 Alergia a Chenopodium sp.

Chenopodium sp. é uma planta perenial que pertence a familia Chenopodiaceae
(Figura 2) (Pauli, G., 2000). Esta planta encontra-se em todo o mundo, sobretudo nas
regides temperadas da Europa, Africa, Asia, América e Australia, e cresce em todos o0s
tipos de solos (Valenta, R., 2007). O pélen Chenopodium sp reproduz-se principalmente
por polinizacdo anemodfila e caracteriza-se por possuir grdos de pélen de forma
esferoidal ou ovoide e com dimensdo pequena a média (10-28 um), uma
alergenicidade moderada e um periodo de polinizacdo entre Abril e Outubro (Rede

Portuguesa de Aerobiologia — www.rpaerobiologia.com).

Figura 2 — Imagem do grdo de pdlen (esquerda) e da planta em flor de
Chenopodium sp. (direita) (adaptado de Rede Portuguesa de Aerobiologia —
www.rpaerobiologia.com).

Trés alergénios de Chenopodium sp. foram ja identificados e caracterizados,
nomeadamente Che a 1, Che a 2 e Che a 3. O Che a 1 é considerado o principal
alergénio deste pdlen, sendo uma glicoproteina com peso molecular de 17 kDa e
composta por 143 residuos aminodcidos, reconhecida em mais de 77% dos pacientes
alérgicos a Chenopodium sp. A sequéncia deste alergénio exibe 27-45% de similaridade
com outros alergénios bem conhecidos da familia de proteinas tipo Ole e 1 (Barderas,
R. et al, 2002); no entanto, foi detectada pouca reactividade cruzada entre os
alergénios Che a 1 e Ole al (Gadermaier, G. et al, 2004). A Che a 2 é uma proteina
ubiqua de 14,5 kDa, pertencente a familia das profilinas (proteinas que ligam actina) e

esta envolvida em processos de transducdo de sinal, podendo ser encontrada como
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um pan-alergénio de reactividade cruzada em quase todas as espécies de plantas. Por
sua vez, a Che a 3 é uma proteina de 9,5 kDa, pertencente a familia das polcacinas
(proteinas que ligam calcio), sendo também um pan-alergénio de reactividade cruzada
amplamente distribuido na natureza. Pacientes alérgicos a Chenopodium album
(ansarina-branca), espécie mais comum na Europa, apresentam 55% e 46% de
reactividade a Che a 2 e Che a 3, respectivamente (Nouri, H.R. et al, 2011). Para além
disso, estes dois alergénios sdo importantes neste pdlen uma vez que estdo envolvidos
na reactividade cruzada com outros alergénios, o que explica a polisensibilizagdo muito
frequente de pacientes alérgicos a Chenopodium spp. Rodriguez e seus colaboradores
comprovaram que ambos estes alergénios apresentam elevada reactividade cruzada
com as correspondentes profilina e polcacina de oliveira, devido as suas sequéncias

conservadas de aminoacidos (Rodriguez, R. et al, 2002).

1.2 Doengas Alérgicas

Deficiéncias no funcionamento do sistema imunitario estdo na origem de varias
doencgas. Um exemplo disso sdao as doencas alérgicas, que resultam de uma reacgao
excessiva do sistema imunitario (hipersensibilidade) a agentes estranhos indcuos ou
aos proprios constituintes do organismo, sendo que dentro destas doencas
encontramos a rinite alérgica, a asma alérgica, a conjuntivite alérgica, a urticaria, a

dermatite atdpica e a anafilaxia, entre outros.

As doencas alérgicas tém vindo a aumentar nas Ultmas décadas, sendo que,
actualmente na Europa, cerca de 10 a 15% da populacdo sofre de rinite alérgica e 8 a
10% da populagdo sofre de asma (Sociedade Portuguesa de Alergologia e Imunologia

Clinica — www.spaic.pt).

1.2.1 Hipersensibilidade do Tipo |

As alergias sdo reac¢Oes de hipersensibilidade imediata a certos antigénios
ambientais, designados alergénios, mais concretamente uma hipersensibilidade do

tipo | ou atopia que se caracteriza por uma tendéncia pessoal ou familiar do individuo
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em ficar sensibilizado e produzir excessivamente imunoglobulina E (IgE) em resposta a

um alergénio ambiental comum (Kay, A.B., 2001).

Num primeiro contacto com o alergénio, os linfocitos B sdo estimulados a
diferenciarem-se em plasmdcitos que produzem anticorpos especificos da classe IgE
qgue vao ligar-se a mastdcitos tecidulares e a baséfilos sanguineos. Num segundo
contacto, o alergénio liga-se aos anticorpos IgE presentes na superficie dos mastdcitos
e basofilos e estimula estas células a libertar grandes quantidades de mediadores
farmacologicamente activos, nomeadamente histamina, o que vai desencadear uma
reaccao inflamatodria intensa que é responsavel pelos sintomas da alergia, como, por
exemplo, espirros, erup¢des cutaneas e contraccdo dos musculos das vias
respiratorias. Algumas reac¢les alérgicas podem mesmo conduzir a um choque
anafilatico, que é provocado pela diminuicdo brusca da pressdo arterial em
consequéncia do aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos (Abbas, A.K. et al,
2007).

A producdo de IgE especifico inicia-se quando o alergénio é fagocitado e
processado proteoliticamente por células apresentadoras de antigénio (APCs- Antigen-
presenting Cells), nomeadamente células dendriticas, no sistema respiratério. Depois
desse processamento, um segmento peptidico do alergénio (determinante antigénico)
é exposto a superficie das APCs em associacgdo com o complexo major de
histocompatibilidade (MHC) classe Il. De seguida, as APCs sofrem um processo de
maturacdo, migrando para nédulos linfaticos regionais. O complexo MHC-peptideo é
reconhecido de forma especifica por receptores a superficie dos linfécitos T auxiliares
(Th, T — helper), o que leva a diferenciacdo destas células para um estado activado
(Figura 3). Os linfécitos Th podem entdo diferenciar-se em linfdcitos Th tipo 1 (Th1) ou
em linfécitos Th tipo 2 (Th2); os primeiros produzem interleucina (IL)-2, interferdo
(IFN)-y e factor de necrose tumoral (TNF)-a/B, regulando negativamente a sintese de
IgE; os segundos produzem IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, estimulando a sintese de IgE pelos
linfécitos B e promovendo a diferenciacdo de mastécitos e eosindfilos.
Consequentemente, as respostas inflamatdrias sdo dominadas pelos efeitos de um dos
tipos de linfécitos Th em detrimento do outro; por exemplo, no caso da

hipersensibilidade tipo | ha um efeito dominante dos linfécitos Th2. Assim sendo, a
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maioria das caracteristicas das doengas alérgicas atdpicas, especialmente a sintese de
IgE, resultam do efeito combinado das citocinas libertadas pelos linfécitos Th2. Varios
estudos experimentais confirmaram a importancia dos linfocitos Th2 nas reaccdes de
hipersensibilidade imediata: experiéncias nas quais ratinhos inalaram um antigénio
proteico modelo, tal como albumina do ovo de galinha, e foram injectados com
linfocitos T especificos para esse antigénio, mostraram que a transferéncia de
linfécitos Th2 induziu uma hiperresposta respiratéria semelhante a asma; no mesmo
modelo animal, o bloqueio das respostas Th2 reduziu a severidade da reacgao alérgica.
Noutro estudo, ratinhos knockout para T-bet, um factor de transcricdio de Thi,
mostraram respostas Th1 deficientes e um aumento compensatdrio das respostas Th2,
sendo que estes ratinhos desenvolveram reacc¢bes alérgicas espontdneas nas vias

respiratdrias (Abbas, A.K. et al, 2007).

Histamine, leukotrienes,
platelet-activating factor

Acute Allergic

Reaction

Wheezing
Urticaria
Sneezing, rhinorrhea,
conjunctivitis

-

Vo

%Allargen
.. i Basic proteins,

e ' o ’ J q : =
f . leukotrienes,
¢ y | S, platelet-activating
\ ' 4 ' factor

@ . terleukin-4 \\
| |w E 1 mi"“ki"’r’ Chronic Allergic

J
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Further wheezing

L H_‘.tam'n i
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factor, neuropeptides cytokines of the nose

Eczema

MHC clasls i T-cell receptor

molecule -

b2
Neuropeptides

Figura 3 — Vias que levam a reaccdo alérgica. IgE poduzida por linfécitos B
liga a receptores especificos existentes a superficie de mastécitos e
eosindfilos, despoletando a reaccdo alérgica imediata. A ligacdo do
antigénio a células dendriticas estimula a libertacdo de uma variedade de
moléculas de linfécitos T que sdo responsaveis pelo desenvolvimento da
resposta alérgica e inflamatéria (adaptado de Kay, A.B. 2001).
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Os linfécitos B especificos para alergénios sdao entdo activados por linfécitos
Th2, uma vez que sob a influéncia do ligando CD40 e citocinas, principalmente IL-4, os
linfécitos B sofrem uma troca da cadeia pesada e produzem IgE. Esta circula como um
anticorpo bivalente e estda normalmente presente no plasma numa concentragao
inferior a 1 ug/ml; em condicdes patoldgicas, como atopia severa, o nivel de IgE pode
ultrapassar os 1000 ug/ml. Apesar de ser produzida exclusivamente pelos linfocitos B,
a Igk funciona como um receptor de antigénios na superficie de vdrias células
envolvidas na hipersensibilidade imediata, como mastdcitos e baséfilos, fazendo com
gue essas células figuem sensibilizadas e reajam a um subsequente encontro com o
alergénio. Esta funcao é conseguida pela ligacdo da IgE a um receptor Fc de elevada
afinidade (Kg= 10" M) e especifico para cadeias pesadas €, designado FceRI. Em
todos os individuos, os mastdcitos tecidulares encontram-se normalmente revestidos
com IgE, a qual estd ligada a FceRI. Em individuos atépicos, uma quantidade suficiente
desta IgE ligada é especifica para um ou mais antigénios de tal modo que a exposicao a
esse ou esses antigénios é capaz de estabelecer ligacOes cruzadas com os receptores
Fc e activar as células. Cada molécula de FceRl é tetramérica, composta por uma
cadeia a, que medeia a ligacdo ao fragmento constante (Fc) do ligando IgE; uma
cadeia B, que aumenta a estabilidade do receptor e a sua capacidade de sinalizacdo; e
duas cadeias y idénticas, que sao responsaveis pela propagacao do sinal intracelular. O
terminal aminico extracelular da cadeia a inclui dois dominios do tipo Ig que formam o
local de ligacdao da IgE. Varios estudos demonstraram a importancia dos receptores
FceRl nas reacgbes de hipersensibilidade imediata mediadas por IgE. Num desses
estudos foram utilizados ratinhos wild-type e knockout para a cadeia a do FceRl, aos
quais foram dadas injec¢bes intravenosas de IgE especifica para um antigénio
conhecido seguido desse mesmo antigénio, sendo que os ratinhos knockout, ao

contrario dos wild-type, ndo desenvolveram anafilaxia (Abbas, A.K. et al, 2007).

Num individuo alérgico a um determinado antigénio, uma grande propor¢ado da
IgE ligada aos mastdcitos é especifica para esse antigénio, pelo que a exposicao ao
mesmo vai ligar de forma cruzada suficientes moléculas de IgE para iniciar a activacao
de mastdcitos. Pelo contrario, em individuos ndo-atdpicos, a IgE associada a

mastécitos é especifica para varios antigénios diferentes, os quais normalmente
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induzem baixos niveis de producdo de IgE; assim, nenhum antigénio em particular vai
ligar de forma cruzada uma quantidade suficiente de moléculas de IgE para causar a

activacdo de mastdcitos (Abbas, A.K. et al, 2007).

A activagdo dos mastécitos e basofilos resulta em trés tipos de resposta
bioldgica: secrecdo de mediadores pré-formados dos granulos secretores por um
processo regulado de exocitose; sintese e secre¢ao de mediadores lipidicos; e sintese e
secrecdo de citocinas (Tabela I). Estas respostas resultam da ligacdo cruzada de IgE aos
receptores FceRl na superficie dos mastdcitos e basoéfilos, a qual inicia uma cascata de

sinalizagdo envolvendo proteinas tirosina cinases (Abbas, A.K. et al, 2007).

Tabela | - Principais mediadores inflamatdrios libertados por mastdcitos,
apos a ligagdo cruzada de receptores FceRl, e respectivas contribuicdes para
a reaccdo alérgica imediata e/ou tardia (adaptado de Goldsby et al., 2000).

MEDIADORES PRE-FORMADOS

Aumento da permeabilidade vascular
Broncoconstricgdao

Producao de muco

Estimulo de linfécitos-T supressores

Histamina

AN

Aumento da migracdo de células endoteliais
Regulacdo da actividade da triptase, quimase e elastase
dos neutrofilos

AN

Heparina

Factores Quimiotactéis v" Recrutamento de eosinéfilos e neutrdfilos

v" Activacdo de componentes do sistema complemento,
responsaveis pela desgranulagdo de mais mastdcitos
Triptase v' Activacdo de receptores PAR-2 (Protease Activated
Receptores) a nivel do endotélio e epitélio, resultando

num aumento da permeabilidade vascular

v Diminui¢do do crescimento de fibroblastos

v' Degradacdo da substdncia P, um broncoconstrictor
libertado por neurénios sensoriais que enervam o
epitélio respiratdrio

v' Conversdo de angiotensina | em I, um potente
vasoconstrictor

Quimase

10
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PAF

AN

Agregacao plaquetaria

Aumento da permeabilidade vascular
Contrac¢ao do musculo liso

Aumento da quimiotaxia de mondcitos

MEDIADORES NEOFORMADOS
a partir do acido araquidénico

v’ Dilatacdo e permeabilidade vascular
PGD, (prostaglandina D,) v Bronconstric¢do
v' Aumento da quimiotaxia de neutréfilos
v' Edema
LTC,, LTD, (leucotrienos) v" Aumento da permeabilidade vascular
v" Produc3o de muco
MEDIADORES NEOFORMADOS
Citoquinas
v' Aumento da quimiotaxia e crescimento de fibroblastos
v" Fagocitose
TNF-a v' Aumento da libertacdo de histamina e triptase por
mastaocitos
v" Aumento da citotoxicidade de eosindfilos
v" Regulac3o positiva de linfdcitos-Th2 promovendo assim
IL-4 a sintese continua de citoquinas (IL-6) e IgE por
linfocitos-T
IL-5 v" Recrutamento de eosindfilos
v" Aumento da producio de IgE
IL-6 v Crescimento e diferenciacdo de células-T
v" Aumento da produc¢io de muco
IL-8 v" Recrutamento de basofilos

1.2.2 Rinite Alérgica

A rinite alérgica é a forma mais comum de rinite ndo-infecciosa, sendo uma

consequéncia de reacgdes de hipersensibilidade imediata a materiais alergénicos

11
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comuns, como o polén ou 4caros do p9, localizados no tracto respiratério superior por
inalacdo. As manifestacdes patoldgicas e clinicas incluem obstrucdo nasal e espirros,
edema da mucosa, infiltracdo de leucécitos (principalmente eosindfilos), secrecdo de
muco, tosse convulsiva e dificuldades em respirar. Individuos que sofram de episddios
frequentes e repetitivos de rinite alérgica podem desenvolver podlipos nasais

preenchidos com fluido de edema e eosindfilos (Bousquet, J. et al, 2008).

