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RESUMO

As sementes de Canavalia ensiformis sdo fonte de vérias proteinas de interesse
bioquimico e biotecnoldgico, como urease (JBU) e a canatoxina (CNTX). Ureases sdo
enzimas dependentes de niquel que catalisam a hidrélise de uréia em amonia e carbamato
encontradas em plantas, fungos e bactérias. A canatoxina, uma proteina toxica isolada a
partir da mesma semente em 1981 por Carlini & Guimaraes € uma isoforma de urease. A
CNTX e a urease possuem atividade inseticida, sendo que o efeito entomotdxico se deve a
producdo de fragmentos das proteinas, gerados pela acdo das enzimas digestivas dos
insetos. Apenas grupos de insetos com digestdo baseada em enzimas acidicas sao
suscetiveis a toxina. O mecanismo de acdo da CNTX e peptideos gerados a partir da sua
hidrolise ndo esta claramente elucidado. Considerando o potencial das isoformas de ureases
de C. ensiformis e peptideos derivados para desenvolvimento de inseticidas, é importante
investigar os mecanismos de acdo e 0s Orgaos ou tecidos—alvos de sua toxicidade nos
insetos. Esse trabalho teve como objetivo testar diferentes protocolos visando a
imunolocalizacdo da toxina e/ou seus fragmentos em diferentes tecidos do inseto modelo
Dysdercus peruvianus, um percevejo praga da cultura do algoddo. Mesmo testando
diferentes condicOes experimentais, observamos reacdo cruzada dos anticorpos anti-urease
com os tecidos do inseto D. peruvianus, inviabilizando os estudos de imunolocalizacao.
Considerando que a semente de algoddo apresenta uma urease enddgena ainda pouco
caracterizada, e o alto grau de homologia existente entre ureases de diferentes fontes

vegetais, a reacdo cruzada observada nos tecidos dos insetos pode ser devido a presenca da



urease do algoddo e de seus fragmentos, provenientes do alimento consumido. Qutras
tentativas de identificacdo de alvos moleculares do inseto que interagem in vitro com a
urease foram feitas, como ensaios de ligand blot e cromatografia de afinidade, mas estes
ndo apresentaram resultados conclusivos.

A producéo de anticorpos monoclonais contra as diferentes isoformas de ureases de
C. ensiformis esta entre as alternativas possiveis para atingir nosso objetivo. Numa primeira
tentativa, camundongos foram imunizados com uma mistura de isoformas da urease de C.
ensiformis, que apresentam cerca de 85% de identidade, resultando na produgdo de
anticorpos com especificidades diferenciadas para JBU e para a CNTX. Obtivemos 22
clones positivos: dois apresentaram maior especificidade pela CNTX (cerca de 4 vezes);
dois clones foram mais especificos para urease (cerca de 2 vezes) e um foi capaz de
reconhecer um peptideo inseticida recombinante derivado da urease, com maior
especificidade (resposta 1,5 maior do que CNTX ou JBU). Os resultados demonstraram que
é possivel produzir anticorpos monoclonais que diferenciam as diferentes ureases de C.

ensiformis, para uso futuro em imunohistoquimica.
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INTRODUCAO

1. Ureases

As ureases (E.C. 3.5.1.5) sdo enzimas niquel-dependentes (Dixon et al., 1975;
King et al., 1995) que catalisam a reagdo de hidrolise da uréia a aménia e carbamato, o qual
se decompde espontaneamente para formar dioxido de carbono e uma segunda molécula de
amoénia (Wang & Tarr, 1955). Esta enzima também age sobre outros substratos, como
hidroxiuréia e dihidroxiuréia (Fishbein, W.N., 1969) e algumas uréias substituidas e ésteres
de acido carbdmico, como a tiouréia e p-nitrofenilcarbamato (Bennett, J. & Wren,E.A.
1977).

Essas enzimas estdo presentes em fungos, bactérias e em plantas. Algumas
bactérias produtoras de urease, como Klebsiella aerogenes, utilizam a uréia como fonte de
nitrogénio (Mulrooney et al., 1989). As ureases de algumas bactérias patogénicas estdo
envolvidas em varios processos patoldgicos, como a formacdo de célculos urinarios,
incrustacdo de catéter, pielonefrites, coma hepatico, decorrentes de infecgdes com Proteus
mirabilis, bem como gastrites e alguns casos de cancer gastrico, causados por Helicobacter
pylori. Acredita-se que a hidrdlise da uréia e consequente formacdo de amonia protegem os
microorganismos da morte em ambientes &cidos (Mobley et al.,1995).

Embora a ocorréncia dessa enzima seja bastante comum em tecidos vegetais,
particularmente em leguminosas (Polacco & Holland, 1993), o seu papel na planta ainda
ndo esta claro. Atribui-se como funcéo fisioldgica das ureases um papel na reciclagem de N

a partir de uréia (Sirko & Brodzik, 2000), apesar dessa ndo ser um metabolito abundante

11



em plantas. Durante a germinacdo, a uréia enddgena €, na sua maioria, produto da
degradacdo de arginina. A urease catalisa a conversdao de uréia a amonia, permitindo sua
assimilacdo na via de sintese de glutamina (Goldraij & Polacco, 1999).

Polacco & Holland (1993) descreveram a ocorréncia de duas isoenzimas de
ureases na soja (Glycine max): uma urease ubiqua que esta presente em todos os tecidos da
planta, e uma urease embrido-especifica, sintetizada no embrido em desenvolvimento e
acumulada na semente madura. Essa Ultima apresenta, na semente, uma atividade ureésica
1000 vezes maior do que a urease ubiqua (Polacco & Winkler, 1984). Esses estudos
ampliaram a discusséo sobre a funcdo de ureases em vegetais. Em plantas mutantes, nas
quais a urease ubiqua esta ausente, observa-se necrose nas extremidades das folhas e raizes,
acumulo da uréia e retardo da germinacédo (Polacco & Holland, 1993). No entanto, a perda
da urease embrido-especifica ndo acarreta alteracdo fenotipica alguma na planta. Em
virtude desses fatos, Polacco & Holland (1993) propuseram que essa proteina teria outra
fungéo na planta, talvez, em mecanismos de defesa.

Essa fungéo de defesa das ureases nas plantas condiz com a atividade inseticida
e fungicida descrita para canatoxina, uma isoforma de urease encontrada em sementes de
Canavalia ensiformis (Carlini et al., 1997; Oliveira et al., 1999; Ferreira DaSilva et al.,

2000; Follmer et al., 2001; Becker-Ritt et al., 2007).

2. Isoformas de Ureases de Canavalia ensiformis

As sementes de Canavalia ensiformis sdo fonte de varias proteinas de interesse

bioguimico e biotecnoldgico, como urease (JBU) (Sumner, 1926), a lectina concanavalina
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A (Sumner & Howell, 1936), inibidores de tripsina (Ubatuba, 1955) e a canatoxina
(CNTX), (Carlini & Guimarées, 1981).

A urease (JBU) de C. ensiformis foi a primeira enzima a ser cristalizada
(Sumner, 1926). Possui uma cadeia polipeptidica tunica com 840 residuos de aminoacidos e
uma massa molecular de 90,770 kDa. A forma minima da proteina expressando atividade
enzimatica é a de um trimero de 270 kDa, sendo que a forma nativa € um hexamero de 540
kDa (Zerner, 1991). Fragmentos de baixo peso molecular (30-45 kDa) formam-se em
solugdes de urease, provavelmente decorrentes de quebras “espontaneas” da cadeia
peptidica em ligacfes Asp-Pro (Dixon et al., 1980).

Em 1981, Carlini & Guimardes isolaram uma proteina neurotdxica das
sementes de Canavalia ensiformis: a canatoxina. Posteriormente, essa proteina foi
caracterizada como sendo uma isoforma minoritéria da urease da mesma semente (Follmer
et al., 2001), sendo que ambas isoformas apresentam atividade inseticida (Carlini et al.,

1997; Follmer et al., 2004).

3. A Canatoxina

A canatoxina corresponde a 0,5% do peso seco da semente de C. ensiformis
(Carlini & Guimardes, 1981). Quando injetada intraperitonealmente, a toxina induz
bradicardia, hipertensdo e hipotermia, que precede convulsbes e a morte em ratos e
camundongos, com uma DLso de 2 mg/Kg (Carlini et al., 1984). Nenhum efeito é
observado nesses animais quando a CNTX é administrada por via oral. Em concentracfes

nanomolares a CNTX induz in vitro exocitose em plaquetas, mastécitos, sinaptosomas,
13



ilhotas pancredticas, neutréfilos e macrofagos, sem alterar a integridade das membranas
celulares (Carlini et al., 1985; Barja-Fidalgo et al., 1991 a, 1991b; Ghazaleh et al., 1997). A
canatoxina e a JBU interagem com a superficie celular via ligacdo com gangliosideos e
sialoproteinas (Carlini & Guimardes, 1991; Follmer et al., 2001; Real-Guerra, 2007). A
maioria dos efeitos, in vivo e in vitro, da CNTX envolvem a ativacdo do metabolismo do
acido araquidénico, principalmente pela rota das lipoxigenases (Carlini et al., 1985; Barja-
Fidalgo et al., 1991 a, 1991b; Oliveira-Severo et al., 2006).

Em sua forma nativa, a canatoxina apresenta-se como um dimero de cadeias
polipeptidicas de 95 kDa ligadas ndo covalentemente. Esta proteina contém zinco e niquel,
elevada homologia (~85%) com a sequéncia primaria da urease majoritaria, e 40-50% da
atividade ureésica desta. Em contraste, a JBU é um hexamero de uma subunidade de 90,7
kDa, contendo 2 &tomos de Ni cada, e nenhum Zn (Follmer et al., 2001, 2002). Anticorpos
policlonais desenvolvidos contra a canatoxina nativa ou desnaturada, bem como anticorpos
monoclonais de fonte comercial (Sigma Chem. Co) contra a JBU sdo incapazes de
diferenciar as isoformas, confirmando o seu alto grau de homologia (Follmer et al., 2001).