1.2.3 Asma Alérgica

A asma alérgica é uma doenga caracterizada pelo aumento da
hipersensibilidade das vias respiratérias em resposta a estimulos quimicos,
farmacoldgicos e/ou imunolégicos. Os sintomas mais comuns, isolados ou simultaneos,
sdo episdédios de sibilancia, tosse convulsiva, broncoconstricao e dispneia (Kay, A.B.,

2001; McFadden, E.R. et al, 1992).

Este tipo de asma necessita de uma sensibilizacdo inicial dos mastécitos
respiratorios pelos anticorpos IgE especificos para o(s) alergénio(s) exposto(s), o que
leva a uma reac¢do imediata onde a subsequente inala¢do desse(s) alergénio(s) causa
a ligacdo cruzada dos receptores FceRl, o que resulta na activacdo de vias secretoras
gue levam a libertacdao de mediadores inflamatdrios. Isto causa alteragdes especificas
da resposta imediata, vasodilatacdo, permeabilidade vascular, broncoconstricio e
transicdo para a reacgdo tardia, a qual envolve linfécitos Th2, eosinéfilos, mondcitos e

basofilos.

Estudos recentes mostraram que a origem da asma pode ter uma componente
inflamatdria, o que significa que os produtos libertados pelas células inflamatdrias tém
um papel importante nesta patologia (Ying, S. et al, 2006). No entanto, a inflamacao
por si s6 ndo é capaz de explicar varias caracteristicas tipicas da asma crénica, como
por exemplo a perturbacdo estrutural do epitélio bronquial. Ao contrario de outras
patologias das vias respiratdrias, a descamacdo epitelial dessas vias parece ser
caracteristica da asma, apesar das semelhancas na infiltracdo de componentes
inflamatdrios; portanto, ou o epitélio asmatico é mais susceptivel a danos estruturais

ou tem uma resposta alterada a injurias (Holgate, S.T. et al, 2000).

12
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1.3 Epitélio Pulmonar

Durante muito tempo, o epitélio pulmonar foi apenas considerado como uma
barreira fisica a passagem de particulas estranhas provenientes do meio ambiente,
como alergénios, agentes patogénicos e toxicos inalados, para o tecido submucosal.
No entanto, estudos recentes reconheceram que as células epiteliais das vias
respiratdrias sdo mais do que meras barreiras fisicas, respondendo activamente a
antigénios inalados e iniciando e aumentando os mecanismos de defesa das vias
respiratdrias contra os mesmos. Temos entdo que células epiteliais que se encontram
ao longo das vias respiratérias podem regular a imunidade, tanto inata como
adaptada, ndo s6 através da producdo de moléculas funcionais (mediadores lipidicos,
factores de crescimento, peptideos broncoconstrictores, quimiconas e citocinas) como
também por interagdes fisicas com células do sistema imune (Knight, D.A. et al, 2001;

Kato, A. et al, 2008

1.3.1 Remog¢ao Mucociliar

A remocdo eficiente das particulas inaladas, incluindo virus e bactérias que
penetram nas vias respiratdrias, depende da ac¢do coordenada entre o muco
secretado, que bloqueia as particulas, e a actividade ritmada dos cilios. O muco é rico
em mucinas, que sao glicoproteinas complexas de elevado peso molecular que, devido
as suas propriedades viscosas, estabelecem interac¢des inespecificas com as particulas
invasoras (Plotkowski, M.C et al, 1993). Na regido distal das vias respiratdrias, onde
ndo se encontram células ciliadas, as particulas sdo removidas essencialmente pelos

macrofagos e pela tosse (Thompson et al, 1995).

1.3.2 Modulagao da Actividade de Células Inflamatdrias

Varias evidéncias experimentais sugerem que as células epiteliais das vias
respiratdrias interagem com células inflamatérias (Kato, A. et al, 2008). Essa interacg¢do
pode ocorrer de varias maneiras, de tal modo que as células epiteliais podem recrutar

células inflamatorias através da libertagcdo de substancias quimiotacteis, direccionar a

13
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migracao dessas mesmas células ao longo do epitélio e ainda modular a sua actividade
inflamatdria através da producdo de citocinas. Todas estas vias levam assim a
amplificacdo da resposta inflamatdria (Thompson, A.B. et al, 1995). Contudo, algumas
citocinas podem ter efeitos contrarios e as células epiteliais podem libertar moléculas
com efeitos predominantemente anti-inflamatdrios. Estas ac¢des antagdnica induzidos
por citocinas controlam a evolugao dos processos inflamatdrios e, consequentemente,

a inflamagdo croénica do epitélio das vias respiratdrias (Denburg, J.A. 1990).

1.3.3 Actividade contra Proteases

Quando activadas, as células inflamatdrias, tais como neutrdéfilos, macréfagos,
baséfilos e mastdcitos, libertam proteases para o exterior. O aumento da concentragao
destas enzimas nas vizinhangas das células activadas pode levar a degradacdo de
proteinas do parénquima respiratorio (Malech, H.L. et al, 1987), o que pode estar na
origem do enfisema pulmonar e da bronquite crénica. Assim, é essencial manter um
equilibrio entre proteases e antiproteases, de modo a proteger o tecido pulmonar. Em
condi¢cbes normais, o epitélio e o parénquima respiratorio estao protegidos dos efeitos
de proteases, pela presenca de antiproteases em excesso no fluido intersticial
(Thompson, A.B. et al., 1995). Alguns exemplos destas antiproteases sdo: o al-Pl (al-
inibidor de proteases ou al-antitripsina) e o SLPI (Inibidor de leucoprotease secretora),
gue sdo inibidores de proteases serinicas; a al-macroglobulina, que inibe proteases de
quatro grupos distintos (serinicas, metaloproteases, cisteinicas e asparticas); e a

elafina, que é especifica para a elastase (Thompson, A.B. et al, 1995).

1.3.4 Barreira Epitelial

Os organismos multicelulares tém células especializadas, tanto epiteliais como
endoteliais, que formam barreiras entre tecidos e diferentes compartimentos. Estas
células sdo polarizadas, apresentando uma membrana apical e uma basolateral, e
aderem umas as outras através de complexos que formam juncdes (Matter, K. & Balda,
M. S., 2003). As jungdes celulares sdo entdo especializagdes da membrana plasmatica,

com a funcdo de manter a interacdo e ligacdo entre células e entre células e a matriz
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extracelular. Para além disso, contém componentes que sdo essenciais as vias de

sinalizacdo que regulam a proliferacao e diferenciacdo epitelial.

Varios estudos histoldgicos de tecido pulmonar demonstraram a presenca de
jungdes ao longo das células do epitélio respiratorio (Breeze, R. G. & Wheeldon, E. B,
1977; Schneeberger, E.E. et al, 1978). Existem trés tipos de jungdes: as de oclusdo (TJ —
Tight Junctions); as aderentes (Al — Adherens Junctions); e os desmossomas, sendo que
a presenca destas juncGes torna o epitélio numa barreira impermeavel a
macromoléculas e agentes infecciosos e limita significativamente as difusGes idnicas
(Winton, H.L. et al, 1998). A intercalar as juncdo intracelulares estdo as juncdes
comunicantes (GJ — Gap Junctions), que sdo poros intercelulares formados por
conexinas que permitem a troca de pequenas moléculas hidrofilicas entre as células

(Cascio,W. et al, 2005).

As TJ sdo as jungdes que se encontram mais préximas do dominio apical das
células, funcionando como limite fisico, e consistem num conjunto de fibrilas continuas
compostas por varias proteinas transmembranares e complexos citosdlicos associados
com a sua superficie interna (Tabela Il, Figura 4) (Anderson, J. M. & Van ltallie, C. M.,
1995). A barreira fisica proporcionada pelas TJ estd aparentemente dependente da
organizagao estrutural da actina e uma caracteristica importante é que o correcto
arranjo das proteinas membranares das TJ é crucial para que estas sejam funcionais (é
neste ponto que os complexos citosdlicos se tornam fundamentais) (Denker, B. M. &
Nigam, S. K., 1998; Fanning, A.S. et al, 1998; 1999). Para além de impedirem a
exposicao de linfécitos e células APC a possiveis alergénios, as TJ restringem a difusdo
lateral de lipidos e proteinas membranares, conferindo desta forma polaridade as
células epiteliais (dominio apical vs dominio luminal), o que permite o transporte
direccional de agua e iGes no epitélio. Para além disso, as TJ] promovem a separacdo
fisica entre um receptor e o seu ligando, sendo que a perda de integridade do epitélio

despoleta a ligacdo dos dois.
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Tabela 1l -

Principais caracteristicas e funcdes das proteinas

transmembranares das TJ e complexos citosélicos associados a sua
superficie interna.

PROTEINAS TRANSMEMBRANARES

Ocludina

Elevada massa molecular (~ 65kDa)

ICAM com 4 dominios transmembranares

Contribui na formacdo de poros aquosos a nivel das TJ
Barreira eléctrica

Processos de sinalizacao

(Fanning, A.S. et al, 1999; Saitou, M. et al, 1998; Tsukita, S. et al,

2001)

ASANENENRN

Claudina-1
Claudina-2

v' Massa molecular:~22 kDa
v Proteinas com 4 dominios transmembranares
v’ Expressas diferencialmente em determinados tipos
celulares do epitélio
v Relaccionadas com a diferenca de permeabilidade
verificada ao longo do epitélio
(Coyne, C.B. et al, 2003; Furuse, M. et al, 1998; Tsukita, S. et al,

2001)

JAM

v" Massa molecular:~36 kDa
v" Proteina membranar da familia das imunoglobulinas
v" Regulacdo da formac3o das TJ por interacgdo com
ocludina
v" Regulacdo do transporte de células imunitarias através
da barreira paracelular
(Fanning, A.S. et al, 1999; Martin-Padura, I. et al, 1998; Tsukita, S.

et al, 2001)

COMPLEXOS CITOSOLICOS

20-1
20-2
20-3

v" Massas moleculares: Z0O-1(~220kDa); ZO-2 (~160kDa);
Z0-3 (~130kDa)

v" Homélogas

v" Contém dominios PDZ disponiveis para ligar outras
proteinas (claudinas e JAM, ambas tém no seu C-
terminal motivos capazes de ligar estes dominios)

v" Recrutam e organizam ocludina nas TJ

v" Z0O-1 liga actina, AF-6, ZAK, fodrina e catenina

(Denker, B. M. & Nigam, S. K.,1998; Fanning, A.S. et al., 1998; 1999;

Bauer, H. et al, 2010)

ZONAB
Cingulina
7H6
Simplecina

v Reguladores de transcri¢cdo e pds-transcricdo
v’ Proteinas adaptadoras
v Func¢3o e moléculas com as quais interagem ainda n3o
sdo totalmente conhecidas
(Matter, K. & Balda, M. S., 2003)

Proteinas G
PKC
Tirosina Cinases

v" Moléculas de sinalizacdo destes complexos de ligacdo
(Denker, B. M. & Nigam, S. K., 1998; Fanning, A.S. et al, 1999)
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Tight junction

Bl simplequina

Ocingulina

Juncdo aderente

Figura 4 — Composi¢cdo molecular das T) e Al (adaptado de Forster, C., 2008)

1.4 Actividade Proteolitica em Material Alergénico

Nos ultimos anos, varios estudos tém sido feitos na tentativa de encontrar qual
0 mecanismo exacto pelo qual os alergénios atravessam a barreira epitelial respiratéria
e conseguem interagir directamente com células dendriticas, facilitando a
sensibilizacdo alérgica. Uma vez que a actividade proteolitica € uma caracteristica que
tem sido comummente associada a muitos alergénios, tem sido proposto que esta
possa ser responsavel pela potenciacdo da alergenicidade. De facto, os alergénios com
actividade proteolitica podem interagir com células epiteliais pulmonares, causando
disrupcdo de juncdes intercelulares, e/ou activando receptores especificos, o que leva
a producdo de citocinas pré-inflamatérias. (Matsumura, Y., 2012). Todos estes factores
facilitam o acesso dos alergénios ao sistema imunitario das vias respiratérias, o que
conduz ao desenvolvimento de processos inflamatdérios nas células epiteliais e a

exacerbacdo de sintomas alérgicos (Figura 5) (Wan, H.et al, 1999).
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Proteases de alergenlos

Produgiio de citoquinas
Células epiteliais Disnipesio i T

Y\ NV IV EN N
%% > Fibroblastos

Mastécitos

Proliferagio
Aumento de [Ls

Células endoteliais

Proliferagio

Células do musculo liso >
Contragio

Figura 5 — Proteases de alergénios aéreos e a inflamacdo das vias
respiratdrias (adaptado de Reed, C. E. & Kita, H., 2004).

Uma vez que muitos materiais alergénicos, nomeadamente acaros, fungos,
baratas e polénes, demonstram ter actividade proteolitica, a comunidade cientifica
tem vindo a ter um interesse crescente em caracterizar as proteases responsaveis por

tal actividade.

A classificacdo destas enzimas é feita consoante o residuo de aminoacido ou o
cofactor envolvido na actividade proteolitica e é usualmente baseada na sensibilidade
aos varios inibidores especificos (Barrett, A., 1998). As classes principais incluem

proteases serinicas, cisteinicas, asparticas e metaloproteinases.

1.4.1 Acaros

Varios investigadores mostraram que os dacaros do pd, nomeadamente
Dermatophagoides pteronyssinus e Dermatophagoides farinae, conseguem excretar

proteases que levam a amplificacdo da reac¢do alérgica. Essas enzimas possuem uma
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elevada alergenicidade e encontram-se nas particulas fecais dos organismos
mencionados, as quais, ao serem respiradas, depositam-se na mucosa das vias

respiratdrias, sendo por isso uma das principais causas de reac¢des asmaticas.