As duas isoformas podem ser separadas atraves de cromatografia de afinidade
por metal imobilizado, em funcdo da diferenca de afinidade por zinco ou cobalto,

apresentada pelas duas proteinas (Follmer et al., 2001, Follmer et al., 2004).

4. Atividade Inseticida

A atividade inseticida das ureases vegetais foi primeiramente descrita para a

canatoxina, em 1997. A canatoxina foi testada em diferentes insetos apresentando-se toxica
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para insetos com digestdo baseada em catepsinas, como Callosobruchus maculatus

(Coleoptera:Bruchidae) e Rhodnius prolixus (Hemiptera: Reduviidae). Essa atividade

inseticida ndo é observada em insetos com digestdo baseada em enzimas do tipo tripsina

(Carlini et al., 1997). Abaixo estdo relacionados os insetos testados para o efeito inseticida

da CNTX ou urease de C. ensiformis até o presente momento:

Insetos Nao Susceptiveis

Schistocerca americana (Orthoptera, Acrididae)
Drosophila melanogaster (Diptera, Drosophilidae)
Aedes aegypti (Diptera, Culicidae)
Anticarsia gemmatalis  (Lepidoptera, Noctuidae)

Manduca sexta (Lepidoptera, Sphingidae)

Insetos Susceptiveis

Callosobruchus maculatus (Coleoptera, Bruchidae)

Rhodnius prolixus (Hemiptera, Reduviidae)
Nezara viridula (Hemiptera, Pentatomidae)
Dysdercus peruvianus (Hemiptera, Pyrrhocoridae)
Oncopeltus fasciatus (Hemiptera, Lygaeidae)

> Enzimas Digestivas Bésicas

> Enzimas Digestivas Acidicas

A inibicdo das catepsinas digestivas resulta em protecdo para o inseto R.

prolixus contra o efeito letal da CNTX, sugerindo que a hidrélise proteolitica da toxina €

15



essencial para a atividade toxica (Carlini et al., 1997; Ferreira-DaSilva et al., 2000). Essa
hipdtese foi confirmada por estudos de digestdo in vitro da proteina com enzimas de C.
maculatus, resultando em peptideos que apresentaram efeito toxico sobre R. prolixus. O
peptideo mais ativo, apresentando cerca de 10 kDa, foi isolado e chamado de pepcanatox.
Quando o pepcanatox é administrado aos insetos juntamente com inibidores de catepsina, o
efeito protetor ndo é mais observado (Ferreira-DaSilva et al., 2000), confirmando assim que
a CNTX é uma protoxina, e que fragmento(s) dela, gerado(s) pelas enzimas digestivas do
préprio inseto, é(sdo) o(s) responsavel(eis) pelo efeito inseticida. A partir da seqiiéncia do
pepcanatox (Gombarovits 1999), foram desenhados primers para obtencdo de um cDNA
codificando um peptideo recombinante de 12,8 kDa, designado jaburetox-2Ec, expresso em
E. coli (Mulinari et al., 2007). O peptideo jaburetox-2Ec, apresentou potente efeito
entomotoxico no inseto modelo D. peruvianus, uma peste da cultura de algoddo, e também
na lagarta do cartucho do milho, Spodoptera frugiperda, destacando o potencial uso dessa
proteina como ferramenta biotecnolédgica no controle de pragas (Stanisguaski, et al, 2005;

Mulinari et al., 2007).

5. Mecanismo de acéo da urease e/ou do peptideo

O mecanismo de acdo inseticida da urease e do peptideo toxico tem sido
estudado em nosso laboratério. Ensaios de western blot mostraram que n&o ha mais CNTX
no intestino de R. prolixus 48 h apds uma refeicdo da toxina, periodo bem anterior ao inicio
da morte dos insetos, que acontece a partir do 3°-4° dia. Com 48 h, na hemolinfa véem-se

muitos fragmentos e também agregados moleculares imunoreativos, maiores que a propria
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toxina (Carlini et al., 1997; Ferreira-DaSilva et al., 2000). Estes sugerem que tanto a urease
como seus fragmentos ndo ficam restritos ao intestino do inseto e podem ter efeitos
sistémicos. Staniscuaski et al (2007) mostrou que tanto as ureases quanto o Jaburetox 2-Ec
atuam sobre os Tubulos de Malpighi (TM) do inseto R. prolixus diminuindo a secrecao de
fluidos, poréem por rotas diferentes. A secrecdo estimulada por serotonina pelos TM é
ocorre através de rotas diferentes. Eicosanoides e Ca** estdo envolvidos na inibicdo da
secrecdao provocada por JBU, mas ndo pelo peptideo jaburetox 2Ec, para o qual 0 GMPc
parece ser 0 2° mensageiro do efeito antidiurético.

A JBU também tem acdo direta sobre o sistema digestério, diminuindo o
transporte de fluidos através do epitélio do estbmago. Além disso, promove alteracdo na
freqiiéncia e amplitude das contracGes do intestino posterior além de alterar o tonus basal
do masculo. Tanto a JBU, como o Jaburetox 2-Ec, interferem na frequéncia de contracfes

do estdmago (Stanisguaski, 2007).

6. Inseto modelo - Dysdercus peruvianus

Dysdercus  peruvianus  Guérin-Menéville  (Hemiptera:  Pyrrhocoridae),
conhecido vulgarmente como percevejo manchador do algodoeiro, é uma praga da cultura
de algoddo. Os danos causados por esse inseto séo a queda ou mau desenvolvimento das
macas, manchas das fibras, introdugdo de fungos e bactérias, que podem levar a perdas
totais da cultura do algoddo (Gallo et al., 1988). O ciclo de vida do D. peruvianus pode

variar de 30 a 35 dias, dos ovos até a fase adulta.
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Dysdercus peruvianus pertence a ordem Hemiptera, subordem Heteroptera,
familia Pyrrhocoridae. Esses insetos sdo adaptados a diferentes dietas (Gooldchild, 1966).
O inseto escolhido como modelo pertence a infraordem Pentatomomorfa. A maioria dos
pentatomomorfos se alimenta de sementes, nas quais injetam sua saliva contendo enzimas
digestivas (Miles, 1972; Feir, 1974; Hori, 1975; Laurema et al., 1985). A completa digestdo
do alimento deve ocorrer no intestino médio, (Takanona & Hori, 1974; Khan & Ford, 1967)
que se caracteriza, quanto a morfologia digestdria, por ter um intestino médio dividido em 4
regides distintas (V1 - V4), nem sempre apresentando cecos gastricos. Os processos de
digestdo desse grupo de insetos ocorrem ao longo do intestino médio: V1 é um local de
armazenamento, em V2 e V3 ocorre a digestdo das proteinas, carboidratos e a absor¢édo de
monossacarideos (Saxena, 1958; Feir, 1974). Depois de um longo periodo em V3, o
alimento passa rapidamente através de V4 para a porcdo final do intestino. Existem
bactérias associadas ao epitélio de V3 e V4, que parecem nao possuir papel na digestao, ja
que a sua ocorréncia se dd num local onde ndo h& mais processos digestivos (Silva & Terra,
1994). Postula-se que a importancia desses microrganismos estaria relacionada ao
movimento do bolo alimentar, devido a producdo de substancias que estimulariam o
movimento peristaltico (Silva et al., 1995).

Silva & Terra (1994) descreveram os sitios de absor¢do do intestino médio de
D. peruvianus. V1 é o principal local de absorcdo de &gua e glicose, sendo que a agua
absorvida em V1 passa através dos tubos de Malpighi para a por¢éo final do intestino. V2 e
V3 sdo os locais de absorcdo de aminoacidos. Esse inseto, ao contrario do que € relatado
para outras espécies da infraordem a qual pertencem, ndo possui enzimas digestivas na

saliva, que serve apenas para suspender o material ingerido (Silva & Terra, 1994).
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Uma metodologia de bioensaios de toxicidade para D. peruvianus desenvolvida
em nosso grupo permitiu a introducdo de substancia-teste em sua dieta, sem manipulacéo
excessiva do animal (Stanisguaski et al, 2005). Observa-se assim que o efeito da CNTX
sobre esse inseto € estagio dependente, sendo que ninfas sdo susceptiveis enquanto adultos

ndo o sdo (Figura 1).

100 %%V V9 ¥ ¥V ¥V ¥V ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

Ninfas - Controle
—®— Adultos - Controle
—A—Ninfas -CNTX 0.01%
—W— Adultos -CNTX 0.04%
—®— Ninfas - Azida 0.01%
—+— Adultos - Azida 0.01%

60 —

Sobrevivéncia (%)

40

20

Tempo (dias)

FIGURA 1 - Curva de Sobrevivéncia. Insetos de terceiro estagio ou machos
adultos foram alimentados com a semente artificial confeccionada com farinha de
cotilédones de algoddo, contendo CNTX ou azida sodica. O nimero de insetos
sobreviventes foi acompanhado diariamente. Os dados sdo médias e desvio padrao
de pontos experimentais em triplicatas. (Retirado de Staniscuaski et al, 2005).
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A diferenca de susceptibilidade entre adultos e ninfas pode estar relacionada
com as enzimas digestivas presentes ou alteracdes de permeabilidade do trato digestorio em
cada fase. Estudos de hidrolise in vitro mostraram que embora ninfas e adultos sejam
capazes de digerir a urease, nos adultos ndo se observa a formacdo de um fragmento
equivalente ao peptideo entomotdxico, como se observa em ninfas (Piovesan et al, 2007).
Nesse mesmo trabalho, foi sugerido que as enzimas responsaveis pela hidrélise da urease
em adultos sdo do tipo serino e cisteino proteases, enquanto em ninfas, as enzimas

responsaveis sdo do tipo aspartico proteases.

7. Anticorpos Monoclonais

Anticorpos sdo uma familia de proteinas produzidas como parte do sistema
imune de vertebrados, sendo moléculas capazes de identificar uma substancia Unica em
uma mistura complexa de outras substancias. Tradicionalmente, os anticorpos s&o
purificados a partir do soro imune de animais. Essa pratica consiste em introduzir o
imundgeno no animal escolhido, e controlar os niveis de anticorpos no soro até alcancar
uma resposta adequada. Atingido o nivel desejado de anticorpos, € realizada a sangria do
animal e purificagdo das imunoglobulinas, resultando em uma fracdo de anticorpos
purificados. No entanto, esses anticorpos sdo heterogéneos do ponto de vista dos
determinantes antigénicos que eles reconhecem, principalmente quando o antigeno tem
natureza complexa.

Em 1975, Kohler & Milstein descreveram uma forma para a obtencdo de

anticorpos que veio a proporcionar grandes avancos nas areas da biologia celular e dos
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diagndsticos clinicos. A técnica consiste em produzir populacBes de anticorpos
monoclonais através da hibridizacdo de células de mielomas, que podem crescer

indefinidamente, com linfocitos B portadores do gene para um anticorpo especifico.
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Figura 2 — Esquema ilustrativo para a obtencdo de Anticorpos monoclonais em

camundongos. (Extraido de: Boletim Epidemiol6gico Paulista — BEP - ISSN 1806-4272) .

A fusdo é facilitada por polietileno glicol, que promove a aderéncia das células
e fusdo dos nucleos. Depois de fusionadas, as células sdo transferidas para um meio com
hipoxantina-aminopterina-timidina (HAT), no qual apenas células hibridas sdo capazes de

sobreviver. Os mielomas morrem pela falta de nutriente e as células esplénicas tém limitado
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periodo de vida. A morte dos mielomas ocorre devido ao fato dessas celulas ndo serem
capazes de sintetizar purinas, usando hipoxantina de fonte externa como precursor, pois a
enzima (hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferase — HGPRT) estd ausente nesse tipo
celular. Qutras rotas para a sintese de purinas sdo utilizadas como alternativa a HGPRT,
sendo essas inibidas na presenca de aminopterina. Células positivas sdo isoladas e
subcultivadas. Cada célula representa um clone, que produz um anticorpo monoclonal
dirigido contra um Unico antigeno, ou determinante antigénico, no caso de antigenos
complexos. Os hibridomas podem ser estocados em nitrogénio liquido por muitos anos
(Leenaars & Hendriksen, 2005; CCAC Guidelines on: antibody production, 2002).

Depois de selecionados, os hibridomas séo injetados na cavidade peritoneal do
animal que deu origem as células esplénicas e aos mielomas. Ali, secretam os anticorpos
monoclonais formando o fluido ascitico. Este é retirado do animal e purificado por
cromatografia de afinidade com proteina A/G, ou por cromatografia liquida. Os anticorpos
também podem ser obtidos por cultura de células, no entanto, essa alternativa produz
concentra¢des bem menores de imunoglobulinas.

Outro método de imortalizacéo de linfocitos B € a infeccgédo pelo virus Epstein-
Barr (EBV), porém as celulas assim transformadas séo dificeis de clonar e produzem baixos
niveis de imunoglobulinas (Little et al., 2000). A producdo de anticorpos monoclonais
também pode ser obtida utilizando-se tecnologia de DNA recombinante, com o isolamento
e a amplificacdo por PCR dos genes presentes codificantes para anticorpos circulantes e a
clonagem em Escherichia coli. Outra alternativa para obtencéo de anticorpos monoclonais
sdo técnicas de transformacdo de células embrionarias de camundongos, com insercéo de

cromossomos codificantes para as imunoglobulinas desejadas (Reiche et al, 2002).
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8. Uso de anticorpos monoclonais (mAB) no estudo de mecanismos de agdo

de proteinas inseticidas e de ureases

Anticorpos monoclonais sdo ferramentas convenientes para o estudo da
interacdo de proteinas toxicas e receptores moleculares, pois permite que estudos sejam
realizados in vivo, diretamente sobre células e tecidos possibilitando a visualizacdo do
evento estudado.

Estudos com as proteinas inseticidas de Bacillus thuringiensis, por exemplo,
utilizaram imunolocalizacdo para a elucidacdo do mecanismo de acdo e localizacdo das
endotoxinas (proteinas Cry) nos tecidos dos insetos. As proteinas Cry se ligam a receptores
especificos na superficie epitelial das células do trato digestorio dos insetos, disparando o
seu mecanismo de acdo. O reconhecimento desses receptores pelas toxinas € fundamental
para a atividade toxica e é especifico para determinado grupos de insetos (Piggot et al.
2007). Anticorpos monoclonais contra distintos sitios funcionais dessas endotoxinas foram
produzidos e caracterizados (Huber-Lukac et al., 1982, 1983, 1986). Esses mABs reagiram
diferencialmente com proteinas Cry de diferentes subespécies de B. thuringiensis,
permitindo a identificacdo dessas proteinas (Huber-Lukac et al., 1986).

Estudos de imunolocalizagdo permitem também estudar a distribuicdo e
localizacdo de proteinas em tecidos especificos. A imunolocalizacdo de arcelinas, uma
familia de proteinas toxicas presente em Phaseolus vulgaris, sobre os insetos Zabrotes
subfasciatus e Acanthoscelides obtectus permitiu avaliar a distribuicdo dessas toxinas em
células e tecidos dos insetos, contribuindo para o esclarecimento do mecanismo de acéao

dessas proteinas (Paes et al., 2000).
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Anticorpos monoclonais contra ureases ja foram descritos, em especial contra a
enzima de Helicobacter pylori, devido a sua aplicacdo em diagnostico de doencgas gastricas.
Anticorpos monoclonais contra a urease nativa de H. pylori sdo capazes de inibir a
atividade ureéasica, enquanto anticorpos policlonais ndo inibem e podem abolir a acéo
inibitéria desses mAbs (Nagata et al., 1992). Um desses anticorpos, chamado L2,
apresentou reacdo cruzada com ureases purificadas de outras espécies de Helicobacter (H.
felis, H. nemestrinae), mas néo foi capaz de reconhecer urease de Proteus mirabilis ou de
C. ensiformis (Hirota et al. 2001).

Em 1993, Karmali et al. descreveu a producdo de mABs contra ureases de
Canavalia ensiformis. Nesse estudo, foram obtidas trés linhagens de células secretando
mABs da classe IgM que reconheciam formas monomeéricas e triméricas de urease e ndo
apresentavam reagdo cruzada contra ureases bacterianas. Os autores ndo citam dados de
reacdo cruzada com ureases de outras fontes vegetais e nem entre as isoformas de urease
presentes na mesma planta.

Monoclonais contra ureases de plantas foram desenvolvidos por Hirayama et
al., 2000, para estudar a distribuicdo dessas proteinas no bicho-da-seda Bombyx mori, cuja
lagarta se alimenta de folhas e raizes de amoreira (Morus alba). A presenca de urease no
epitélio digestorio e na hemolinfa do B. mori foi realizada por imunohistoquimica usando
mADbs anti-urease. Os estudos mostraram que a urease encontrada na hemolinfa da lagarta
era originaria da planta da qual o inseto se alimenta. Os autores demonstraram ainda que a
urease ingerida pelo inseto passa intacta para a hemolinfa, provavelmente, através de
ligacdo a uma proteina localizada nas membranas do epitélio digestério, que serve como

receptor seletivo, ja que esse transporte é mais eficiente para a urease de Morus alba do que
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ureases de outras fontes, como C. ensiformis (jack bean) e Bacillus pasteurii (Kurahashi et
al, 2005).

Em nosso laboratdrio, anticorpos policlonais produzidos em coelho contra a
CNTX nativa ou desnaturada, ndo se mostraram capazes de distinguir a JBU da CNTX,
apresentando igual titulo por ELISA. Adicionalmente, testamos um anticorpo monoclonal
contra urease de C. ensiformis, disponivel comercialmente (Sigma Chem. Co, U-4879, Lot
79F4819) e esse também ndo se mostrou capaz de distinguir a CNTX da urease majoritaria
de semente (Follmer et al., 2001).

Considerando o potencial das isoformas de ureases de C. ensiformis e seus
peptideos derivados para desenvolvimento de inseticidas, € importante investigar os
mecanismos de acdo e os 6rgdos ou tecidos—alvos de sua toxicidade nos insetos. Alguns
insetos respondem aos efeitos toxicos da ureases de C. ensiformis ou da soja (Glycine max),
apesar da presenca de urease enddgena nas sementes que Ihes servem como alimento. Esse
é 0 caso do percevejo D. peruvianus, sendo que extratos da semente de algodao apresentam
atividade ureésica e reagem contra anticorpos anti-urease ou anti-CNTX. Uma urease com
subunidades de ~98.3 kDa foi preliminarmente caracterizada pelo nosso grupo, sendo esta a
primeira descricdo de urease em uma Malvacea (Barcelos et al, 2004; Menegassi et al,
dados ndo publicados). Ureases sdo abundantes também na semente de soja, fonte de
alimento do percevejo verde Nezara viridula, ou no feijdo-de-corda Vigna unguiculata,
atacada pelo caruncho C. maculatus, sendo que ambas essas pragas Sdo susceptiveis ao
efeito toxico de ureases de C. ensiformis. Devido ao alto grau de homologia entre ureases

de diferentes fontes vegetais (Follmer, 2007), a imunolocalizagcdo da toxina nos tecidos
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alvos desses insetos pode resultar em um falso positivo, devido a uma reagdo cruzada com
as proteinas endogenas e seus fragmentos, provenientes do alimento consumido.

Assim, o desenvolvimento de anticorpos capazes de distinguir as isoformas de
urease de C. ensiformis e o peptideo toxico jaburetox 2-Ec, sem apresentar reacdo cruzada
com ureases de outras espécies, ¢ uma ferramenta importante nos estudos sobre seu

mecanismo de a¢do em organismos suscetiveis.
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OJETIVOS

Objetivos Gerais:

Os objetivos desse trabalho foram realizar a imunolocalizacdo das ureases de
Canavalia ensiformis e/ou de seus fragmentos nos tecidos em ninfas do inseto Dysdercus
peruvianus e desenvolver anticorpos monoclonais capazes de diferenciar as isoformas de

ureases dessa semente, bem como o peptideo inseticida recombinante, derivado de urease.