Os principais alergénios dos dcaros pertencem ao grupo 1 (Derp leDerfl)e
apresentam actividade proteolitica do tipo cisteinica, enquanto que os do grupo 3,6 e
9 sdo proteases serinicas com homologia para a tripsina, quimiotripsina e a
colagenase, respectivamente (Thomas, WR. et al, 2002 Takai; T. et al, 2005; Donnelly,
S. et al, 2006). Os alergénios que se encontram melhor caracterizados sdo Der p 1 e
Der f 1, que pensa-se serem capazes de exacerbar a resposta inflamatdria através de
varios mecanismos: aumentando a permeabilidade da mucosa respiratéria (Kalsheker,
NA. et al, 1996; Roche, N. et al, 1997); promovendo a sintese de IgE através da
clivagem de CD23 em linfécitos B (Hewitt, CR. et al, 1995; Shultz, O. et al, 1995; 1997);
aumentando a resposta Th2 pela clivagem de CD25 dos linfécitos T (Shultz, O. et al,
1998); induzindo a libertacdo de citocinas pro-inflamatérias do epitélio pulmonar
(King, C. et al, 1998; Tomee, J.F. et al, 1998); causando a disrup¢cao de proteinas
constituintes das TJ epiteliais, tais como ZO-1, ocludina e claudina (Figura 6) (Wan, H.
et al, 1999; 2001); activando o sistema das cininas/calicreinas, o que leva a libertagédo
de um nanopéptido vasoactivo responsavel pelo aumento da permeabilidade vascular,
contraccdo do musculo liso, dilatacdo dos vasos sanguineos e dor (Maruo, K. et
al,1991); ou ainda induzindo apoptose epitelial, sendo esta independente da hidrdlise
das TJ (Baker, SF. et al, 2003). Todos estes efeitos podem actuar de modo sinergético,

levando a amplificacdo da reacgao alérgica.
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Derp 1 Derp 1 Derp 1
Protedlise directa Protedlise indirecta
da(s) proteina(s) Extracelular da(s) proteina(s) das TJ
TJ
[*\ I m?
I

Activacdo ? Protedlise

da protedlise intracelular

intracelular

A B (3
Legenda:

Proteinas TJ

Receptor ou zimogéneo 4

das células do epitélio Passagem transepitelial
“ do alergénio

Figura 6 — Representacdo esquemadtica do mecanismo de degradacdo de
proteinas das TJ do epitélio pulmonar pelo alergénio proteolitico Der p 1.
A — Der p 1 actua nos dominios extracelulares da ocludina e possivelmente
claudina-1; B — Der p 1 activa um zimogénio a superficie celular, que leva a
protedlise intracelular; C — Passagem transepitelial do alergénio (adaptado
de Wan, H. et al, 1999).

Estudos mais recentes mostraram que Der p 1 consegue clivar e inactivar varias
anti-proteases, inclindo aj-antitripsina, elafina, e SLPI (Brown, A. et al, 2003), levando
assim a uma troca no ambiente imunitdrio que origina uma resposta alérgica pré
inflamatdria (Sakata ,Y. et al, 2004). Kikuchi e colaboradores provaram que, apesar da
arquitectura terciaria da Der p 1 ndo ser capaz, por si s6, de induzir a produgao de IgE e
IgG, a sua actividade proteolitica é crucial para provocar uma resposta imunitaria
positiva em ratos (Kikuchi, Y. et al, 2006). Além disso, Der p 1 é também capaz de
inactivar proteinas surfactantes, tais como SP-A e —D (Substancia P) (Deb, R. et al,
2007), que sdo predominantemente sintetizadas e secretadas em células alveolares do
tipo Il, sendo conhecidas ndao sé por terem um papel significativo na defesa inata,
como também na agregacdo e modulacao dos leucdcitos em bactérias (Wang, J.Y. et al,
2007; Forbes, L. R. & Haczku, 2010), Outro mecanismo de ac¢do envolve a activagdo
dos receptores activados por proteases (PARS — Protease Activated Receptor), os quais
se encontram a superficie celular e estdo acoplados a proteina G: quando ha clivagem
do terminal aminico extracelular destes receptores por ac¢do de proteases serinicas,

como Der p 3, ocorre uma resposta inflamatéria através do destacamento de células
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epiteliais e da producao de IgE (Sun, G. et al, 2001; Asokananthan , N. et al, 2002;
Adam, E. et al, 2006).

Apesar das proteases presentes nos tipos de dcaros mencionados ja se
encontrarem bem caracterizadas, as varias propostas relativas ao seu modo de acg¢ao
despertaram o interesse de varios investigadores em estudar outros materiais
alergénicos e averiguar se proteases presentes nesses mesmos materiais actuam de

forma semelhante.

1.4.2 Fungos

Um alargado niumero de espécies de fungos é conhecido por possuir proteases,
nomeadamente fungos anemofilos como é o caso de Penicilium, Epicoccum,
Aspergillus, Rhodotorula, Curvularia, e Cladosporium, onde foram identificadas
proteases do tipo serinicas (Su, N.Y. et al, 1999; Kurup,V.P. et al, 2002; Schwab, C.J. et
al, 2003; 2004; Shen, H.D. et al, 2007; Chou H. et al, 2008). Por exemplo, no fungo
Epicoccum purpurascens, uma potente fonte alergénica responsavel por muitas
doencas respiratérias no mundo, foi demonstrado que a protease serinica Epi p 1 no
estado activo assume um papel importante na inducdo de respostas alérgicas nas vias

respiratdrias de murinos (Kukreja, N. et al, 2008).

As proteases identificadas nas varias espécies de fungos anemaéfilos mostraram
gue também desempenham um papel na sensibilizacdo alérgica, tal como vimos
anteriormente com Dermatophagoides . Por exemplo, Pen ch 13, o principal alergénio
de Penicillium chrysogenum, é uma protease serinica que causa danos na barreira
epitelial pela clivagem de TJ, e que induz uma resposta pré inflamatéria em células
epiteliais, sendo essa resposta caracterizada pela inducdo da expressao de mediadores
inflamatdrios, tais como PGE2, IL-8, COX-2 e TGF-1 (Tai, H.Y. et al, 2006). Para além
disso, Pen ch 13 leva a diminuicdo da expressdo de CD44 a superficie de células
epiteliais bronquiais, pelo que esta molécula tem sido associada a repara¢ao dos danos
no epitélio (Tai, H.Y. et al, 2010). Em P. citrinum, Pen c 13 (equivalente de Pen ch 13
nesta espécie) induziu a expressao de IL-8 em células epiteliais de vias respiratérias

humanas, expressao essa induzida pela activacdo de PARs (Chiu, L.L. et al, 2007).
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Outros estudos comprovaram que proteases fungicas de Aspergillus fumigatus,
Alternaria alternate e Cladosporium herbarum induzem alteracdes morfoldgicas,
destacamento celular e produzem citocinas de modo diferencial (Robinson, B.W.S. et
al, 1990; Borger, P. et al, 1999; Kauffman, H.F. et al, 2000). Em A. fumigatus foram
identificadas as proteases Asp f 2, Asp f 10 e Asp f 13 (Reichard, V. et al, 1995; Kurup,
V.P. et al, 2002), sendo que os alergénios principais sdo proteases serinicas alcalinas,
tais como Asp f 13. Em ratos, esta ultima foi capaz de induzir resposta inflamatéria,
sintese de IgE e de ter um efeito sinergético na resposta imunitaria induzida por Asp f

2 (Kurup, V.P. et al, 2002; Shen, H.D. et al, 2007).

Temos entdo que a actividade proteolitica associada a alergénios de fungos
desempenha um papel adjuvante no desenvolvimento da reaccdo alérgica. Existe, tal
como nos acaros, uma sensibilizacdo ao alergénio, que é caracterizada quer pelo
aumento da permeabilidade do epitélio, facilitando a passagem de proteinas
alergénicas, quer pela inducdo da secrecao de mediadores inflamatdrios, que mantém

o estado de inflamagdo do epitélio pulmonar.

1.4.3 Baratas

Varios estudos foram realizados em extractos alergénicos de Periplaneta
americana (baratas americanas) e Blattella germanica (baratas germanicas), os quais
apresentam uma actividade proteolitica complexa (Kondo, S. et al, 2004; Hivrale, V.K.
et al, 2005; Sudha, V.T. et al, 2007). Uma protease serinica do tipo tripsina de
aproximadamente 28 kDa, designada Per a 10, foi purificada e caracterizada a partir de
extractos do corpo de P. americana (Sudha, V.T. et al, 2008; 2009). Por outro lado, um
potente alergénio, Bla g 2, foi identificado em B. germanica e classificado como sendo
uma protease aspartica (Pomés, A. et al, 2002; Wiinschmann, S. et al, 2005); no
entanto, Bhat e colaboradores, ao analisarem extractos alergénicos desta mesma
espécie de baratas, demonstraram que uma protease serinica pode também estar
envolvida em efeitos pré inflamatdrios induzidos no epitélio de vias respiratoérias (Bhat,

R.K. et al, 2003).
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Em termos de mecanismos de acc¢do, foi provado que alergénios derivados de
extractos de baratas conseguem aumentar indirectamente a permeabilidade de células
epiteliais de vias respiratorias, através da inducdo de VEGF (factor de crescimento
endotelial vascular), e, desse modo, ter acesso as células dendriticas intraepiteliais
(Antony, A.B. et al, 2002). Estudos recentes forneceram evidéncias que implicam a
actividade proteolitica de baratas na regulagdo das citocinas: Lee e colaboradores
viram que alergénios de baratas americanas e germanicas conseguem induzir a
expressao de IL-8 in vitro, sendo essa expressao revertida na presenga de inibidores de
proteases serinicas (Lee, K. E. et al, 2007; Lee, M. F. et al, 2010). Tal resultado sugere
gue os PARs podem desempenhar um papel importante na secregao de IL-8 induzida
por alérgenios de baratas em células epiteliais de vias respiratdorias humanas (Lee, M.
F. et al, 2010). Para além de regular os PARs, as proteases presentes em extractos de B.
germanica também regulam MAP cinases e TNF-o, que levam ao aumento da
actividade de IL-6 e IL-8, respectivamente (Page, K. et al 2003; 2005; Hong, J.H. et al,
2004; Lee, K. E. et al, 2007). Estudos semelhantes mostram que, em extractos de P.
americana e Blatta orientalis (baratas orientais), ha inducdo da sensibilizacdo alérgica
da mucosa de rato e uma resposta inflamatéria via PARs (Wada, K. et al 2010; 2011;

Arizmendi, N.G. et al, 2011).

Apesar de em baratas n3ao terem sido purificadas e caracterizadas tantas
proteases como em acaros e fungos, continua a ser notério o seu envolvimento na

sensibilizacdo e/ou na amplificacdo das respostas imunitaria e inflamatéria.

1.4.4 Pélenes

Sdo varios os polenes alergénicos que tém actividade proteolitica; entre eles,
podemos destacar os de Cryptomeria japonica (cedro japonés), Chamaecyparis obtusa
(cipreste japonés) e Juniperus scopularum (zimbro das Montanhas Rochosas) que
contém actividade proteolitica serinica (Gunawan, H. et al, 2008). Para além disso, em
C. japonica foi também identificado e caracterizado um alergénio pertencente a classe
das proteases asparticas (lbrahim, A.R.N. et al, 2010) e isolada uma aminopeptidase de

42 kDa (Noguchi, Y. et al, 2002). No pdlen de Ambrosia artemisiifolia (género de erva
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daninha), uma das causas principais de polinose na América do Norte, foram
purificadas e caracterizadas duas proteases serinicas, uma do tipo quimiotripsina e
outra do tipo tripsina (Bagarozzi D.A. et al, 1996; 1998), e também identificada
actividade proteolitica do tipo cisteinica (Gunawan, H. et al, 2008). Também foi
caracterizada a actividade proteolitica de pdlenes de Poa pratensis (erva-de-febra),
Lolium perenne (azevém-perene), Cynodon dactylon (grama bermuda) e Betula alba
(bétula branca): os mesmos exibem na sua maioria proteases serinicas, sendo que em
P. pratensis, L. perenne e B. alba foi também identificada actividade do tipo cisteinica
(Raftery M.J. et al, 2003; Gunawan, H. et al, 2008). Este ultimo tipo de protease foi
também identificado em alergénios do grupo | de Phleum pratense (género de erva

rasteira) (Grobe, K. et al, 1999).

As proteases encontram-se frequentemente localizadas na parede celular do
polen, pelo que sdo facilmente libertadas por secre¢do do pdlen durante a hidratagao
do mesmo (Knox, R.B. et al, 1970). Estas proteases tém uma relevancia bioldgica, pois
estdo associadas a germinagdo das plantas, através de clivagens especificas de
proteinas precursoras e da mobilizacdo de proteinas armazenadas. No entanto,
algumas proteases mostraram que também s3o capazes de causar danos em células
epiteliais de vias respiratdrias, estando por isso envolvidas em mecanismos que levam
ao desenvolvimento de doencas alérgicas (Widmer, F. et al, 2000): Hassim e
colaboradores mostraram que proteases libertadas de varios extractos polinicos
alergénicos provocam destacamento celular e ndo sdo inibidas por antiproteases
endogenas (Hassim, Z. et al, 1998); enzimas proteoliticas contidas em A. trifida, B.
alba, P. pratensis e L. longiflorum facilitam a entrega do alergénio ao longo do epitélio,
através da degradacdo de ocludina, o que resulta numa disrupcao das TJ epiteliais,
sendo que este efeito foi revertido usando inibidores de proteases serinicas e
cisteinicas em células epiteliais de vias respiratérias humanas (Runswick, S. et al,

2007).

A protease serinica do tipo quimiotripsina identificada em A. artemisiifolia
consegue inactivar a1-Pl (a1-inibidor de proteases), um inibidor especifico da elastase
de neutrdfilos, levando a uma degradagao incontrolavel de tecidos inflamados e a

complicacOes respiratérias associadas a alergias (Bagarozzi D.A. et al, 1996). Esta
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mesma protease é também capaz de hidrolisar dois neuropéptidos, substancia P (SP) e
VIP (peptideo intestinal vasoativo), que s3o neurotransmissores envolvidos na
modulacdo das vias respiratdrias, na secrecdo da mucosa e na permeabilidade vascular
(Stanisz, A. et al, 1988; Barnes, P.J., 1991). Um efeito semelhante foi registado numa
aminopeptidase de 92 kDa purificada e caracterizada por Matheson e colaboradores
no polen de Prosopis velutina (Matheson, N. R. & J. Travis, 1998). Este tipo de hidrdlise
provoca alteragdes graves no equilibrio dos efeitos contracteis e relaxantes do pulmao,
o que leva ao disturbio da homeostase pulmonar (Bagarozzi D.A. et al, 1998; Widmer,
F. et al, 1998). A protease serinica do tipo tripsina também identificada em A.
artemisiifolia é capaz de induzir alteragdes no balan¢o do sistema renina-angiotensina
Il das vias respiratdrias, o que resulta num aumento da permeabilidade vascular, da

inflamacdo e de edema (Bagarozzi D.A. et al, 1998).