Os objetivos especificos desse trabalho foram:

e Identificar tecidos alvos de ureases e ou peptideos em Dysdercus
peruvianus e otimizar uma metodologia para visualizar a interacdo da
urease com as proteinas ligantes nos diferentes tecidos;

e Analisar o grau de imunoreatividade cruzada entre as isoformas de
ureases de Canavalia ensiformis e do algoddo Gossypium hirsutum;

e Desenvolver anticorpos monoclonais para o0 peptideo inseticida

recombinante jaburetox-2Ec que ndo reconhecam as holoproteinas;
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Metodologia

1. Ureases

A CNTX e a JBU foram purificadas por cromatografia de afinidade por metal
imobilizado (IMAC) a partir de sementes de feijao-de-porco de acordo com Follmer et al.,
2004. A concentracdo protéica foi estimada pela absorbancia a 280 nm (A280) ou pelo
método de Bradford (1976).

A urease de sementes de algoddo foi purificada conforme Menegassi et al.,
2007. Resumidamente, o protocolo de purificacdo consta de precipitacdo com sulfato de
amonio, duas etapas de cromatografia de troca idnica e gel-filtracdo, resultando em uma
preparacdo homogénea da proteina. A enzima apresenta-se como um hexamero de
subunidades de 98.3 kDa, ligadas ndo covalentemente.

A atividade ureasica das amostras em tampdo 20 mM de fosfato de sddio, 1 mM de
acido etilenodiamino-tetraacético (EDTA), 5 mM de B-mercaptoetanol pH 7,5 foi ensaiada
sobre uréia (10 mM, concentracdo final), por 30 min a 37 °C. A aménia formada foi
determinada colorimetricamente (Weatherburn, 1967). Uma unidade de urease foi definida
como sendo a quantidade de enzima capaz de hidrolisar 1 micromol de uréia por min nas

condicdes descritas.
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2. Peptideo Recombinante Jaburetox 2-Ec:

O peptideo Jaburetox 2Ec € obtido atraves da expressao heterologa em E. coli,
segundo Mulinari et al, 2007. O peptideo possui uma cauda de His que interage com Ni,
viabilizando a purificacdo por cromatografia de afinidade em Ni-NTA (QIAGEN). O
peptideo é retido na coluna e depois eluido com 200 mM de imidazol. A amostra foi

dializada exaustivamente para a retirada do imidazol.

3. Insetos

Dysdercus peruvianus

A col6nia de D. peruvianus é mantida em sala climatizada, com temperatura
entre 22-25 C (Milano et al., 1999), umidade relativa de 75%, e com fotoperiodo de 16:8 h
(Claro: Escuro). Os insetos sdo mantidos em frascos de tereflato de polietileno (PET),
fechados com tela de tecido serigrafico e com uma camada de areia no fundo. Os insetos
tém livre acesso a agua, mantida em bebedouros de plastico, e sdo alimentados com
sementes lintadas de algodao (Gossypium hirsutum). Estas sementes sdo mantidas dentro
dos frascos durante o periodo de reproducdo e postura, até o primeiro estagio de ninfa.
Depois, as sementes sdo colocadas sob o tecido que fecha os frascos, para evitar contato
com as fezes dos insetos. O ciclo de vida do D. peruvianus, dos ovos até a fase adulta.

pode levar de 30 a 35 dias, incluindo 5 fases larvais.
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4. Preparacgdo dos Homogeneizados de D. peruvianus

Ninfas de 4° instar foram mantidas em jejum de 2 a 4 dias, mas com livre
acesso a agua. Para o preparo dos homogeneizados, os insetos foram anestesiados por
hipotermia por 10-15 minutos e em seguida dissecados sob microscopio estereocdspico: as
patas e antenas sdo removidas, a cabeca e o intestino sdo separados, e o resto do corpo €é
reunido em uma Unica fracdo. Cada fracdo foi homogeneizada com Potter manual de vidro
em tampéo PBS 1X, numa proporcdo de 50 insetos (ou suas partes) por mL, e centrifugada
2 vezes a 14.000 rpm por 30 min a 6° C. O sobrenadante foi separado, filtrado em
membrana de 0,45 um e a concentracdo de proteina nos homogeneizados foi estimada por

Bradford (1976).

5. Eletroforeses

As eletroforeses em gel de poliacrilamida (8%, 10%, 12% ou gradiente de 8-
20%) foram realizadas utilizando o método de Laemmli (1970). Realizou-se também o
SDS-PAGE, utilizando-se amostras ndo fervidas contendo SDS. As amostras dos géis
nativos, feitos sem a adicdo de SDS, também ndo foram fervidas. Apds as corridas, 0s géis

foram corados com Coomassie Blue ou nitrato de prata (Blum et al., 1987).

6. Anticorpos Policlonais desenvolvidos em coelho

Adaptado de Follmer et al., 2001. As amostras (CNTX) foram separadas por

SDS-PAGE e coradas com Coomassie Blue. Bandas referentes a CNTX (totalizando cerca
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de 100 pug de proteina) foram cortadas, submetidas a eletroeluicdo ou ndo, e emulsionadas
com os adjuvantes para o preparo das injecOes. Aplicou-se trés injecOes subcutaneas no
dorso do de coelhos, acompanhando-se o titulo por dot blot. Apds a sangria dos coelhos, o
sangue foi centrifugado, deixado coagular e depois o soro foi recuperado. O soro contendo
as imunoglobulinas foi adsorvido com membranas de nitrocelulose impregnadas com
canavalina (0,5 mg/mL em NaPB 50mM) e concanavalina-A (0,5 mg/mL em Tris HCL 50
mM) para retirada de anticorpos inespecificos. Adicionalmente, uma aliquota do anticorpo

foi adsorvido em membranas impregnadas de extrato bruto de sementes de algodéo.

7. Histologia e imunolocalizagéo.

Para avaliacdo ao microscopio Optico, os tecidos dos insetos tratados e controles
foram preparados segundo Veiga et al., 2001. Os insetos de terceiro e quarto instares foram
fixados em formaldeido 4% tamponado (pequenos cortes foram feitos ao longo do inseto
para melhorar a entrada do fixador), desidratados em série alcodlica, e embebidos em
historesina (Leica). Realizou-se cortes seriados transversais e longitudinais do inseto
(micrétomo Leica 2145) com espessura de 3 a 7 um. A coloracdo empregada foi azul de
metileno/fucsina basica. Os cortes foram montados entre laminas e laminulas e com

Entelan para observacdo em microscépio 6ptico.

8. Imunodifuséo
A imunodifusdo foi realizada segundo Outchterlony (1958) usando géis de

agarose a 1%, em 20 mM de fosfato de sédio, 150 mM NacCl, pH 7,0, com 0,02% NaN3.
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Depois da difusdo por 48 horas a temperatura ambiente, os géis foram lavados em salina e

agua destilada, secos e corados com coomassie blue.

9. Dot blot

As amostras (0,5 a 1,0 ng de proteina por spot,) de homogeneizados da cabeca,
intestino e o restante do corpo (insetos controle) foram aplicadas diretamente em pedacos
(1 cm®) de membrana de nitrocelulose (GE-Lifesciences), acomodadas em placas de 16
pocos. As membranas foram bloqueadas com TBS 1X, 5% de leite desnatado, 0,05% de
Tween por 1h 30min a temperatura ambiente sob agitacdo. Depois de lavar 3 x com tampéo
de lavagem (TBS 1X, 0,05% de Tween) as membranas foram incubadas overnight sob
agitagdo com uma solugéo de urease (2 ug em 1 mL, em cada poco) em diferentes solugdes:
1) NaPB 20mM, EDTA 1mM, 2-mercaptoetanol 5mM pH 7,5; 2) formiato de amdnio pH
5,6; 3) TBS 1x, pH 7,5. As membranas foram lavadas com o tampédo de lavagem 3x e
incubadas com o anticorpo anti-urease (diluicdo 1:10.000) por 2 h, a temperatura ambiente.
Apds nova lavagem, as membranas foram entdo incubadas com o anticorpo secundario
contra IgG de coelho marcado com fosfatase alcalina (diluicdo 1:20.000) por 2 h, a
temperatura ambiente. Depois de lavada 3x com o tampao de lavagem, as membranas
foram colocadas na solucdo de revelacdo (Tris H-CI 0,2M pH 9,0; NaCl 0,1M; MgClI
2,5mM; 0,75 uM de nitroblue tetrazolium (NBT) e 30 nM de 5-bromo-4-cloro-indoil-

fosfato (BCIP).
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10. Western-Blot

As amostras de homogeneizados de tecidos (fervidas e ndo fervidas) foram
separadas por SDS-PAGE 8% ou 10% ou em gel nativo (gradiente de poliacrilamida 4 a
15%) e transferidas para membrana de PVDF (0,2 um) previamente ativada com metanol
100% (adaptado de Fitches et al., 2001). A membrana foi bloqueada com 5 % de leite
desnatado por 2 h, em seguida incubada com anticorpo anti-urease desenvolvido em coelho,
com diluicdo de 1:20.000 em TTBS ( 0,15 M NaCl, 10mM Tris-HCI pH 7,4 com 0,05% de
Tween 20 e 1,5% de Leite Desnatado) por 2 horas. Apo6s lavagem com TBS (3x), a
membrana foi incubada com anti-IgG de coelho, conjugado com fosfatase alcalina por 2 h
(diluigdes 1:25.000; 1:20.000; 1:10.000). Depois de nova lavagem (3x), as membranas
foram reveladas para atividade fosfatasica em uma solucdo de NBT e BCIP, diluidos em
tampéo Tris H-CI 0,2M pH 9,0; NaCl 0,1M; MgCl 2,5mM.

Alternativamente, os homogeneizados foram incubados in vitro com solugdes
de urease numa relacdo de 1:1 (massa de proteina) overnight em NaPB 20mM, EDTA
1mM, 2-mercaptoentanol 5mM pH 7,5 a 4 C. Depois, as amostras foram submetidas a
separacgdo eletroforética em gel nativo (gradiente de poliacrilamida, de 8 — 15%), seguido

de Western Blot, conforme descrito acima.

11. Overlay ou ligand blot

Os homogeneizados de tecidos de D. peruvianus (fervidos ou ndo fervidos)

foram separados por SDS-PAGE 8 % ou 10% ou gel nativo (gradiente de poliacrilamida 8 a
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15%) e as proteinas transferidas para membrana de PVDF previamente ativada com
metanol 100% (adaptado de Fitches et al., 2001). A membrana foi bloqueada com 5% de
caseina e todas as etapas posteriores foram realizadas em tampao TBS 1X. A membrana foi
incubada com uma solucdo de urease (1,0 A2g80) por 2 h a temperatura ambiente ou
overnight a 4° C, seguida de incubagdo com anticorpo policlonal desenvolvido em coelho
contra urease (diluicdo 1:10.000) por 2 h a temperatura ambiente, e incubacdo com
anticorpo secundarios anti-lgG de coelho conjugado com fosfatase alcalina (Sigma Chem.
Co.) (diluicdo 1:25000) por 2 h a temperatura ambiente. Depois de lavagem 3x, as
membranas foram colocadas numa solugéo de revelagédo (Tris H-CI 0,2M pH 9,0; NaCl

0,1M; MgCl 2,5mM; NBT +BCIP).

12. Cromatografia de afinidade com urease imobilizada

Aliquotas de 500 pl da resina Chelating Sepharose Fast Flow (GE-Healthcare)
foram colocadas em tubos eppendorf de 1,5 mL e lavadas por centrifugagdo (vortex por 1
min) com agua destilada. Em seguida, adicionou-se a cada eppendorf 500 pL de solucdo de
NiCl2 1M em &gua destilada. O excesso de NiClz foi retirado lavando-se a resina com agua.
A resina foi equilibrada com tampdo NaPB 20mM, 150mM ou 500mM NacCl, pH 7.0 (5
mL cada etapa, 500 pL cada vez no vortex) e em seguida, adicionou-se volume de solugéo
de urease contendo 300 ug ou 1,0 A280, no mesmo tampdo. Apds 2 h a 4 C, a resina foi
lavada para remocao da urease nao ligada com tampdo NaPB 20mM, pH 7.0, contendo 150
mM ou 500 mM NaCl. Em seguida, foram adicionados os homogeneizados (cabeca,

intestino, corpo: 100 ul contendo ~50 g de proteinas), e incubados com a resina overnight.
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A resina foi entdo eluida com tampao NaPB 20mM, pH 7.0, contendo 150mM ou 500 mM
NaCl, e em seguida, eluida com 250 mM de Imidazol. Os materiais eluidos com tampéo e

com imidazol foram aplicados em gel SDS-PAGE 8% ou 10% para analise.

13. ELISA

Os antigenos foram adsorvidos em placas de ELISA em concentracdes variadas
(ureases de C. ensiformis: 0,007 a 1,0 ug de proteina; urease de G. hirsutum: 0,2 a 7,8 ug
de proteina/ por pogo) em 50 ul de solucdo NaPB 20mM, EDTA 1mM, 2-mercaptoetanol
5mM pH 7,5. A seguir, as placas foram incubadas na solucdo de bloqueio TBS 1X
contendo 1% p/v leite desnatado. As placas sensibilizadas foram expostas a um anticorpo
policlonal anti-urease desenvolvido em coelhos (dilui¢des 1:5.000) por 2 h, e ap6s lavagem,
incubada por mais 1 h com anticorpo secundario anti-lIgG de coelho (1:10.000), marcado
com fosfatase alcalina (Sigma Chem. Co). Para a revelacdo, adicionou-se a cada pogo 50 ul
da solucdo de revelacdo 1 mM p-nitrofenil fosfato, 10 mM borato de sddio, 0,25 mM
MgCl, pH 9,8, incubando-se por 30 minutos a temperatura ambiente. A hidrélise do
substrato foi avaliada por leitura da absorbancia de 450 nm em um leitor de microplacas
SpectraMax® (Molecular Devices), e analisada com o software SoftMaxPro, para a

construcdo de curvas padrdes em fungdo da concentracdo de urease.

14. Produgéo dos Anticorpos Monoclonais

A producdo de anticorpos monoclonais foi realizada com a colaboracdo de

Aline Baldi, sob orientacdo do Dr. Fernando Kreutz, na FK-Biotecnologia.
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Resumidamente, dois grupos de trés camundongos BALB/c foram imunizados
com uma mistura das isoformas CNTX e JBU (1.6 p/p). Cada animal recebeu quatro
imunizacbes com 50 ug de proteina cada. As trés primeiras inje¢fes foram intraperitoneais
com intervalos de 2 semanas. Na primeira, a proteina foi emulsionada em adjuvante
completo de Freund (ACF), na segunda, a emulséo foi feita com o adjuvante incompleto de
Freund e na terceira imunizacdo, as proteinas foram diluidas em tampéo fosfato de sodio-
salina (PBS) 1x. Trés dias antes da fusdo, uma quarta dose foi administrada por injecéo
intra-esplénica em cada camundongo. Células SP2/0 (mieldcitos de camundongo) e 0s
esplendcitos foram fusionados com polietileno glicol (PEG), ressuspendidas em meio
aminopterina-hipoxantina-timidina (HAT) para selecdo das células hibridas e plaqueadas na
presenca de macrofagos. Os hibridomas resultantes dessa fusdo foram pré-selecionados
contra a mistura das isoformas. Aqueles que reagiram positivamente foram isolados e nova
selecdo foi feita utilizando-se as proteinas purificadas (CNTX, JBU) e o peptideo

jaburetox-2 Ec. A selecdo foi feita por ELISA, como descrito acima.

15. Selecé&o dos clones

As placas de ELISA foram sensibilizadas com 50 ul por poco de uma solucéo
10 pg/mL do antigeno (CNTX, JBU ou jaburetox-2Ec) por 18 horas a 4° C. As placas
foram lavadas 3 X com PBS 1X, e bloqueadas com BSA 3% por 1 hora. Aliquotas de 100
ul dos sobrenadantes das culturas de hibridomas foram adicionados em cada pogo e
incubados por 1 hora. O anticorpo secundario anti IgG de camundongo conjugado com

peroxidase foi adicionado, incubado por 1 hora, e depois retirado o excesso por lavagens.
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Todas as incubacfes ocorreram a temperatura ambiente sob agitacdo. A atividade da
peroxidase foi medida com os substratos 3,3’,5,5’-tetrametilbencidina (TMB) e perdxido de
hidrogénio, parando-se a reacdo apos 10 min com acido sulfarico. As placas foram lidas
para absorbanica a 450 nm no leitor de placas SpectraMax, e as leituras foram analisadas

com o software SoftMaxPro.
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RESULTADOS

1. Identificacdo de proteinas presentes nos tecidos do Dysdercus

peruvianus que interagem com as ureases in vitro.

Como abordagem inicial, a técnica de dot blot foi utilizada para caracterizar a
interagc@o entre as ureases e 0s homogeneizados dos insetos. Observamos (resultados nao
mostrados) que os controles dos homogeneizados (0,5 ug de proteina no spot), ndo
incubados com JBU, davam reacdo positiva nos dot blots com dilui¢Ges de até 1:10000 do
anticorpo primario (policlonal anti-urease). Diferentes condi¢cdes foram testadas visando
otimizar o processo de interacdo in vitro entre ligantes, de tal modo a permitir a
caracterizacdo dessa interacdo. Para tal, fizemos Dot Blots utilizando trés tampdes de uso
comum no laboratério: NaPB 20 mM, EDTA 1mM, 2-mercaptoetanol 5 mM pH 7,5, que é
o tampao normalmente utilizado para armazenar a urease em sua forma estavel e ativa,;
formiato de aménio pH 5,6, com 0 mesmo pH encontrado no intestino desses insetos; e
TBS 1x pH 7,5, por ser o tampao utilizado nas outras etapas dos ensaios de blot. Ndo houve
diferencas nos resultados dos Dot blots, indicando que a ligacdo do anticorpo anti-urease
diretamente aos homogeneizados (cabeca, intestino e o resto do corpo) ocorre igualmente
nos trés tampaes.

O Dot Blot demonstrou que o anticorpo policlonal anti-urease reconhece
epitopo(s) nos homogeneizados de D. peruvianus, mesmo quando os insetos controle estdo

em prolongado jejum. No entanto, esse reconhecimento ndo foi visto nos Western blots,
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guando os homogeneizados de tecidos sdo previamente separados por SDS-PAGE. Apos a
desnaturacao preparatéria com o SDS, com ou sem fervura das amostras, apenas a urease
de C. ensiformis foi reconhecida pelo anticorpo, ndo sendo detectada qualquer banda
imunorreativa nos homogeneizados de tecidos dos insetos controles. A incubagéo in vitro
dos homogeneizados de tecidos do inseto com a urease por 16 horas nas condigdes testadas,
seguida de Western blot, ndo produziu resultado diferente, mesmo quando 0s
homogeneizados foram submetidos a separacdo em gel nativo (sem detergente e sem
fervura). Esses resultados negativos sugerem que os anticorpos policlonais anti-urease
utilizados reconhecem epitopos conformacionais de urease/fragmentos presente(s) nos
tecidos dos insetos (figuras 3A e 3B).

Né&o foi possivel detectar, em nenhuma das condigdes testadas nos ensaios de
“overlay”, a ligacdo da urease com proteinas dos homogeneizados de tecidos dos insetos,
apos separacao destes por eletroforese e transferéncia para membranas de nitrocelulose.