Taverna e colaboradores demonstraram que extractos polinicos de Parietaria
judaica, uma das maiores causas de polinose na drea Mediterranea (D’Amato, G. et al,
1992), causam alteracdo da morfologia celular e aumento da permeabilidade em
células endoteliais humanas. Estes efeitos sdo revertidos por inibidores de proteases, o
gue sugere o envolvimento destas enzimas na fragilizacgdo da mucosa respiratéria
(Taverna et al., 2008). Posteriormente, em estudos efectuados no nosso laboratério,
foi isolada e caracterizada, nesta mesma espécie de polén, uma aminopeptidase de 98
kDa capaz de hidrolisar SP, VIP e angiotensina | e Il, o que pode levar a um
desequilibrio na regulacdao do ténus broncomotor e potenciar a vasodilatacao do
pulmdo. Além disso, a exposicdo desta protease a células epiteliais resulta na
degradacdo de proteinas das TJ, como ocludina e claudina, e de moléculas de adesao,
como E-caderina, o que explica o aumento da permeabilidade celular (Cortes, L. et al,

2006; Taverna et al., 2008).

Extractos polinicos com diferentes alergenicidades, como Olea europea,
Dactylis glomerata, Cupressus sempervirens, Pinus sylvestris (Vinhas, R. et al, 2011)
Eucalyptus, Plantago e Chenopodium (Gaspar, R., 2012), também possuem actividade
proteolitica responsdvel pelo comprometimento da barreira epitelial. E de salientar

ainda que os extractos de Chenopodium e Eucalyptus foram capazes de activar os PARs
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e induzir a libertagdo de citocinas IL-6 e IL-8 em células epiteliais de vias respiratdrias

humanas (Gaspar, R., 2012).

7

E notdrio, que os estudos efectuados mostram que a actividade proteolitica
contida em graos de pdlen pode estar envolvida em mecanismos de sensibilizagdo
alérgica. Em outros estudos, foram também purificadas e caracterizadas proteases em
polenes, no entanto esses estudos foram mais direcionados para os efeitos bioldgicos
dessas proteases no proprio pdlen e ndo para os seus efeitos alergénicos (Radlowski,
M. et al, 1996; Zhang, X. et al, 2009). Temos entdo que poucos sao os estudos em que
sdo isoladas as proteases possivelmente responsdveis pelo desencadeamento dos
mecanismos de sensibilizacdo alérgica, sendo na maioria dos casos usados extractos
polinicos. Assim sendo, torna-se importante purificar e caracterizar as proteases de
polenes, de modo a averiguar se os efeitos observados em extractos sdao devido as

mesmas. Caso sejam, estas proteases podem constituir um bom alvo terapéutico.

1.4.5 Papel das Proteases na Sensibilizagao Alérgica — Mecanismo Geral

Pelo que vimos nos tépicos anteriores, as proteases identificadas em materiais
alergénicos apresentam varios mecanismos de ac¢ao, sendo a maioria deles comuns a
todos esses materiais. Observou-se entdo que estas proteases conseguem actuar a
varios niveis: causam a disrupc¢do da barreira epitelial, activam receptores especificos

(PARs) e clivam moléculas envolvidas na homeostase pulmonar.

A disrupcao da barreira epitelial é observada varias vezes pela clivagem de TJ.
Este fendmeno permite aos alergénios terem acesso a camada sub-epitelial, onde se
encontram as APCs, como é o caso das células dendriticas, que tem como principal
funcdo assegurar que qualquer proteina alergénia inalada é apresentada e
reconhecida pelos linfécitos T. Para além disso, estas células possuem uma morfologia
propria pois conseguem estender os seus pseuddpodes entre as células epiteliais até
ao lumen das vias respiratdrias, o que lhes confere uma continua vigilancia imune na
face luminal do epitélio. Quando estas células capturam os alergénios, levam a uma
sucessdo de eventos que induz uma resposta inflamatéria (ver seccao 1.2.1). Assim

sendo, apesar de existir um controlo rigido por parte das células dendriticas, as
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proteases, ao comprometer a funcdo de barreira epitelial, permitem aos alergénios,
aceder a camadas mais internas e provocar infeccées secundarias graves (Wan, H. et

al, 1999; Reed, C. E. & Kita, H., 2004; Matsumura, Y., 2012).

Outro mecanismo de ac¢do envolve a activacdao dos PARs. Até hoje, quatro
tipos de PARs foram identificados, sendo que estes receptores encontram-se
amplamente expressos em células de vasos sanguineos, tecido conectivo, epitélio, vias
aéreas e em leucécitos (Cocks, T.M. et al, 2001). Para além das reaccdes alérgicas
mediadas por IgE, as proteases alergénicas podem provocar reac¢des alérgicas ndo
mediadas por IgE, as quais sdo desencadeadas através da activacdo dos receptores
mencionados, o que leva a activacdo de células epiteliais, mastécitos e células
dendriticas. Estas, por sua vez, induzem a libertacdo de mediadores inflamatérios
(Kauffman, H.F., 2000). A activacdo dos PARs ocorre através da clivagem proteolitica
do terminal aminico extracelular, o que leva a uma alteracdo conformacional dos
receptores. Esta alteracdo confere aos receptores propriedades de sinalizacdo celular,
pois os mesmos estdao acoplados a proteina G (Reed, C. E. & Kita, H.,, 2004). Em
pacientes com asma bronquica, foi possivel observar que existe um aumento da
expressao de PAR-2 na superficie das células epiteliais (Knight, D.A. et al, 2001; Roche,
N. et al, 2003), sendo que quando estes receptores sdo activados por agonistas, ha
inducdo da constricao dos brénquios humanos. Por outro lado, quando é diminuida a
expressao destes mesmos receptores, ocorre uma diminuicdo da infiltracdo de células
inflamatdrias no epitélio e da hiperreactividade associada a resposta induzida pela
exposicdo a alergénios (Shmidlin, F. et al, 2002). Estes receptores mostraram ainda
gue, ao serem activados, levam a libertacdo de prostaglandinas e de
metaloproteinases (MMPs), que causam aumento da capilaridade e atraem
macrofagos e que clivam componentes das TJ, respectivamente (Cocks, T.M. et al,

2001; Vermeer, P.D et al, 2009).

Em relacdo a disrupcdo da homeostase pulmonar, esta foi observada em varios
estudos pela clivagem de moléculas como SP (vasoconstrictor) e VIP (vasodilatador).
Assim, ao ocorrer hidrélise de SP e VIP, ird ocorrer um desequilibrio na contracgdo e
relaxacdo do pulmdo, o que favorece o desenvolvimento de doencas alérgicas

(Bagarozzi, D.A. et al, 1998; Widmer, F. et al, 2000). Outro efeito que afecta a
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homeostase pulmonar é o balango de proteases/antiproteases, uma vez que certas
proteases conseguem clivar antiproteases como al-Pl, elafina e SLPI, o que resulta

numa degradacdo de tecidos.

Sendo assim, o possivel mecanismo geral da sensibilizacdo alérgica induzida por
proteases envolve o comprometimento da barreira epitelial pela degradagao de TJ, o
que facilita o acesso dos alergénios as células dendriticas. Se os alergénios forem
enzimaticamente activos, ocorre uma activagdao dos PARs, que induzem libertagao de
citocinas e MMPs: as primeiras induzem a maturacao das células dendriticas, que
migram para os nodos linfaticos; as ultimas degradam TJ. De seguida, ocorre producdo
de quimiocinas por parte destas células dendriticas, que irdo permitir o recrutamento
de células Th2 nas vias respiratdrias, as quais produzem citocinas como IL-4, IL-5, IL-13
e TNF-a, o que leva a uma exacerbacdo da inflamacdo nas células epiteliais (Figura 7).
Se a todos estes fendmenos ainda juntarmos a perturbacdo da homeostase pulmonar,
é facilmente observavel que as proteases constituem um importante motor para a

patogénese de doencas alérgicas.

? Disruption Allergen
of tight junctions l/ Allergen source-derived protease
< < < < < < < < Lung epithelial cells
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DC migration to lymph node

iy e _>ma ) =>IL-4,-5,-13, TNF
emokines

Figura 7 — Mecanismo geral da sensibilizagdo alérgica induzida por
proteases (adaptado de Matsumura, Y., 2012).
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1.5 Objectivo do Trabalho

A exposicdo continua a aeroalergénios, nomeadamente pdlenes de plantas
anemofilas, tem sido comummente indicada como factor iniciador de doencas
alérgicas, como asma e rinite. Como a prevaléncia dessas doencas tem vindo a
aumentar nas ultimas décadas, hd um interesse crescente por parte dos investigadores
em encontrar possiveis mecanismos envolvidos no desenvolvimento das mesmas.
Varios estudos realgam a importancia das proteases em podlenes alergénicos. No
entanto, poucos desses estudos visam isolar as proteases, de modo a averiguar se sdo

realmente capazes de desempenhar um papel relevante na sensibilizacdo alérgica.

Neste sentido, o primeiro objectivo deste projecto é a purificacdo e
caracterizacdo de uma protease do pdlen de Chenopodium sp. A escolha deste pdlen
surge na continuidade de um estudo preliminar realizado no nosso laboratério, no qual
se caracterizou a actividade proteolitica deste pélen (Gaspar, R., 2012). Nesse estudo
foi demonstrado que o extracto polinico era capaz de provocar um grande
destacamento celular e induzir a libertagao de citocinas pré-inflamatérias em células

epiteliais, independentemente da baixa quantidade de proteinas libertadas.

O segundo objectivo é avaliar o efeito da protease purificada em mecanismos
moleculares associados a sensibilizacdo alérgica, nomeadamente ao nivel da
permeabilidade celular e da disrupcdo de jungdes intercelulares. Assim, numa primeira
fase, sera avaliado o efeito da protease na permeabilidade celular de células humanas,
Calu-3. De modo a tentar perceber como pode ocorrer esta alteracdo da
permeabilidade celular, serd depois testado o efeito da protease em termos de
degradacdo de componentes proteicos presentes nas juncdes intercelulares. Esses

estudos serdo realizados em células epiteliais caninas MDCK

Assim sendo, espero obter neste estudo uma relacdo entre a protease e os
mecanismos de sensibilizacdo que poderdo estar envolvidos no aparecimento de
doencas alérgicas. Isto permitird uma melhor percepcdo da fisiopatologia destas

doencas e poderd, eventualmente no futuro, constituir um bom alvo terapéutico.
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2. Material e Métodos

2.1 Extracto Polinico de Chenopodium sp.

A extrac¢ao do conteudo proteico do pélen de Chenopodium sp. (Allergon) foi
obtida por hidrata¢do do grdo de polén numa razdo de 20 mg:1ml (m/v) de tampdo 50
mM Tris-HCI pH 7,4, durante 2 horas a temperatura ambiente. De seguida, o
homogeneizado foi centrifugado a 12000 x g, durante 10 minutos a 42C, sendo
recuperado o sobrenadante. Este foi entdo sujeito a um passo de filtracdo (filtro de

0,45 um), sendo a fracgao resultante designada por extracto inicial.

O extracto polinico de Chenopodium sp. foi posteriormente concentrado por
ultracentrifugacao num dispositivo de filtracdo Amicon de 30 kDa (Millipore). Para isso,
pipetou-se 15 ml de extracto para o respectivo dispositivo e centrifugou-se a 3500 x
g, a 42C, durante o tempo necessario para que a fracgao concentrada fique com um
volume final de 4 ml. A fraccdo resultante deste processo foi designada por extracto

concentrado.

2.2 Purificacdo de uma Protease presente no Pélen de Chenopodium sp.
2.2.1 Cromatografia de Exclusao Molecular

O isolamento de uma protease presente no pdélen de Chenopodium sp.
envolveu varios passos cromatograficos. Numa primeira fase, o extracto concentrado
(aproximadamente 3 ml) foi aplicado numa coluna de cromatografia de exclusdo
molecular Hiload 16/600 Superdex 200 pg (1,6x60 cm, 120 ml, GE Healthcare) em
sistema FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) AKTAprime (Amersham Pharmacia
Biotech), previamente equilibrada em tampdo 50 mM Tris-HCl pH 7,4 (tampdo A), a um
fluxo de 1 ml/min. A eluicdo foi realizada com o tampdo A, sendo a absorvancia dos
eluidos seguida continuamente a 280 nm. As fracgdes com maior absorvancia foram
entdo avaliadas para a presenca de proteases com o substrato fluorogénico Phe-MCA

(L-Phenylalanine 4-Methyl-Coumaryl-7-Amide) (Peptide Institute).
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2.2.2 Cromatografia de Troca lIonica

As fragcdes com maior actividade, resultantes da sec¢do 2.2.1, foram
combinadas e posteriormente aplicadas (aproximadamente 9 ml) numa coluna de
cromatografia de troca iénica Bio-Scale™ Mini Macro-Prep® High Q (0,56x4 cm, 1 ml,
Bio-Rad) conectada ao sistema FPLC referido anteriormente. O equilibrio e a lavagem
da coluna foram ambos feitos em tampao A, com fluxo de 0,5 ml/min, sendo a elui¢do
realizada por gradiente linear continuo de 0 a 0,4 M NaCl em tampao A, durante 40
minutos. A absorvancia dos eluidos foi seguida continuamente a 280 nm, sendo
posteriormente avaliada a presenca de proteases com o substrato Phe-MCA, nas

fracgGes com maior absorvancia.

2.2.3 Cromatografia de Afinidade

As fraccbes mais activas, resultantes da seccdo 2.2.2, foram combinadas e
dialisadas durante a noite, a 49C, contra 2 L de 20 mM tampao fosfato de sédio pH 7,6
(tampdo B). A fraccdo dialisada foi aplicada (aproximadamente 5 ml) numa coluna de
cromatografia de afinidade de Arginina-Sepharose (1x7 cm, 1 ml, Pharmacia Biotech)
previamente equilibrada em tampdo B. A eluicdo foi realizada por passos de sal de 0,1-
0,25-0,5 M NaCl em tampao B, num volume total de 13,5 ml, sendo posteriormente
avaliada a presenca de proteases, nas frac¢cdes recolhidas, com o substrato Phe-MCA.

Por fim as fracgdes mais activas foram combinadas.

2.3 Quantificagao de Proteina

A quantificacdo de proteina total foi determinada pelo método Bio-Rad Protein
Assay, de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante (www.bio-rad.com, Bio-

Rad) sendo usado BSA (Soro fetal bovino) como padrdo para as curvas de calibracdo.
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2.4 Electroforese em Gel de Poliacrilamida na presenga de SDS

Para poder monitorizar a purificacdo e estimar a massa molecular da protease
presente em Chenopodium sp, as diferentes amostras proteicas foram separadas por
electroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cdes desnaturantes na presenca de
SDS (SDS-PAGE- Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
(Laemmli, U.K., 1970). Antes de serem aplicadas nos géis, as amostras foram diluidas
em solugdo desnaturante 6x (0,5M Tris-HCI pH 6,8; 30% (v/v) glicerol; 10% (m/v) SDS;
0,6M DTT; 0,012% (m/v) azul de bromofenol) e sujeitas a uma desnaturagdo térmica a
809C, durante 20 minutos. Para além das amostras, foi também aplicado a todos os
géis um padrao de proteinas pré-coradas com massas moleculares conhecidas entre 11
e 245 kDa (NZYcolour Protein Marker 1l, NZYtech) ou 10 e 250 kDa

(Precision Plus Protein™ Blue Standards, Bio-Rad).

A separagdo das proteinas ocorreu em géis de 10% de poliacrilamida sendo a corrida
efectuada em tampdo de electroforese 100 mM Tris/Bicina; 0,1% (m/v) SDS, num

sistema Mini-Protean Il (Bio-Rad), a 120 V.

2.5 Coloragao com Coomassie Brilliant Blue R250

Apds o SDS-PAGE, os géis foram corados numa solugdo de 0,25% (m/v)
Coomassie brilliant blue R-250, 50% (v/v) metanol e 10% (v/v) acido acético, durante
30 minutos, e descorados por lavagens sucessivas numa solugdo 25% (v/v) metanol e

5% (v/v) acido acético.

2.6 Coloragao com Nitrato de Prata

Em alguns casos, como nao foi possivel visualizar bandas proteicas em amostras
coradas com Coomassie Blue, procedeu-se a coloracdo dos géis com nitrato de prata.
Para isso, os géis foram fixados numa solucdo 25% (v/v) metanol e 5% (v/v) acido
acético, durante 30 minutos. Apds fixacdo, foram efectuadas duas lavagens de 10
minutos com 50% etanol e 30% etanol. De seguida, sensibilizaram-se os géis por

incubagdo em 0,02% (m/v) tiossulfato de sddio durante 1 minuto e realizaram-se duas
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lavagens de 20 minutos com agua destilada. Os géis foram entdo incubados em 0,2%
(m/v) nitrato de prata durante 20 minutos, sendo posteriormente revelados numa
solucdo 0,025% (v/v) formaldeido, 3% (m/v) carbonato de sédio anidro e 0,001% (m/v)
tiossulfato de sédio. Uma vez obtida a coloragao pretendida, parou-se a revelagdo com
0,4M Tris contendo 2,5% (v/v) 4cido acético e, por fim, guardou-se os géis em agua

destilada a temperatura ambiente.

2.7 Electroforese em Gel de Poliacrilamida em Condigoes Nativas

A actividade proteolitica quer do extracto de Chenopodium sp., quer das
amostras resultantes dos varios processos de purificacdo, foi avaliada por
electroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cGes nativas (Native-PAGE- Native
Polyacrylamide Gel Electrophoresis). Para tal, as diferentes amostras foram separadas
num gel de 10% de poliacrilamida, na auséncia de SDS, no sistema Mini Protean Il (Bio-
Rad) (Laemmli, U.K., 1970). Antes de serem aplicadas nos géis, as amostras foram
previamente diluidas em solugdo nativa 2x (200mM Tris-HCI pH 6,8; 30% (v/v) glicerol
e 0,012% (m/v) azul de bromofenol), deixando-se incubar 10 minutos a temperatura
ambiente. Para além das amostras, foi também aplicado a todos os géis um padrao de
proteinas pré-coradas com massas moleculares conhecidas entre 10 e 250 kDa
(Precision Plus Protein™ Blue Standards, Bio-Rad). A corrida dos géis foi efectuada em
tampao de electroforese 100 mM Tris/Glicina pH 8,3, a 120 V. Depois da corrida, as
amostras foram incubadas em 50 mM Tris-HCI| pH 7,4 (tamp3do A) com 100 uM Phe-
MCA durante 1 hora a 372C (Manchenko, G.P, 2002). Por fim, apds decorrido o tempo
de incubacdo, os géis foram lavados rapidamente com tampdo A e revelados num

detector EXQuest™ Spot Cutter (Bio-Rad), a 380 nm.

2.8 Caracterizagao Enzimatica da Protease Purificada
2.8.1 Ensaios Enzimaticos

A actividade proteolitica presente tanto no extracto polinico de
Chenopodium sp., como nas diferentes fracgdes resultantes do processo de

purificacdo, foi caracterizada usando substratos acoplados a molécula fluorescente
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MCA (4-Methyl-Coumaryl-7-Amide) (Peptide Institute). Para estes ensaios, foram
utilizados cerca de 18 pg de extracto polinico, e entre 0,26 e 12 pg de fracgdes
resultantes da purificacdo. Todos os ensaios foram realizados num volume final de 202
puL em tampao A, com 0,1 mM de Phe-MCA; Leu-MCA; Lys-MCA. A hidrdlise dos
substratos leva a libertacdo do grupo MCA (Exsgonm, EmMagonm), provocando assim um
aumento da fluorescéncia. Esta fluorescéncia foi monitorizada em intervalos de 20
segundos, durante 12 minutos, a 372C, numa placa Microtiter de 96 pogos (Corning
Life Sciences), usando um fluorimetro SpectraMax® Gemini EM (Molecular Devices).
Além disso, foi realizada uma curva padrao MCA, de modo a permitir a quantificacdao
de MCA libertados ao longo do tempo. Para o controlo positivo da actividade
proteolitica das proteinases, pré-incubaram-se as mesmas em tampdo do ensaio

durante 10 minutos a temperatura ambiente e com agitacdo moderada

2.8.2 Ensaios de Inibicao Enzimatica

De forma a poder identificar a classe da protease purificada, foram realizados
ensaios de inibicdo enzimatica nas diferentes frac¢des resultantes do processo de
purificacdo. Deste modo, foram utilizados inibidores especificos para as diversas

classes proteoliticas conhecidas, consoante as concentra¢des referidas na Tabela lll.

Para estes ensaios, foram utlizados entre 0,26 e 12 ug de fracgdes resultantes
da purificacdo, sendo estas amostras previamente incubadas com os inibidores
especificos, durante 10 minutos a temperatura ambiente. Passado o tempo de
incubacdo, foi adicionado 0,1 mM do substrato preferencial MCA, sendo o aumento da
fluorescéncia monitorizado como descrito em 2.8.1. Todos estes ensaios foram
realizados num volume final de 202 uL em tampao A. Os resultados sdo apresentados

em actividade residual relativa em comparacdo com a condi¢do controlo sem inibicao.
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Tabela lll - Inibidores especificos e i6es metdlicos utilizados nos ensaios de
inibicdo da actividade proteolitica, suas respectivas proteases-alvo e
concentragdes efectivas.

CONCENTRACAO
INIBIDOR PROTEASES-ALVO
EFECTIVA (mM)
AEBSF Serinicas 10
Bestatina Aminopeptidases 0.01
E-64 Cisteinicas 0.01
EDTA Metaloproteases 10
TLCK Serinicas do tipo-tripsina 1
TPCK Serinicas do tipo-quimotripsina 1
IGES METALICOS CONCENTRACAO
EFECTIVA (mM)
Ca2+
I\/Ig2+
1
Mn2+
Zn2+

2.9 Cultura e Manutencao de Células Calu-3 e MDCK

Duas linhas celulares (American Type Culture Collection), Calu-3 e MDCK

(Madin-Darby Canine Kidney), foram utilizadas como modelos experimentais.

As células Calu-3, uma linha celular de epitélio bronquico humano, foram
cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Sigma-Aldrich),
suplementado com 10% de soro fetal bovino inactivado pelo calor (562C durante 30

minutos), 100 U/ml de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina. De seguida, as
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culturas foram mantidas em frascos de cultura de 75 cm? (Orange Scientific), com 15
ml de meio, a 372C, sob atmosfera com 5% CO, e 95% ar. Quando atingida a
confluéncia, as células foram diluidas de 1:2, sendo para isso tripsinizadas a 372C
durante 10-15 minutos usando uma solugdo de 0,25% (m/v) tripsina, 1 mM EDTA em
meio salino contendo 130 mM NaCl, 3mM KCI, 1 mM Na,P0Q,4, 30 mM Hepes e 10 mM
glicose a pH 7,3. O meio DMEM foi renovado cerca de trés vezes por semana e as

experiéncias foram realizadas com células compreendidas entre as passagens 25 e 40.

As células MDCK, uma linha celular de epitélio renal canino, foram cultivadas da
mesma forma do que as Calu-3, diferindo apenas na diluicdo (1:10) e na passagens

utilizadas para experimentacao (entre 15 e 30)

2.10 Medigao da Permeabilidade Transepitelial

As células Calu-3 foram cultivadas em placas de 12 transwells permedveis, com
filtros de poliéster de 0,4 um (Corning Life Sciences), numa densidade de 1.5x10°
células/cm? e seguindo as mesmas condi¢des de cultura descritas em 2.7. As transwells
sao constituidas por um sistema de duas camaras: uma camara superior, designada de
insert, onde sdo cultivadas as células, e uma inferior, onde é colocado meio de cultura.
As células foram mantidas numa interface ar-liquido, sendo examinadas diariamente
ao microscépio de modo a avaliar a sua confluéncia, integridade e uniformidade.
Quando necessdrio, o insert foi lavado com tampao fosfato alcalino estéril (PBS-10 mM
Na,POg4; 1,8mM KH,POy4; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl a pH 7,4) e o meio de cultura da
camara inferior foi renovado. Uma vez atingida a confluéncia, as células foram lavadas
duas vezes com PBS e incubadas 2 horas com meio de cultura sem soro. De seguida, as
células foram incubadas durante 12 horas com dois estimulos: o extrato polinico de
Chenopodium sp.; e a fraccao resultante da cromatografia de troca idnica, que contém
a protease parcialmente purificada. Como controlo de cada estimulo, incubaram-se as
células com tampdo A e com 0.2 M de NaCl em tampdo A (tampdo C),
respectivamente. Para além disso, as células foram incubadas 12h com os estimulos

tratados previamente, com 10 mM AEBSF, sendo como respectivo controlo incubadas

as células apenas com 10 mM de AEBSF e tampao A ou C. Realizou-se também um
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“branco”, semelhante aos controlos, mas que ndo contém a monocamada de células.

Todas as incubagdes foram realizadas a 372C com 5% CO,.

Apds decorrido o tempo de estimulo, foi adicionado aos inserts da transwell 50
pl de 10 uM RITC-Dex 70S preparado em PBS (Dextrano de 70 kDa associado a uma
molécula fluorescente de Isotiocianato de Rodamina B) (Sigma-Aldrich).
Posteriormente, foram recolhidas amostras de 50 ul da cdmara inferior, de 30 em 30
minutos, durante 4 horas, sendo apenas recolhida uma amostra de 50 ul do insert no
final das 4 horas. Estas amostras foram colocadas numa placa opaca de 96 pocos
(Corning Life Sciences) sendo depois determinado os valores de florescéncia num
fluorimetro SpectraMax® Gemini EM (Molecular Devices), usando um comprimento
de onda de excitacdo de 530+25nm e emissdo de 590+35nm (SoftMax Pro v5

software).

A fluorescéncia obtida para cada ponto foi normalizada relativamente a
fluorescéncia do insert, sendo que este ratio foi depois ajustado ao volume da camara
inferior. O ratio corrigido foi colocado em ordem ao tempo, sendo o declive da recta
correspondente a taxa de difusdo de RITC-Dex. Esse declive permite determinar a
permeabilidade transepitelial em cm/s. As mesmas transformacdes foram efectuadas
para o “branco” (permeabilidade do filtro membranar), o qual foi subtraido a

permeabilidade para cada estimulo.

2.11 Preparacgao de Extractos Celulares

Para avaliar a integridade das proteinas constituintes das juncdes intercelulares
foram preparados extractos de células MDCK, previamente tratadas (6h) com

diferentes estimulos.

As células foram crescidas em placas de 6 pocos (Corning Life Sciences) com
uma densidade de 5x10* céIuIas/cmZ. Quando foi atingida a confluéncia das células,
estas foram lavadas com PBS e com meio de cultura sem soro, sendo posteriormente
incubadas 6h com dois estimulos diferentes: o extrato polinico de Chenopodium sp.; e
a fracgdo resultante da cromatografia de troca idnica, que contém a protease

parcialmente purificada. Como controlo as células foram incubadas, respectivamente,
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com tampao A e com tampao C. Para além disso, as células foram incubadas 6h com os
estimulos tratados previamente, com 10 mM AEBSF, sendo como respectivo controlo
incubadas as células apenas com o inibidor e tampdo A ou C. Todas as incubacdes

foram realizadas a 372C sob atmosfera com 5% CO,

Uma vez decorrido o tempo de estimulo, as células foram lavadas duas vezes
com PBS contendo uma mistura de inibidores de proteases (1pg/ml CLAP -
Quimiostatina, Leucina, Antipaina e Pepstatina; 1mM DTT; 0,1 mM PMSF). De seguida,
foi adicionado mais 150 ul de PBS com inibidores e procedeu-se a raspagem das células
para tubos de 1,5 ml. Os extractos celulares foram entdo centrifugados a 13000 rpm
(Eppendorf Centrifuge 5415 D), durante 6 minutos, a 49C, sendo o precipitado
ressuspendido em 150 pl de solu¢do desnaturante 2x (100 mM Tris-Bicine, 6M ureia,
4% (m/v) SDS, 4% (v/v) B-mercaptoetanol e 0,012% (m/v) azul de bromofenol),
previamente aquecida. Depois de 10 minutos em gelo, as amostras foram sonicadas
trés vezes com pulsos de 5 segundos, novamente centrifugadas (13000 rpm, durante 6

minutos) e o sobrenadante foi recolhido e desnaturado a 952C durante 10 minutos

2.12 Imunodetecgao

Para analisar por imunodeteccdo as proteinas dos extractos celulares
preparados em 2.9, procedeu-se a separagao destas num gel de 10% SDS-PAGE
(conforme descrito em 2.4.1). Apds electroforese, as proteinas foram transferidas, por
electrotransferéncia, do gel para uma membrana de PVDF (Polyvinylidene Fluoride)
(Millipore), previamente activada em metanol durante 30 segundos, e equilibrada em
tampado de transferéncia (25 mM Tris; 192 mM glicina; 20% (v/v) metanol) durante 10
minutos. A electrotransferéncia foi efectuada a 100 V durante 1 hora, a temperatura

ambiente, em tampao de transferéncia contendo 0,013% (m/v) SDS.