Utilizamos a cromatografia de afinidade com urease imobilizada como
alternativa aos ensaios utilizando o anticorpo policlonal anti-urease. Nessa técnica, a urease
nativa foi imobilizada na resina cromatogréafica através da sua afinidade por niquel. Os
homogeneizados de tecidos dos insetos foram aplicados na coluna e, apds retirada das
proteinas ndo retidas, procedeu-se a duas etapas de eluicdo, a primeira através de um
aumento da forca i6nica com NaCl, e a segunda com imidazol, nesse caso “desligando-se”
também a urease da resina. A andlise por SDS-PAGE das proteinas eluidas da resina com
urease imobilizada foi semelhante nos experimentos e no controle (onde néo havia a urease

imobilizada na resina) (dados ndo mostrados). Uma explicagdo para esse resultado seria
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que proteinas presentes nos homogenados dos tecidos possuem também afinidade pelo

metal quelado (Ni), mascarando qualquer interacdo com a urease imobilizada.

-
»
A PM
-
» =
B PM URE (=3 ] IN CA

Figura 3: (A) SDS-PAGE e (B) Western Blot dos homogeneizados de D. peruvianus: (PM)
padréo de peso molecular; (URE) urease de C. ensiformis 5 pg; (CO) homogeneizado do
corpo, 15 ug; (IN) homogeneizado do intestino 15 pg; (CA) homogeneizado da cabeca 15
ug. (A): gel 10 % de poliacrilamida, corado com prata. (B): Western blot, anticorpo anti-
urease (1:5000) de coelho e anti-lgG de coelho conjugado com fosfatase alcalina
(1:10000), revelado com BCIP e NBT. A seta indica a banda do mondmero da urease de C.

ensiformis, com ~95 kDa.
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Ensaios preliminares de imunohistoquimica utilizando cortes de tecidos de D.
peruvianus (ndo alimentados com JBU) e anticorpos policlonais anti-urease mostraram uma
forte marcacdo inespecifica, que inviabilizou o0 uso dessa técnica para 0s objetivos
propostos. Como esse inseto se alimenta de sementes de algodao, que contem uma urease
enddgena (GHU), esta poderia estar sendo reconhecida pelo anticorpo policlonal anti-
urease de C.ensiformis, mesmo ap6s a adsorcao do anticorpo com extratos de algodao.

Realizamos ensaios de imunodifusdo utilizando o anticorpo policlonal anti-
urease para avaliar a imunorreatividade cruzada de extratos brutos de sementes de algodéo
e de feijdo-de-porco. Nas melhores condi¢des do ensaio, obtivemos linhas de precipitacéo
para o extrato de algodao apds 48 horas, enquanto que para o extrato de C. ensiformis essas
ja eram visiveis apds 24 horas de corrida (dados ndo mostrados).

Em seguida avaliamos o reconhecimento de GHU (purificada ou no extrato
bruto da semente) nos testes de ELISA, utilizando-se os anticorpos policlonais anti-urease
C. ensiformis (Figuras 4 e 5). O comportamento da curva dose-resposta para a GHU no
ELISA tende a fugir da linearidade, mesmo para a proteina purificada (Figura 5). Varios
fatores podem contribuir para isso: no extrato bruto pode haver outros compostos que
“sequestram” os anticorpos, como lectinas, por exemplo; por outro lado, essa observacédo
indica que apenas parte dos determinantes antigénicos da JBU estdo presentes na GHU.

Ensaios de atividade ureésica indicaram que a semente de algoddo possui cerca
de 116 U da enzima/g de farinha, um conteldo mais baixo de urease comparado as
sementes de leguminosa (o feijdo-de-porco tem 720 U/g farinha). A GHU purificada
segundo Menegassi et al., 2007, apresenta uma atividade especifica de 29 U por mg de

proteina.
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Avaliando a imunorreatividade cruzada entre a urease de algodao e a urease de
C.ensiformis por ELISA, constatamos que os anticorpos policlonais anti-JBU reconhecem
menos eficientemente a GHU, com uma diferenca de afinidade de cerca de 100 vezes. Essa
diferenca no ELISA foi vista tanto utilizando-se a GHU purificada, como titulando sua
presenca no extrato bruto (Figuras 4 e 5). Segundo o resultado do ELISA, o extrato bruto de
algoddo teria cerca de 0,1 ug de urease por ul do extrato bruto. Considerando a
concentracdo protéica de 4,1 mg/mL desse extrato (0,2 g farinha/mL), o ELISA indicou
0,024 mg GHU por mg de proteina do extrato, ou ainda, a partir da atividade especifica da
GHU purificada, o extrato bruto de algodé&o teria cerca de 14 U de GHU por g de semente.

Em resumo, ainda que o reconhecimento da GHU pelos anticorpos policlonais
anti-urease C.ensiformis disponiveis subestimem em 5 a 10 vezes os niveis da enzima, o
alto grau de homologia entre as ureases em geral e a consequente imunorreatividade
cruzada obtida com anticorpos policlonais, mostram que a abordagem imunohistoquimica

convencional tem pouca chance de sucesso.
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Figura 4: Curva padrdo da urease de C. ensiformis utilizando anticorpos policlonais contra
JBU, por ELISA: (A) Curva padrdo de urease de C. ensiformis purificada (B) Apresentacéo

logaritmica da curva padrdo. Resultados sdo médias de triplicatas = desvio padrao.
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Figura 5. Curva padrdo e titulacdo da da urease de algoddo por ELISA: (A) Curva padrdo
de GHU purificada conforme Menegassi et al., 2007. (B) Titulacdo da urease de GHU no

extrato bruto de semente de algoddo. Resultados sdo médias de triplicatas + desvio padrao.
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2. Producao de Anticorpos Monoclonais anti-Urease de C. ensiformis

A fusdo de esplendcitos dos camundongos imunizados com os mielomas
resultou em 500 pogos contendo hibridomas. Os sobrenadantes das culturas de hibridomas
foram inicialmente testados por ELISA em placas sensibilizadas com uma mistura das
isoformas, CNTX (15%) e urease (85%). Desses, 96 pocos foram selecionados, por
apresentarem maior reatividade na avaliacdo inicial, sendo transferidos para uma nova
placa para crescimento. Um segundo ciclo de selecdo desses clones foi realizado utilizando
trés diferentes antigenos purificados: CNTX, JBU e o peptideo jaburetox 2-Ec (Figura 6).

Os resultados mostram que, mesmo imunizando os camundongos com uma
mistura de CNTX e de JBU, é possivel obter hibridomas produtores de anticorpos
monoclonais que reconhecem mais especificamente uma das isoformas, ou o peptideo
recombinante. Dos 96 pocos, verificamos que 22 destes foram mais responsivos as
isoformas, ou ao peptideo recombinante. Assim, os hibridomas dos pogos 72 e 7
produziram anticorpos com maior especificidade pela CNTX (cerca de 4 vezes em relacdo
a urease ou o peptideo). Dois pocos, 21 e 57, foram mais especificos para JBU (cerca de 2
vezes). Embora o sobrenadante de todos os pocos tenham reconhecido o fragmento toxico,
0 poco 37 reconheceu o peptideo recombinante com maior especificidade (resposta 1,5

maior para o jaburetox 2-Ec do que CNTX ou urease).
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Figura 6: Sobrenadantes das culturas de hibridomas foram testados contra
CNTX, urease de C. ensiformis e peptideo toxico. Os nimeros na vertical correspondem ao
nimero do poco da cultura de hibridoma. (* clone mais especifico para CNTX; **

especifico para JBU; *** especifico para Jaburetox 2Ec)
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DISCUSSAO

O reconhecimento de proteinas “enddgenas” nos tecidos do inseto pelo
anticorpo policlonal anti-urease disponivel impossibilitou os estudos de imunolocalizacéo
da urease. Mesmo utilizando diferentes condi¢Ges para incubacdo e altas diluicdes do
anticorpo, ainda se observa a interacdo do anticorpo anti-urease com 0s homogeneizados.

Essa interacdo pode ser explicada, em parte pela presenca de urease nas
sementes de algoddo (Menegassi et al., 2007), que serve como alimento do inseto modelo
D. peruvianus. Fragmentos da proteina poderiam estar presentes mesmo nos tecidos dos
insetos mesmo em prolongado jejum.

Outro motivo poderia ser a ocorréncia de proteinas do inseto que possuam
homologia com as ureases. Staniscuaki e colaboradores (dados nao publicados) detectaram
uma banda de 90 kDa imunoreativa para anticorpos anti-urease de C. ensiformis em
Western blot de extratos de tecido nervoso de Rhodnius prolixus. Como esse inseto é
hematofago, a origem dessa proteina imunoreativa permanece desconhecida, ndo sendo
provavelmente proveniente do repasto de sangue do percevejo. Uma consulta aos bancos de
dados revela a existéncia de uma sequéncia de cDNA (Q7PED9) que codificaria uma
proteina homologa ao N-terminal de ureases de plantas no mosquito Anopheles gambiae.
Outra fonte alternativa dessa urease no R. prolixus ou mesmo no D. peruvianus poderiam
ser microrganismos simbiontes (bactérias, fungos ou protozoarios) que estdo presentes em

VAarios insetos.
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Uma alternativa para esses estudos seria a obtencdo de anticorpos monoclonais
capazes de diferenciar as isoformas de urease das diferentes sementes, 0 que
potencialmente permitiria realizar a imunolocalizagdo da urease de C. ensiformis nos
tecidos do inseto Dysdercus peruvianus, apesar da presenca da urease/fragmentos de
algodéo provenientes da fonte alimentar.

Nossos resultados mostram que é possivel obter-se anticorpos monoclonais que
diferenciam a isoforma minoritaria CNTX da urease majoritaria da C.ensiformis, ainda que
exista entre elas uma homologia estimada em mais de 85%. A imunizacdo dos
camundongos com uma mistura das isoformas de urease de C. ensiformis resultou em 22
pocos com imunoreatividade positiva. Desses, quatro foram capazes de diferenciar as
isoformas: dois foram mais especificos para a CNTX, (72 e 7), e dois, para a urease, (21 e
57). Um poco, 37, foi mais especifico para o peptideo inseticida. Considerando que em
cada poco havia uma mistura de clones, ja que ndo chegamos a realizar a diluicdo limitante,
espera-se que a especificidade para cada isoforma e para o peptideo seja maior apos o
isolamento de cada clone.

A obtengcdo dos anticorpos monoclonais contra as isoformas de urease é
dificultada pela necessidade de obter cada isoforma pura e em quantidade suficiente para as
imunizagBes. Nesse trabalho pudemos observar que esse pré-requisito nao é fundamental
para a producdo de anticorpos monoclonais, pelo menos nas etapas de imunizagdo. Além
disso, a sobrevivéncia dos camundongos também € fator que exige atencao, pois a CNTX é
uma proteina letal para esses animais quando administrada por via intraperitoneal, sendo
que a quantidade de proteina administrada em cada imuniza¢do obviamente ndo pode

ultrapassar a dose letal da toxina (cerca de 2 mg/kg).
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Ainda que ndo tenha sido possivel testar a imunoreatividade da urease de
algoddo contra esses anticorpos monoclonais, ou utiliza-los para 0s ensaios de
imunolocalizacdo, muito provavelmente serd possivel encontrar um monoclonal que
reconheca apenas as ureases de C.ensiformis, sem ter imunoreatividade cruzada com a
urease endogena do algodao.

Outras abordagens para um estudo histoquimico ainda sdo possiveis, como a
marcacdo da urease com um fluoroforo, e visualizagdo “direta” da proteina no tecido-alvo.
Resultados preliminares mostraram que a marcagdo da urease com 2-(4’-isothiocyanate-
2’hydroxyphenyl)benzothiazole (4b) (Rodembusch et al. 2005) é eficiente, no entanto os
homogeneizados de tecidos dos insetos emitem uma fluorescéncia intrinseca no mesmo
comprimento de onda desse fluordforo. O uso de outros tipos de sondas fluorescentes seria
uma alternativa para contornar esse problema.

A interacdo das ureases com membranas de eritrdcitos (Follmer et al., 2001),
com proteinas da hemolinfa do bicho da seda (Kurahashi et al., 2005) ou do barbeiro
(Ferreira-daSilva et al., 2000) j& foram descritos. Sabe-se que, apds ingestao, essa proteina
é absorvida, passando do limen intestinal para a hemolinfa do inseto (Kurahashi et al.,
2005). Ainda que o peptideo derivado da urease ap6s digestdo seja provavelmente o
principal agente toxico para o inseto, a holoproteina também parece exercer efeitos per se.
Assim, Staniscuaski (2007), descreveu a interacdo in vitro da urease com varios 6rgaos de
Rhodnius prolixus, como tdbulos de Malpighi e o estbmago.

No presente trabalho, ndo conseguimos observar a interacdo das ureases com
nenhum dos tecidos avaliados nos ensaios, mesmo utilizando diferentes condigbes. E

provavel que, a interacdo esteja ocorrendo, mas seja muito l&bil, e ndo esteja sendo
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detectada pelos métodos aqui utilizados. Novas modificacbes deverdo ser feitas nos
ensaios visando possibilitar a visualizacdo ou medida dessa interacdo, como por exemplo,
cross-linking entre a urease e as estruturas-alvo, ou estudos por ressonancia plasménica de

superficie.
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CONCLUSOES

As metodologias utilizadas para visualizar a interacdo entre moléculas presentes
nos homogeneizados dos insetos e a urease mostraram-se ineficazes nas condicgdes testadas.

Os anticorpos policlonais contra JBU reconhecem GHU com uma afinidade
cerca de 100 vezes menor. Apesar disso, a imunorreatividade cruzada com a GHU ou
fragmentos provenientes do algod@o ingerido, presentes nos tecidos de D.peruvianus,
inviabilizaram o uso de técnicas de imunohistoquimicas para identicacdo de alvos da urease
no inseto.

Demonstramos ainda que € possivel produzir anticorpos monoclonais que
diferenciam as isoformas de urease de C.ensiformis, apesar das proteinas apresentarem no
minimo 85% de identidade. Assim, a obtencdo de anticorpos monoclonais que discriminem
ureases de diferentes fontes pode ser uma alternativa para os estudos imunoquimicos
visando determinar tecidos-alvos em insetos que se alimentem de fontes produtoras de

urease, como o Dysdercus peruvianus.
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Canatoxin, & urease isofomm from Canovalia ensifoemis seeds, shows insecticidal sotivity
agatnst different insect species. Its toxicity relies on an internal 10 kDa peptide {pepcana-
tox), released by hydrolysis of Canatoxin by cothepsins in the digestive system of suscep-
tible insects. In the present work, based on the N-terminal sequence of pepcanatox, we have
designed primers to amplify by PCE o 270-bp fragment cormesponding to pepoanatox using
JBURE-T cOMNA (one of the urease isofarms cloned from C ensiformis, with high identity to
JBURE-L, the classical urease) as a template. This amplicon named jaburetox-2 was cloned
ino pET 101 vector w obrain heterologous expression in Eschenichia coli of the recombinant
protein in C-terminal fusion with V-5 epiope and 6-His tag. Jaburetox-2Ec was purified on
Nickel-NTA resin and bicassayed in insect models, Dysdorcus peruvianus larvae were fed on
cotton seed meal diets containing 0.01% (woiw} Jaburetox-2Ec and, after 11 days, all indivi-
duals were dead. Joburetox-2Ec was also tested against Spodoptera frugiperda larvae and
caused 100% monality. In contrast, high doses of Jnburetox-2Ec were innocuous when
injected or ingested by mice and neonate rats, Modeling of Jaburetox-2Ec, in compattson
with other peptide structures, revealed a prominent g-hairpin motifl consistent with an
insecticidal activity based on efther neurctoxicity or cell permeation.

1 2007 Elsevier Inc, All rights reserved.

1. Introduction

Canatoxin, a toxic protein isolated from Canavalio ensiformis
seeds [5], and more recently identified as an isoform of urease
[13], displays insecticidal properties when fed o insects that

telay on cathepsing as thelr main digestive enzymes as the
kissing bug Rhodmius prelixus, the cowpea weevil Callosobruchus
maculbatus, the Southern green soybean stinkbug Nezara virduda
and the cotton stainer bug Dysdercus peruvianus [4,7, 31], The
major form of C. ensiformis urease and the sovbean seed urease
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also have entomotoxic activity suggesting that this property
may be commen to all plant ureases [14].

The entomotoxic effect of urease is independent of its
urealytic activity [14] and requires proteclytic processing of
the protein by insect enzymes [7,12]. Previous studies have
shown that the entomotoxicity of canatoxin relles on an
internal peptide (pepcanatox), which could be produced in
vitro by hydrolyzing the protein with cathepsins obtained
from susceptible insects [12,17].

To fully understand the bislogical activity and mode of
action of uremse-derived peptides would require large
amounts of pepcanatox, which would be difficult o accom-
plish given the low yield of the production methods available
[6].

In this report, we describe a method for preduction of a
recombinant peptide equivalent to pepcanatox. For that, we
have amplified a pepcanatox-like cDMNA fragment from
JBURE-T, a gene encoding one of the urease isoforms from
C. ensiformis [26]. This amplicon, named laburetox-2 (lack
bean urease toxin), was subcloned into an expression vector
te preduce recombinant Jaburetox-2Ec in Escherichia coli [25].
The entomotoxic effect of this recombinant peptide was
demonstrated using the cotton stainer bug Do peruvianus
[Hemiptera: Pyrrhocoridae), a model insect that utilizes
cathepsins as the main digestive enzymes and features an
acidic pgut [28], as well as the fall armyworm Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), a model insect display-
ing serine proteinases and an alkaline digestive system
[11,13.28).

The mode of insecticidal action of plant ureases or derived
peptides has not been studied in detail so far. In Rhodnius
prolixus impairment of diuresis and symptoms suggestive of
newrotoxicity, such as incoordinated movements of limbs and
antenna and reversible paralysis in sub-lethal deses [17], are
seen following a meal of urease or pepcanatox. In this work,
the molecular modeling of Jaburetox-ZEc was proposed to aid
the identification of possible motifs, which could be involved
in entomotoxic activity.

2. Materials and methods
2.1 Primer design and polymerase chain reaction

The JBURE-N fragment corresponding o pepcanalox was
identified by alignment of the pepcanatox N-terminal
sequence with the deduced amino acid sequence of JBURE-[T
(Genbank Acession number AP46E7EE], The CCAC sequence
and an ATG start codon were added 1o the 5-end of the
forward primer (5-CACCATGGGT CCAGTTAATGAAGCC-T).
The reverse primer was designed based on JEURE-Il sequence
and the predicted size of the entomotoxic peptide (10 kDa),
corresponding to 81 amino acid residues (Fig. 1, %-
ATAACTTTTCCACCTCC-3). PCR amplification of Jaburetox-
2Ec fragment from JBURE-Il gene was performed in a 25l
reaction, containing 500 ng of pGEMT-easy/JBURE-Nl as the
template DMNA, 400nM of each primer, 200 M of each
deoxynuclecside triphosphate (dNTP), and 25U Pfu DNA
polymerase (Statagene) in bulfer. The reaction was cammied
out in a programmable thermocycler using the following
reaction cycles: initinl dematuration at 24°C for 1.5min
followed by 30 consecutive cycles of denaturation at 94 'C
for 30 %, annealing for 45 5 at 54° C, and extension at 72 "C for
1 min, and a final extension at 72 “C for 5 min. The size (270 bp)
and amount of the Jaburetox-2Ec amplicon was monitored on
1.5% agarose gel.