Uma vez concluida a transferéncia, as membranas foram blogqueadas com 3
lavagens com uma solugdo de 0,25% de leite magro em TBS-T (20mM Tris-HCl pH 7,6;
137 mM NaCl; 0,1% (v/v) Tween® 20), usando um sistema SNAP i.d.® (Millipore). De
seguida, cada membrana foi incubada, durante a noite a 42C, com com um anticorpo

primario diluido em 0,5% (m/v) de leite magro em TBS-T: anti-ocludina (1:500); anti-
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claudina-1 (1:250); anti-ZO-1 (1:250); ou anti-E-caderina (1:500) (Zymed Laboratories
Inc.). Depois, as membranas foram lavadas 3 vezes com 0,5% leite magro em TBS-T,
usando o sistema SNAP i.d.® e incubadas, durante 2 horas a 42C, com o respectivo
anticorpo secundario acoplado a fosfatase alcalina: anti-rabbit (1:5000) ou anti-mouse
(1:20000) (GE Healthcare), diluido em 0,5% leite magro em TBS-T. Apds incubacgao, as
membranas foram lavadas 3 vezes com TBS-T e incubadas com o reagente ECF (GE
Healthcare), durante 5 minutos a temperatura ambiente. Uma vez secas, foi possivel

visualizar a marcacdo das membranas usando um detector VersaDoc™ (Bio-Rad).

As membranas podem ser marcadas novamente com outros anticorpos
primdrios e secunddrios, mas para isso, € necessario remover a marcacao anterior.
Esta remocgao implica a lavagem das membranas durante 5 minutos em agua destilada,

10 minutos em 0,2 M NaOH, seguida de uma nova lavagem de 5 minutos em agua.

Como controlo interno da quantidade e dos niveis de degradacdo de proteina
em cada amostra, as membranas foram marcadas com um anticorpo primario contra
uma proteina ubiqua nas células, anti-B-actina (Sigma-Aldrich), diluido em 0,5% de

leite magro em TBS-T (1:5000).

A quantificagao da densidade das bandas proteicas resultantes da analise por

imunodeteccao foi realizada através do programa ImageJ.

2.13 Anadlise Estatistica dos Resultados

Os resultados quantitativos deste trabalho estdo representados em médias +
erro padrao do niumero de experiéncias realizadas. Para o tratamento estatistico foi
utilizado o programa GraphPad Prism, e , dependendo das experiéncias, foi aplicado o
One-way ou 2way ANOVA, seguido do teste de Dunnett (comparacdo das varias
situacOes em relacdo ao controlo) ou de Tukey (comparacdo multipla de resultados).

As diferencas foram consideradas significativas para valores de p < 0.05.
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3. Resultados e Discussao
3.1 Purificacao de uma Protease presente no Polén de Chenopodium sp.

Quando o pélen é inalado, sofre um processo de hidratacdo a superficie da
mucosa respiratéria, que leva a libertacdo de varios solutos: alergénios, proteases,
lipoproteinas, polissacarideos, lipidos e compostos fendlicos (Gunawan H.,et al. 2008).
A concentragao dos solutos libertados pode variar com a intensidade da exposi¢do ao
pdlen, localizacdo geografica e época do ano, podendo atingir elevadas concentracoes
locais (50 mg/ml) (Hassim, Z. et al., 1998). Sendo assim, o contetdo dos grdos de pdlen
de Chenopodium sp. foi obtido por hidrata¢do do pdélen numa proporgado de 20 mg:1ml
(m/v) de tampdo 50 mM Tris-HCl pH 7,4. Este processo foi realizado durante 2 horas a
temperatura ambiente, sob agitacdo lenta e sem uso de for¢ca mecanica, de forma a
mimetizar o processo de hidratacdo que ocorre in vivo. O extracto polinico resultante
foi posteriormente aplicado num dispositivo de filtracgdo Amicon de 30 kDa, de modo a
concentrar a quantidade total de proteina, e eliminar algumas moléculas de baixo peso

molecular, como é o caso dos pigmentos.

Para poder isolar a protease responsavel pela actividade proteolitica
maioritaria do pélen de Chenopodium sp., procedeu-se ao fraccionamento do extracto
polinico. Este fraccionamento consistiu numa série de processos cromatograficos
sequenciais, nomeadamente: exclusdo molecular, troca idnica e afinidade. Uma vez
que, em estudos preliminares (Gaspar, R., 2012), foi determinado que o substrato
preferencial do extracto polinico era Phe-MCA, foram realizados ensaios enzimaticos
com este substrato de modo a avaliar a presenca de proteases em cada uma das
fraccoes recolhidas nos passos de purificagdo. Assim, numa primeira fase, procedeu-se
a uma cromatografia de exclusdo molecular Superdex 200 (1,6x60 cm, 120 ml) (Figura
10), com o intuito de eliminar a totalidade dos pigmentos presentes no extracto e as

proteinas de baixo peso molecular.
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Figura 10 — Cromatograma da cromatografia de exclusdo molecular. Foram
injectados 3 ml de extracto concentrado de Chenopodium sp. a coluna
HiLoad 16/600 Superdex 200 pg (1,6x60 cm, 120 ml) previamente
equilibrada em tamp&o 50 mM Tris-HCl pH 7,4 (tampdo A). A eluicdo foi
realizada ao fluxo de 1 ml/min em tamp3o A, num sistema FPLC. As frac¢des
relevantes estdo identificadas com numeros.

Todas as fraccdes com maior absorvancia a 280 nm, eluidas da cromatografia
de exclusdo molecular Superdex 200 (1,6x60 cm, 120 ml), foram testadas para a sua
actividade proteolitica. As frac¢des 10 e 11 (Figura 10) foram entdo combinadas, uma
vez que possuiam maior actividade proteolitica do que as restantes fraccles
resultantes deste passo de purificacdo. A fracgao resultante foi designada de mistura
de exclusdo molecular (Mist EM). Foi realizado um célculo tedrico de modo a poder
estimar a massa molecular correspondente aos tempos de eluicdo da Mist EM na
coluna Hiload 16/600 Superdex 200 pg (1,6x60 cm, 120 ml): os valores obtidos variam
entre 52,6 e 66,8 kDa (proteincrystallography.org). Isto indica portanto que a protease
responsavel pela actividade da Mist EM varia entre esses valores de pesos

moleculares.

De seguida, a mist EM foi aplicada numa cromatografia de troca iénica High Q
(0,56x4 cm, 1 ml) (Figura 11). A escolha desta cromatografia prende-se com o facto de

estudos anteriores terem demonstrado, por zimografia bidimensional, a presenca de
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proteases com pontos isoeléctricos (pls) acidicos no extracto polinico de Chenopodium
sp. (Gaspar, R., 2012), pelo que, quando numa solu¢do com pH superior ao seus pls,
essas proteases irdo apresentar carga negativa. Assim, uma vez que a coluna utilizada
¢ um trocador anidnico, todas as proteinas com uma carga negativa a pH 7,4 irdo
interagir reversivelmente com a matriz. Para eluir as proteinas que ligaram a coluna,
foi aplicado um gradiente salino crescente, o que faz com que as proteinas com
interaccdo electroestatica mais fraca desliguem primeiro do que aquelas com

interac¢ao mais forte.
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Figura 11 - Cromatograma da cromatografia de troca idnica. Foram
injectados 9 ml de mist EM a coluna Bio-Scale™ Mini Macro-Prep® High Q
(0,56x4 cm, 1 ml), previamente equilibrada em tampdo A. A elui¢do foi
realizada por gradiente linear continuo de 0 a 0,4 M NaCl em tampao A,
durante 40 minutos ao fluxo de 0,5 ml/min, num sistema FPLC . As fraccdes
relevantes estdo identificadas com numeros.

Apds testada a actividade proteolitica de todas as fracgOes recolhidas na
cromatografia de troca idnica High Q (0,56x4 cm, 1 ml), procedeu-se a mistura das
fraccoes activas, nomeadamente, as frac¢Oes 6 e 7 (Figura 11). A frac¢do resultante foi

designada de mistura de troca idnica (Mist TIQ).

Finalmente, para poder estabelecer uma interaccdo mais especifica entre a

protease de interesse e outra matriz, procedeu-se a uma cromatografia de afinidade
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de Arginina-Sepharose (1x7 cm, 1 ml). A escolha desta cromatografia deve-se a
estudos efectuados por Gaspar, que conseguiu demonstrar que o extracto polinico de
Chenopodium sp. possui especificidade para o aminodcido Arginina (Gaspar, R., 2012).
Assim, uma vez que a matriz utilizada nesta cromatografia contem arginina imobilizada
em Sepharose, espera-se obter uma especifidade entre a protease de interesse e a
matriz, permitindo uma purificacdo eficiente. Para poder aplicar a Mist TIQ a coluna de
Arginina-Sepharose (1x7 cm, 1 ml), foi necessdrio dialisar esta amostra. A didlise tem
como objectivo remover o excesso de sal em solucdo. Neste caso, este passo é crucial
uma vez que a Mist TIQ estd contido num meio salino (Figura 11), e um elevado
conteludo salino pode afectar a capacidade de ligacdo de proteinas neste tipo de
cromatografias (Tsumoto, K. et al, 2007). Apds didlise, a Mist TIQ foi aplicada na
cromatografia de afinidade de Arginina-Sepharose. As proteinas ligadas a matriz foram
eluidas por trés passos salinos (0,1-0,25-0,5 M NaCl em 20 mM tampao fosfato de
sddio pH 7,6) e todas as fraccdes recolhidas foram analisadas por SDS-PAGE (Figura 12)

e testadas para a sua actividade proteolitica.
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Figura 12 — Analise por SDS-PAGE das frac¢Ges recolhidas na cromatografia
de afinidade. Foram aplicados 5 ml de Mist TIQ, previamente dialisada
contra 20 mM tampado fosfato de sédio pH 7,6 (tampdo B), a coluna de
Arginina-Sepharose (1x7 cm, 1 ml). Esta coluna foi previamente equilibrada
em tampao B, sendo a elui¢ao realizada por passos de sal de 0,1-0,25-0,5 M
NaCl em tampao B num volume total de 13,5 ml. As fracc¢es recolhidas
foram analizadas por SDS-PAGE em géis de 10% de poliacrilamida, tendo
sido aplicados 30ul de amostra em cada pogo. Os géis foram revelados por
coloragdo com nitrato de prata. Pogo 1 - fracgdo ndo ligante; Pogos 2-5 —
frac¢des de lavagem; Pogos 6-8 — fracgdes eluidas com 0,1 M NaCl em
tampdo B; Pogos 9-11 — frac¢Bes eluidas com 0,25 M NaCl em tampao B;
Pocos 12-13 - fraccbes eluidas com 0,5 M NaCl em tampdo B.

Como é possivel observar pela Figura 12, existe uma banda de cerca de 60 kDa
nas trés primeiras fraccbes de lavagem e nas trés fraccbes do primeiro passo de
eluicdo salina, sendo que, em termos de actividade proteolitica, todas essas frac¢des
apresentaram actividade contra o substrato Phe-MCA. Assim sendo, supde-se que esta
banda de 60 kDa seja correspondente a protease parcialmente purificada. A presenca
desta protease e consequente actividade proteolitica nas fracgdes de lavagem pode
indicar uma saturacdo da coluna e/ou uma baixa afinidade da proteina pelo
aminodcido arginina presente na coluna. Assim, as trés frac¢Ges resultantes do
primeiro passo de eluicdo foram combinadas, uma vez que apresentaram maior
actividade proteolitica e a partida encontravam-se mais puras do que as lavagens. A

fracgdo resultante foi designada de mistura de Arginina (Mist Arg).
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Todos os resultados referentes a quantificagdo de proteina e aos ensaios de

actividade protedlitica com o substrato Phe-MCA, obtidos ao longo de todo o processo

de purificacdo, encontram-se sintetizados na Tabela IV.

Tabela IV - Tabela de purificagcdo da protease do pdlen de Chenopodium sp.

ACTIVIDADE

ACTIVIDADE

PASSOS PROTEINA . RENDIMENTO FACTOR
PURIFICACAO TOTAL (pg) (n:‘oor/ﬁ:in) Espﬁ;';:ﬁ?)w/ (%) PURIFICACAO
Extracto pdlen 746,50 10,74 0,014 - -
Superdex 200
2 22 1 4
(Mist EM) 358,0 ,38 0,063 00 ,50
High Q
147 14 7,07
(Mist TIQ) ,50 ,68 0,099 65,6 ,0
Arginina
Sepharose 13,20 5,00 0,379 22,3 27,1
(Mist Arg)

Os ensaios foram realizados em 50 mM Tris-HCl pH 7,4, a 379C, com

uma concentracdo efectiva de substrato Phe-MCA de 0,1 mM.
1 Unidade de actividade = nmol MCA libertada/min.

Como se pode observar pela Tabela IV, os sucessivos passos de purificacdo

permitiram purificar 13,2 pug de protease a partir de 800 mg de pdlen, ocorrendo

alguma perda de proteina ao longo de todo o processo. Para além disso, a mistura final

(mist Arg) resultou na recuperacdo de 22,3% da actividade da Mist EM, tendo sido

purificada 27 vezes em relacdo ao extracto inicial. E importante referir que o extracto

polinico de Chenopodium sp. apresenta uma cor amarela forte, devida a uma elevada

guantidade de pigmentos. A presenca destes pigmentos podem interferir na leitura do

ensaio enzimatico (Exssonm, EMasonm), € Na quantificacdo de proteina (595 nm), pois

ambos ocorrem na regiao do visivel. Assim, quer os valores de quantidade de proteina,

guer os valores de actividade proteolitica no extracto polinico, podem ndo

corresponder realmente ao apresentado na Tabela IV. E por isso que a Mist EM foi
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considerada o passo inicial de purificagdo para o cédlculo do rendimento, pois a partir
desta amostra ja ndo se verifica a presenca de pigmentos, uma vez que a totalidade

destas moléculas foi eliminada por cromatografia de exclusdo molecular.

De modo a obter um perfil proteico de todo o processo de purificagao, foi efectuado
um SDS-PAGE com as diferentes misturas resultantes dos varios passos
cromatograficos (Figura 13 A). Paralelamente, para poder obter um perfil proteolitico
de todo o processo de purificagdo, foi realizado um Native-PAGE (Figura 13 B) com
essas mesmas amostras. Esta técnica, é semelhante ao SDS-PAGE, contudo ndo se
realiza a desnaturacdo térmica das amostras nem uniformizacdo da carga das
proteinas pelo SDS. Assim, enquanto que no SDS-PAGE a mobilidade electroforética
das proteinas depende principalmente das suas massas moleculares, no Native-PAGE a
mobilidade depende tanto da carga das proteinas como da conformag¢do das mesmas.
Neste caso especifico, as amostras foram preparadas em condigdes ndo desnaturantes,
de modo a preservar a forma nativa e actividade das enzimas, e corridas num gel de
10% de poliacrilamida. Apds electroforese, incubou-se os géis em tampao favoravel a
actividade proteolitica na presenca de 100 uM Phe-MCA durante 1 hora a 372C, uma
vez que se trata do substrato preferencial das proteases do extracto polinico de
Chenopodium sp. A revelacdo do gel é feita num detector de fluorescéncia, visto que o
substrato adicionado vai ser clivado quando na presenga de proteases, permitindo
assim a visualizacdo de bandas fluorescentes nos locais onde se encontram essas

enzimas.
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Figura 13 — A- Perfil proteico do processo de purificagdo da protease de
Chenopodium sp. As varias fraccgdes de interesse foram combinadas e
analizadas por SDS-PAGE em géis de 10% de poliacrilamida, tendo sido
aplicados 30ul de amostra em cada pogo. Os géis foram revelados por
coloragdo com Coomassie brilliant blue R-250 ou nitrato de prata,
dependendo da quantidade de proteina. Pogo 1 — Extracto concentrado de
Chenopodium sp.; Pogos 2 — Mist EM; Pogos 3 — Mist TIQ; Pogos 4 — Mist
Arg. B- Perfil proteolitico do processo de purificacdo da protease de
Chenopodium sp. As varias fraccgdes de interesse foram combinadas e
analizadas por Native-PAGE em géis de 10% de poliacrilamida, tendo sido
aplicados 30ul de amostra em cada pogo. Os géis foram incubados em
tampdo A com 100 uM Phe-MCA durante 1 hora a 379C. Pogo 1 — Extracto
concentrado de Chenopodium sp.; Pogos 2 — Mist EM; Pogos 3 — Mist TIQ;
Pogos 4—-Mist Arg.
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A Figura 13A mostra de forma evidente que os vdrios processos
cromatograficos permitiram a purificacdo de uma proteina de cerca de 60 kDa, como
alias ja tinha sido demonstrado na Figura 12. Este peso molecular corresponde a gama
de pesos moleculares das proteases presentes na Mist EM. Assim, tudo indica que se
purificou uma protease sollvel de 60 kDa. Uma vez que essa protease apresenta pesos
muitos semelhantes em condi¢des nativas (Cromatografia de Afinidade) e
desnaturantes (SDS-PAGE), é possivel que se trate de um mondémero. Além disso, é
possivel observar a importancia do passo de cromatografia de exclusao molecular na
eliminagao de proteinas de baixo peso molecular (regido abaixo dos 25 kDa). Por outro
lado, as cromatografias de troca idnica e afinidade permitiram respectivamente,

eliminar uma grande quantidade de proteinas de alto peso molecular (regido acima
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dos 70 kDa), e proteinas abaixo dos 60 kDa (regido entre os 35 kDa e 60 kDa). Na
Figura 13B, é possivel visualizar uma banda fluorescente de 60 kDa, sindnima de
actividade proteolitica, e comum a todos os passos cromatograficos. E notdria a
diminuicdo da intensidade dessa banda entre a cromatografia de exclusdo molecular e
a cromatografia de afinidade, o que indica a perda de alguma quantidade de protease
ao longo do processo de purificagdao. Além disso é possivel corroborar que a protease
possui um pl acidico, uma vez que ocorre migracdo da protease no gel, o que indica
que apresenta carga negativa a pH 8,3 (Tampdo de corrida: 100 mM Tris/Glicina pH

8,3).

3.2 Caracterizagao Enzimatica da Protease Purificada

Vimos anteriormente que o0s sucessivos passos cromatograficos levaram a
purificacdo de uma protease solivel, com massa molecular aparente de 60 kDa. No
entanto, torna-se necessario conhecer a especificidade desta protease, de modo a
avaliar correctamente a sua funcdo. Assim, para poder caracterizar a actividade
proteolitica da protease purificada recorreu-se a dois tipos de ensaios: um ensaio
enzimatico que tem como intuito estimar qual o substrato preferencial da protease

purificada, e outro que tem como objectivo identificar a classe da mesma.

Assim sendo, para estimar substrato preferencial da protease, as diferentes
fracccOes de interesse resultantes dos passos de purificacdo (Ei, Mist EM, Mist TIQ,
Mist Arg) foram incubadas com vdrios substratos acoplados a molécula fluorescente
MCA (4-Methyl-Coumaryl-7-Amide). A utilizacdo de todas estas amostras ira permitir
avaliar se existe separacdo de outras proteases ao longo do processo de purificacao.
Isto sera indicado pela variacdo na actividade com os varios substratos. A hidrdlise dos
substratos fluorescentes provoca a libertacdo do grupo MCA (Exsgonm, EMagsonm) € O
consequente aumento da fluorescéncia. Neste caso, a fluorescéncia foi monitorizada
continuamente, sendo os resultados convertidos num grafico de barras. Neste grafico
observa-se a actividade especifica, quer do extracto concentrado de Chenopodium sp,

guer das misturas resultantes do fraccionamento do mesmo (Figura 14).
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Figura 14 - Especificidade da protease purificada para diferentes substratos
ao longo dos passos de fraccionamento. Para estes ensaios enzimaticos,
foram utilizados cerca de 18 ug de extracto polinico, e entre 0,26 e 12 ug de
fraccdes resultantes da purificacdo. Todos os ensaios foram realizados num
volume final de 202 yuL em tampao A, com 0,1 mM de Phe-MCA; Leu-MCA,;
Lys-MCA. Abreviaturas: Phe, fenilalanina; Leu, leucina; Lys, lisina. 1 Unidade
de actividade = pmol MCA libertada/min. (n=4).

E importante mencionar, que para este estudo escolheram-se os trés
substratos que levaram a uma maior actividade proteolitica, nomeadamente Phe-
MCA, Leu-MCA e Lys-MCA (Figura 14). No entanto também foram efectuados ensaios
com outros substratos, como é o caso da Arg-MCA, Met-MCA, e Ala-MCA, Boc-VPR-
MCA, Suc-LLVT-MCA, Gly-Pro-MCA, Boc-Ala-Gly-Pro-Arg-MCA, Z-Gly-Pro-Arg-MCA,
Ala-Pro-Ala-MCA e Ala-Ala-Pro-Phe-MCA.

Como podemos observar pela Figura 14, a protease purificada cliva
preferencialmente péptidos pequenos, ocorrendo a clivagem mais eficiente do
substrato Phe-MCA e Leu-MCA, e muito menos eficiente de Lys-MCA. Este resultados
sugere que a protease prefere substratos com residuos apolares no terminal aminico,
do que substratos com residuos polares. E também facilmente observavel que, a
medida que vao decorrendo os sucessivos passos de purificacdo, existe um aumento
da actividade especifica para com os vdrios substratos. Isto indica que ao longo do
processo de purificacdo, vai diminuindo a quantidade total de proteina pelo que a

protease consegue aceder mais facilmente ao substrato.
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E importante referir que todos os ensaios enzimaticos foram realizados apenas
a pH 7,4 e a 37 2C. Sendo assim, seria interessante variar estas condicbes, de modo a
confirmar as condicdes para a actividade éptima da protease purificada. Para além
disso, seria importante determinar a cinética da protease purificada para a hidrdlise de
diferentes substratos. Este estudo ird permitir uma caracterizacdo mais completa

sobre a especificidade desta enzima.

Apds efectuados os ensaios anteriores, foram realizados ensaios de inibicdo
enzimdtica para caracterizar melhor a actividade proteolitica da protease. Estes
estudos de inibicdo permitem a classificacdo da enzima purificada, uma vez que sdo
utilizados inibidores especificos para as diversas classes de proteases conhecidas:
serinicas, cisteinicas, asparticas e metaloproteinases. Neste estudo, foi estudado o
perfil de inibicao da Mist TIQ e da Mist Arg, uma vez que essas misturas apresentaram
maior actividade especifica. Este tipo de estudo também ja foi realizado no extracto
polinico de Chenopodium sp. (Gaspar, R., 2012). Assim, as diferentes amostras de
interesse foram incubadas com os inibidores durante 10 minutos a temperatura
ambiente, sendo depois adicionado o substrato preferencial (Phe-MCA). A
fluorescéncia, tal como no ensaio anterior, foi monitorizada continuamente, sendo os
resultados convertidos em graficos de barras. Este grafico é apresentado em termos de
actividade residual relativa em compara¢ao com uma situagao controlo sem inibicao

(Figura 15).
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Figura 15 — Efeito de inibidores especificos na actividade proteolitica da
protease purificada a partir do pdlen de Chenopodium sp. Para estes
ensaios, foram utlizados entre 0,26 e 12 ug de fracgdes resultantes da
purificacdo (Mist TIQ e Mist Arg), sendo estas amostras previamente
incubadas com os inibidores especificos, durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Passado o tempo de incubacdo, foi adicionado 0,1 mM de Phe-
MCA. Todos estes ensaios foram realizados num volume final de 202 pL em
tampdo A. Os resultados estdo representados em actividade residual
relativa em relagdo a uma condicdo controlo sem inibicdo e foram
analizados estatisticamente usando o teste de Dunnet. **** P < 0.0001;
***p <0.001; **P < 0,01; *P <0.05 (n=4)
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Como se pode observar na Figura 14, o perfil de inibicao obtido na Mist TIQ e
na Mist Arg é muito semelhante, havendo uma inibicdo prevalente de Zn?*, AEBSF e
EDTA. Estes resultados podem indicar a presenca de uma ou mais proteases. O Zn**
esta envolvido no mecanismo de inibicdo de aminopeptidases (Nagata, H. et al, 2005;
Cortes, L. et al, 2006;), enquanto que AEBSF é caracterizado por ser um inibidor
irreversivel geralmente descrito como especifico para proteases serinicas. Este ultimo
inibidor, no entanto, também tem a capacidade de inibir aminopeptidases (Chandu, D.
et al., 2003; Cortes, L. et al 2006). E verdade que a Bestatina, um inibidor especifico
para aminopeptidases, ndo provocou qualquer inibicdo da actividade proteolitica da
enzima, no entanto este inibidor actua de forma reversivel, pelo que ndo se pode
excluir a a hipétese de existir este tipo de proteases. Por outro lado, o EDTA é um
agente quelante que inibe metaloproteinases, indicando assim que um ido metalico
pode estar envolvido na actividade enzimatica. Tendo em conta estes resultados, tudo
indica que a protease purificada apresenta maioritariamente actividade de
metaloaminopeptidase. No entanto, ndao se pode descartar a possibilidade de esta
protease ser do tipo serinica ou até mesmo haver presenca dos dois tipos de
proteases. Este perfil de inibicdo é semelhante ao obtido anteriormente para o
extracto polinico de Chenopodium sp. (Gaspar, R., 2012), o que pode indicar que a
protease purificada é a principal responsavel pela actividade enzimatica obtida nesse

extracto.

Para uma caracterizacdo mais aprofundada da protease purificada seria
importante utilizar uma maior diversidade de inibidores na Mist TIQ, ou até combinar
varios inibidores especificos para as classes de proteases determinadas . Este estudo
iria permitir averiguar se nesta amostra estamos ou ndo na presenca de uma ou mais
proteases. Mais relevante ainda seria determinar a sequéncia da protease por
espectrometria de massa ou por degradacao de Edman, o que iria possibilitar uma

classificacdo mais especifica e exacta da mesma.

Varias aminopeptidases e proteases serinicas foram descritas em pdlenes,
algumas delas com caracteristicas semelhantes a protease purificada neste trabalho .
Por exemplo no pdlen de Cryptomeria japonica (cedro japonés), foi isolada e

caracterizada uma aminopeptidase de 42 kDa, também ela com elevada especificidade
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para o substrato Phe-MCA (Noguchi, Y. et al, 2002). O perfil de inibicdo desta protease
também apresenta pontos comuns com o obtido neste trabalho. Isto é, apesar de ter
sido inibida por Bestatina, a protease foi igualmente inibida por Zn’* e EDTA (Nagata,
H. et al, 2005), sugerindo que possui actividade de exopeptidade, mais
especificamente de metaloaminopeptidase. Em Parietaria judaica foi purificada uma
aminopeptidase N monomérica de 92 kDa (Cortes, L., 2006), a qual foi inibida por
Bestatina, AEBSF, EDTA e Zn**, ou seja um perfil de inibicdo bastante parecido ao
obtido com a nossa protease. Esta aminopeptidase apresenta muito semelhangas com
outra descrita por Matheson e colaboradores no pélen de Prosopis velutina
(Matheson, N. R. & J. Travis, 1998), nomeadamente a nivel de peso molecular, perfil
inibitério e sequencia interna. Em Ambrosia artemisiifolia, uma das causas principais
de polinose na América do Norte, foram purificadas e caracterizadas duas proteases
serinicas ambas com peso aproximadamente de 80 kDa, tendo uma delas uma grande
preferéncia em clivar Phe na posicao P1 (Bagarozzi D.A. et al, 1996; 1998). Em outros
materiais alergénicos, nomeadamente Penicillium citrinum e Periplaneta americana
também foram isoladas e caracterizadas proteases serinicas de 33 e 28 kDa (Su, N.Y. et
al, 1999; Sudha, V.T. et al, 2008) respectivamente. Uma dessas proteases era inibida

quer por AEBSF, quer por EDTA (Sudha, V.T. et al, 2008).

Todas as proteases purificadas e caracterizadas nesses estudos foram
posteriormente testadas para a sua actividade na resposta alérgica. Algumas dessas
proteases conseguiram, por exemplo, clivar moléculas importantes envolvidas na
homeostase pulmonar (Bagarozzi D.A. et al, 1996; Matheson, N. R. & J. Travis, 1998,
Cortes, L. et al, 2006;), aumentar a permeabilidade vascular e a inflamacdo (Bagarozzi
D.A. et al, 1998), clivar proteinas constituintes das juncées intercelulares (Cortes, L. et
al, 2006;), ou ainda induzir uma expressdao de mediadores pro-inflamatorios (Sudha,

V.T. et al, 2008).

Temos entdo que, para além de purificar e caracterizar estas enzimas, é
importante explorar o efeito das mesmas na resposta alérgica., com vista a futuras

aplicagoes terapéuticas (Robinson, C. et al, 1997, Sudha, V.T. et al, 2008).
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3.3 Efeito da Protease Purificada na Integridade de Células Epiteliais

A sensibilizacdo aos alergénios é um dos factores de risco que pode levar ao
desenvolvimente de doencgas alérgicas. Esta sensibilizagdo implica a passagem dos
alergénios através da barreira epitelial respiratéria, onde estes conseguem interagir
directamente com as células dendriticas, levando assim a uma resposta alérgica. Varios
estudos tém proposto que as proteases existentes em pdlenes conseguem degradar
proteinas constituintes das jungbes intercelulares, levando ao aumento da
permeabilidade transepitelial e, consequentemente, facilitando o contacto entre o
alergénio e a as células apresentadoras de antigénio em camadas subepiteliais

(Hassim, Z. et al, 1998; Cortes,L. et al, 2006; Runswick, S. et al., 2007).

Assim sendo, o passo seguinte deste trabalho consitiu em avaliar o efeito da
protease purificada na integridade da bareirra epitelial. Para isso foi estudada a
permeabilidade transepitelial e, por imunodeteccdo, a potencial degradacdo de
proteinas constituintes das jungdes intercelulares,. Para estes estudos foram utilizadas

duas linhas celulares adequadas, nomeadamente Calu-3 e MDCK.

3.3.1 Permeabilidade Transepitelial

Para a avaliacdo da permeabilidade celular utilizou-se a linha celular epitelial
Calu-3, derivada de adenocarcinoma bronquico humano. Estas células sdo das poucas
linhas celulares de vias aéreas que conseguem formar jungdes de oclusdo funcionais in
vitro e que apresentam resisténcia transepitelial elevada sendo por isso um bom
modelo de barreira epitelial de vias aéreas. Para além disso, esta linha celular tornou-
se a principal linha celular para estudos da permeabilidade transepitelial, pois
conseguem produzir células humanas funcionais e diferenciadas (Cavet, M.E. et al,
1997). Neste tipo de células, as condi¢Ges de cultura implementadas sdo importantes,
uma vez que podem afectar as caracteristicas da monocamada celular. Assim, para
poder mimetizar ao maximo as condi¢Ges nativas destas células (Grainger, C.l. et al,

2006), o crescimento das mesmas ocorreu numa interface ar-liquido.

A permeabilidade transepitelial foi medida pelo fluxo de RITC-Dex 70S, através

da monocamada celular Calu 3, a qual foi crescida nos inserts das transwells. Essa

59



Capitulo 3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

medi¢dao foi realizada em diferentes condi¢Ges, que consistiram em 12 horas de
estimulo com o extrato polinico e Mist TIQ, ambos na presenca e auséncia de 10 mM
AEBSF. Inicialmente a experiencia foi desenhada para aplicar a Mist Arg, uma vez que
esta fracgdo contem a protease purificada. No entanto, as experiéncias ndo foram bem
sucedidas, pelo que optou-se por usar a Mist TIQ. Esta amostra como ja vimos
apresenta a mesma actividade do que a Mist Arg e contém uma maior quantidade de
proteina. Os resultados obtidos foram convertidos em graficos de barras, onde se pode
observar a permeabilidade da monocamada celular ao RITC-Dex 70S (Figura 16). Para
além disso, esses resultados foram sujeitos a um estudo de comparagao multipla,
sendo as varias situagdes comparadas relativamente aos controlos e entre si. Nessa
experiéncia foi utilizado um controlo para cada situacdo: para estudar o extracto
polinico o controlo consistiu na incubagdo das células com tampao A e para o estudo
da Mist TIQ consistiu em tampdo A com 0,2 M NaCl. Esta diferenga nos controlos deve-
se a Mist TIQ estar contida num tampao salino, uma vez que foi recolhida a meio da

eluicdo salina na cromatografia de troca iénica (Figura 11).

1.5%10"%

1.3%107%4

1.0%10"%

7.5%10"%

Pormeabilidsde
RITCDex WkDa (cms)

5.0%10"%

2,5%10%4

Figura 16 — Efeito do extracto polinico de Chenopodium sp. e da Mistura
TIQ na permeabilidade de monocamadas celulares Calu-3. Para isso as
células Calu-3 foram incubadas com as diferentes amostras, na presenca e
auséncia de 10 mM AEBSF, durante 12 horas, a 372C.0O fluxo transepitelial
foi medido nas 4 horas seguintes a incubacdo, sendo usado um composto
com propriedade fluorescentes, RITC-Dex 70 S. Como controlos incubaram-
se as células com tampdo adequado as amostras em estudo, na presenca e
auséncia de 10 mM AEBSF. Os resultados foram analisados estatisticamente
pelo teste de Tukey.***P<0.001; **P<0,01; *P<0.05 (n=2).
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Pela andlise da Figura 16 é possivel ver que existe um aumento da
permeabilidade transepitelial nas células Calu-3 incubadas com o inibidor AEBSF
(Controlo +Inibidor). Este fendmeno ocorre nas duas situacdes em estudo (Extracto vs
Mist TIQ), o que pode dever-se ao facto de ter sido utilizada uma concentragao
demasiado elevada deste inibidor, que pode ser citotdxica para as células. A
concentragdao de AEBSF normalmente utilizada para este tipo de estudos nao

ultrapassa 1 mM (Vinhas, R. et al, 2011; Gaspar, R., 2012).

Além disso, a incubacdo das células com o extracto polinico de Chenopodium
sp. também induziu um aumento da permeabilidade transepitelial, tal como tinha sido
demonstrado em estudos anteriores (Gaspar, R., 2012) . J4 a a Mist TIQ ndo provocou
nenhum aumento da permeabilidade, pelo que a protease ndo interferiu com a
integridade da barreira epitelial. Este ultimo resultado, no entanto, pode dever-se aos
ciclos de congelamento e descongelamento a qual a Mist TIQ foi sujeita, o que pode
resultar numa perda de actividade proteolitica. Para além disso, a baixa quantidade de
proteina aplicada nestes ensaios (8 pg) poderd ser outro factor limitante. Outra
hipdtese prende-se pelo facto de a protease poder exercer um efeito conjunto com
outras moléculas presentes no extracto, que leva a apoptose e ao consequente
aumento da permeabilidade. Ao longo do processo de purificacdo estas moléculas sdo
eliminadas, nao havendo um efeito significativo da protease na permeabilidade

celular.

A incubacdo das células com o extracto ou a Mist TIQ na presenca de AEBSF
teve como intuito determinar se um eventual aumento da permeabilidade no extracto
ou Mist TIQ estava relacionado com a protease purificada. No entanto, os resultados
obtidos ndo sdo vidveis uma vez que o proprio controlo do inibidor induziu um

aumento da permeabilidade devido a sua elevada concentracdo.

Assim, tendo em conta estes resultado ndo se conseguiu provar que o aumento
da permeabilidade observado no extracto polinico de Chenopodium sp. resulta da

actividade proteolitica da protease purificada.
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3.3.2 Degradagao de Proteinas das Jungdes Intercelulares

Como vimos na seccdo 3.3, tem sido proposto que as proteases conseguem
degradar proteinas constituintes das jungdes intercelulares, o que pode levar ao

aumento da permeabilidade celular, e portanto a fragilizacdo da barreira epitelial.

Assim, para poder relacionar os efeitos observados na permeabilidade (Figura
16) com a potencial degradacdo de juncGes intercelulares foram preparados extractos
celulares MDCK apds exposicao a diferentes estimulos: 6 horas com o extrato polinico
na presenga e auséncia de 10 mM AEBSF; e 6 horas com a Mist TIQ na presenga e
auséncia de AEBSF. Neste estudo foram utilizadas células MDCK, uma linha epitelial de
rim canino, uma vez que possuem uma maior taxa de crescimento que as células Calu-
3 e juncgodes intercelulares funcionais e extensamente caracterizadas (Dukes, J.D. et al,

2011).

A avaliacdo do estado de degradacdo das TJ foi efectuada por imunodeteccao,
através da marcacao contra Claudina-1 (22 kDa) e Ocludina (65 kDa), proteinas
transmembranares das TJ (Figura 3). Os resultados obtidos foram convertidos em
graficos de barras, onde se pode observar os niveis totais destas proteinas (Figura 17).
Esses resultados foram sujeitos a um estudo de comparacdao multipla, sendo as varias
situacdes comparadas relativamente aos controlos (semelhantes ao descrito na sec¢do

3.3.1) e entre si.
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Figura 17 — Efeito do extracto polinico de Chenopodium sp. e da Mistura
TIQ na degradacdo das TJ de células MDCK. As proteinas constituintes das
TJ, Claudina-1 e Ocludina foram analisadas por imunodetec¢do, apds 6 h de
incubagdo com as diferentes amostras, na presenga e auséncia de 10 mM
AEBSF. Como controlos incubaram-se as células com tampdo adequado as
amostras em estudo, na presenga e auséncia de 10 mM AEBSF. Os
resultados foram analisados estatisticamente pelo teste de
Tukey.***P<0.001; **P<0,01; *P<0.05 (n=2).

Como se pode observar na Figura 17, quer a Claudina-1, quer a Ocludina, foram
degradadas apds tratamento das células com o extracto polinico de Chenopodium.sp,

ocorrendo uma diminuicdo de aproximadamente 60 % das suas respectivas
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quantidades. Este efeito foi parcialmente inibido na presenca de AEBSF, o que indica
qgue a degradacdo destas proteinas resulta de actividade proteolitica do tipo serinica

ou de aminopeptidases (ver sec¢do 3.2).

Infelizmente, a incubagdo da monocamada celular com a Mist TIQ nao
provocou uma diminuicdo significativa dos niveis de Claudina-1 e de Ocludina, o que
indica que ndo ocorreu degradacao destas proteinas por parte da protease purificada.
Este resultado pode dever-se, tal como nos ensaios de permeabilidade transepitelial, a
baixa quantidade de proteina aplicada nos estimulos (aproximadamente 8 ug) e aos
ciclos de congelamento e descongelamento da Mist TIQ, que como ja vimos

anteriormente poder resultar numa perda de actividade proteolitica.

E interessante mencionar que todos estes resultados mostram, de forma
evidente, a relagcdo entre os efeitos observados na permeabilidade transepitelial e a
degrada¢dao das proteinas das jungdes intercelulares. Ou seja, a degradacdao de
proteinas das TJ, resultante do tratamento das células com o extracto polinico, pode
levar a um aumento da permeabilidade transepitelial (Figura 16). Contrariamente,
guando as células sdo incubadas com a Mist TIQ ndo ocorre degradacdo das juncdes,

pelo que ja ndo se observam alteragdes na permeabilidade.

E ainda importante salientar que o estado de degradacdo da proteina ZO-1 (220
kDa), pertencente aos complexos citosdlicos das TJ, e da E caderina (120 kDa), proteina
transmembranar das AJ, também foi avaliado. No entanto, a marcacdo contra estas

proteinas ndo foi bem sucedida, pelo pelo que os resultados ndo foram apresentados.

Assim, neste estudo ndo se conseguiu provar que a protease purificada é a
principal responsavel pela disrupcdo de jungdes intercelulares e pelo aumento da
permeabilidade celular em Chenopodium sp. Contudo, continua a ser perceptivel que a
actividade proteolitica desempenha um papel nos efeitos observados neste extracto
polinico (Gaspar, R., 2012). Nesse extracto, foi visto que a degradacdo de TJ pode
envolver proteases do tipo serinicas ou aminopeptidases, uma vez que este efeito é
revertido parcialmente pelo inibidor AEBSF. Varias proteases deste tipo demonstraram
efeitos semelhantes a nivel das juncdes intercelulares. Por exemplo a aminopeptidase

N de Parietaria judaica demonstrou ser capaz de clivar proteinas das juncdes
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intercelulares, nomeadamente, E-caderina e Ocludina, resultando num elevado nivel
de destacamento celular em linhas de células epiteliais pulmonares (Cortes, L., 2006).
Para além disso essa protease foi ainda capaz de clivar SP e VIP, moléculas envolvidas
na regulacdo do ténus broncomotor (Stanisz, A. et al, 1988; Barnes, P.J., 1991). No
fungo Penicillium chrysogenum, uma protease serinica foi responsavel pela clivagem
de TJ, e por induzir uma resposta pré inflamatéria em células epiteliais (Tai, H.Y. et al,

2006).

E légico que todas as proteases ja identificadas e estudadas, tanto em pdlenes
como em outros materiais alergénicos, envolvem mecanismos de accao para além da
degradacdo de TJ e do aumento da permeabilidade celular (ver seccdo 1.4). Assim,

seria relevante estudar o efeito da protease purificada em alguns desses mecanismos.
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4. Conclusoes Gerais e Perspectivas Futuras

Com este trabalho foi possivel, através de sucessivos passos cromatograficos,
purificar parcialmente uma protease do polén Chenopodium sp. Esta protease
apresenta um peso molecular de cerca de 60 kDa e um pl acidico. O perfil de inibicao
obtido indica que a protease purificada apresenta maioritariamente actividade de
metaloaminopeptidase. A avaliacdo da actividade da protease para hidrdlise de
diferentes substratos-MCA mostra que prefere substratos com residuos hidrofébicos

no terminal aminico.

Este estudo conseguiu demonstrar mais uma vez que o extracto polinico de
Chenopodium sp. contém proteases envolvidas na degradacdo de proteinas
constituintes das TJ (Claudina-1 e Ocludina), o que resulta num aumento da
permeabilidade celular. Isto sugere que as proteases contidas neste pdlen poderao
estar envolvidas no aumento da permeabilidade do epitélio pulmonar aos
componentes alérgicos. Por outro lado, a protease purificada nao foi capaz de
degradar as TJ nem induzir um aumento da permeabilidade celular. Tal facto pode
dever-se a baixa quantidade de proteina resultante do processo de purificacdao, que
poderd ser insuficiente para causar uma resposta a nivel celular. Além disso, este
resultado pode demonstrar que o aumento da permeabilidade observado no extracto
polinico pode dever-se a um efeito conjunto com outras proteinas existentes nesse
extracto, que levam a apoptose e consequentemente a um aumento da

permeabilidade transepitelial.

Com base nos resultados obtidos, sdo sugeridas algumas perspectivas quanto a

estudos futuros:

v Para determinar com mais rigor a classe proteolitica da protease purificada, sera
importante determinar a sequéncia de aminoacidos da protease purificada e
verificar se possui alguma homologia com outras proteases conhecidas. Este
estudo poderd ser realizado através de técnicas de espectrometria de massa ou

degradacao de Edman.
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v' Através do conhecimento da estrutura primaria, serd possivel clonar a protease e
posteriormente produzir-la na forma recombinante. Isto permitird obter maiores
qguantidades de proteinas, que como ja vimos pode ser um facto limitante para

estudos in vitro

v Sera interessante determinar as condi¢des Optimas para a actividade desta enzima
(Temperatura e pH), e a sua preferéncia para diferentes substratos (determinacdo dos

parametros cinéticos)

v Sera relevante estudar o efeito da protease em outros mecanismos envolvidos no
desenvolvimento de doencas alérgicas. Uma das hipdteses serd avaliar se a protease
purificada consegue activar receptores PAR-2, uma vez que estes receptores
participam na inflamac¢do do pulmao. Uma outra hipotese consistird em estudar a
accdo da protease na clivagem de neuropéptidos importantes para a homeostase
pulmonar, nomeadamente SP e VIP e angiotensina. Por fim sera interessante ver se

inibidores enddgenos como SLPI e al-Pl, conseguem inibir a protease.
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