2.2, Jaburetox-2Ec amplicon cloning

The PCR product was purified from agarose gel using the
GenClean kit (BIO 101) and cloned into the pET 101 DVTOPO
vector (Invitrogen), using 5 ng of the PCR product in a reaction
containing 200 mM NaCl, 10 mM MgCl; and pET 101 vector.
Chemically competent E. coli (TOFP 10) cells were transformed
with 3 ul of the ligation reaction and grown overnight in LB
medium containing 100 wg/ml ampicillin. The positive trans-
formants were analyzed by PCR, using whole colonles as a
source for DNA template. The amplification of Jaburetox-2Ec

[ enT CoAGT TAA GAAGCC AT TOTARAGCAGCT AT COAGAT TETGTGOAGAAGGGAA &
H G PV HE AHNOCIEKAAMNMTETIW®YVYOCHREE D
TTTEGACATAAGOAAGARGARAGATECAAGT GAGEET ST TACCACAGEAGACCCTGATTGT 120
F G H K EEEDATSETUGWOTTGGDPODOCAS
CCTTTCACCAANGCOCAT T OCT OO T GANGAATAT GCT ANCAAGTATGGTOOGACTATTOST 180
PEF T KATITFPRETETYANEKTYGPETTIGQ®
GACAAAATCOGT CTTGET GACACTGATTTGAT TECT CAAAT TEAARAGCAT TTTCOCOTT 40
D KIRLGDTODLIAETLETEKTDEALSHS

TATGCTGATGRARGTGITTT

ATAAAGEECCAGCTCAATTOGAAG 300

Y G 0DE B VF G ¢ @ KE VI kgelonsez km
CTTRAAGGTANGOCTATCOCTARDOCTCTCCTORGTCTCGAT TCTACGOGTACCGETCAT M0
L « g k p i pnpll gl ds=toret g him

CATCACCATCACCATTGA
h h h h h=*

it
(r4]

Fig. 1 - Nucleotide and its deduced amino acid sequence of a cDNA for the Jaburetox-2Ec, The deduced amino acid sequence
is shown below their respective codons. Nucleotide and amino acid numbers of Jaburetox sequence are indicated on the
right side. The box indicates an additional start codon. The primers regions are underlined. The Jaburetox sequence is
shown in uppercase letters and fusion V-5 epitope and polyhistidine vector sequence is shown in lowercase letters.
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was monitored by agarose gel electrophoresis with DNA
stained with ethidium bromide (0.5 pg/ml). Three recombi-
nant plasmids containing insert of expected size were
purified from recombinant colonies (mini-preparations) and
sequenced on ABI 3700 automated sequence analyzer (Applied
Biosystems, Perkin-Elmer), using T7 forward primer to confinn
the presence, correct DNA sequence and insert orientation.

2.3, Expression of recombinant Jaburetox-2Ec and
polyacrylamide gel electrophoresis

A pET 10V]aburetox-2Ec recombinant plasmid was trans-
formed into chemically competent E. coli BL21 Star (DE3) and
inoculated into 10 ml of LB containing 100 pg/ml ampicillin,
Cultures were incubated at 37 “C until ODggo reached 0.6-0.8.
[PTG was added to a final concentration of 0.75 mM and 0.5 ml
of culture was sampled after 1h after induction. Cultures
without induction served as control. Cells were centrifuged
(5000 = g, 10 min), resuspended into SDS-PAGE sample buffer
and analyzed by Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
12% (SDS-PAGE) according to Laemmli [20] and stained with
Coomassie Blue R-250,

2.4,  Purification of Jaburetox-2Ec using Ni-NTA agarose

For isolation and purification of Jaburetox-2Ec, 250 ml of LB
medium containing 100 ug/ml ampicillin were inoculated with
5ml of the above culture, The cells were grown 2h at 37 C
under shaking (ODggo = 0.7) and then IPTG was added to 1 mM.
After 2h, the cells were harvested by centrifugation and
resuspended in 10 ml of lysis buffer (S0 mM sodium phosphate
buffer, pH 7.0, 400 mM NaCl, 100 mM KCI, 10% (v/v) glycerol,
0.5% (v/v) Triton X-100 and 10mM imidazole), sonicated,
centrifuged (14,000 = g, 20min) and 10l of supernatant or
Spl of the pellet sample were analyzed by SDS-PAGE. The
supernatant was loaded onto a 2ml Ni affinity column (Ni-
NTA—QIAGEN), which was previously equilibrated with the
equilibration buffer (50 mM sodium phosphate buffer pH 8.0,
300 mM Nacl, 10 mM imidazole). After 30 min, the column was
washed with 20ml of the same buffer, containing 20 mM
imidazole. The protein was eluted with the equilibration buffer
containing 200 mM imidazole and quantified by the Bradford
method [2]. The samples were dialyzed against deionized water.

2.5, Western blot analysis

This was done according to the Towbin method [32]. Purified
Jaburetox-2Ec was electrophoresed and transferred to a
polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane, then immersed
in blocking buffer, consisting of 5% nonfat dry milk in
phosphate-buffered saline (PBS, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl
and 4.3 mM NaHPO,.7H,0, pH 7.3), and 0.05% Tween. After
washing, the membrane was incubated with a rabbit IgG anti-
canatoxin antibody [13], diluted 1:5000 in blocking buffer, with
gentle shaking for 3 h at room temperature, followed bya2h
incubation with anti-rabbit IgG alkaline phosphatase con-
jugate (Sigma Chem. Co.,, 1:5000 dilution) as secondary
antibody. The colorimetric detection was carried out by using
BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate p-toluidine salt)
and NBET (nitro-blue tetrazolium chloride).

2.6,  Insect bioassays

2.6.1. Insecticidal effect of Jaburetox-2Ec in D. peruvianus
The bioassay was carried out according to Staniscuaski et al.
[31]. Third instars D. peruvianus were fed on artificial cotton
seeds, consisting of gelatin capsules (size 2 or 3, Elli Lilly Co.)
containing cotton seed flour and 0.01% (w/w) freeze-dried
Jaburetox-2Ec or canatoxin (purified according Follmer et al.
[15]). The purified Jaburetox-2Ec was exhaustively dialyzed
against 5mM sodium phosphate pH 7.5 buffer and the last
change of dialysis buffer was used as control in the bioassay.
Groups of 30 insects were tested in triplicates and monitored
for survival during 15 days.

2.6.2. Insecticidal effect of Jaburetox-2Ec in S. frugiperda
Three groups of six third instar 5. frugiperda were reared on
Phaseolus vulgaris leaves. The insects were kept in individual
plastic cups closed with silkscreen tissue at 26 - C, 85% humidity,
12-h dark-12-h light cycles. At days 0, 2 and 4, drops (20 pl)of a
phosphate buffered solution containing 16.3 pg Jaburetox-2Ec
were air-dried onto the surface of foliar discs (30.5 mm?) and fed
to each larva. Control larvae received foliar discs containing
20 pl air-dried dialysis buffer. The mortality in the group and
individual weight gain were measured daily.

2.7.  Toxicity of Jaburetox-2Ec in mammalian models

Adult Swiss mice (males, 20 g) or neonate Wistar rats from the
central animal facility of Universidade Federal do Rio Grande
do Sul were used for these experiments. Groups of six animals
each were injected by intraperitoneal route or received orally
(intragastric tubing) a single dose of canatoxin [15] (3 mg/ke,
equivalent to 1.5 LDsp [13]) or Jaburetox-2Ec (10 mg/kg) in
phosphate buffered saline. The animals were kept in indivi-
dual cages, except neonate rats which were returned to their
mother's, and observed daily during the next 5 days. The
experimental protocols were designed according to approved
institutional protocols for animal experimentation.

2.8.  Statistical analyis of bioassays

Unpaired Student t-test was applied to the bioassay data and
p < 0.05 was considered significant.

2.9.  Ab initio modeling of Jaburetox-2Ec

ROSETTA was used for ab initio model building using default
protocols: 2000 individual models were constructed from 3-
and 9-residue segments using Monte Carlo substitution and
optimization protocols [29,30]. These were clustered based on
RMSD calculations [27] and visualized and compared with
PyMOL (http://pymol.sourceforge net).

3 Results
3.1, Jaburetox-2Ec cloning

The Jaburetox-2Ec fragment was amplified by PCR from the
JBURE-IIB gene, previously cloned in pGEMT-easy by Pires-
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Fig. 2 = Alignment of Jaburetox-2Ec with other ureases. Aligment of Jaburetox-2Ec with plant, fungal and bacterial ureases
using CLUSTAL W. The sequences are from Canavalia ensiformis JBURE-] (GenBank Accession no. AAAB3831) C.el, Canavalia
ensiformis JEURE-11 (AANOBS19) C.ell, Glycine max embryo-specific (AAOE5884) G.mE, Glycine max ubiquitous (AAOBSET)
G.mU, Arabidopsis thaliana (AAGS523206) A.t, Solanum tuberosum (CAC43860) 5.t, Oriza sativa (BAB7ET15) O.5,
Schizosaccharomyces pombe [CAB52575) S.p, Helicobacter pylori chain B (AALB6896) H.pB, Bacillus pasteurii chain C (4UBFC)
B.pC and Klebsiella arregenes chain C [AAA25149) K.aC. The box indicates the region between beta and alpha domains

{bacterial UreB and Urec).

Alves et al. [26] and introduced into pET 101 vector using
primers that inserted an initiation codon (Fig. 1) The sequence
was cloned in frame to V-5 epitope and a poly-Histidine tag.
The Jaburetox-2Ec sequence was compared with other
sequences from Databanks using BLASTp and showed identity
ranging from 53 to 73% to plant ureases (Oriza sativa and
JBURE-I isoform from C. ensiformis, respectively). The align-
ments in Fig. 2show that Jaburetox-ZEc is located between the
beta and alpha domains being partially absent in all microbial
ureases sequenced so far.

3.2, Expression of V5-6His tagged recombinant Jaburetoo-
2Ec in E. coli and purification

The pET/Jaburetox-2Ec vector was transformed into E, coli
strain BL21 Star (DE3). The resulting E. cofi BL21 (pET101/
Jaburetox-2Ec) strain produced V5-Hist tagged recombinant
jaburetox-2Ec, driven by the IFTG-inducible T7 promoter. A
differential band, corresponding to the expected 13 kDa
{10 kDa of Jaburetox-2 and 3 kDa of V-5 epitope and & His

A
kD&

BT
GO0 m—

AR —

200 e—

TE A —

TS —

tag) recombinant protein was observed in SDS-PAGE for the E.
coli BL21 (pET101/aburetox-ZEc) total lysate after IFTG induc-
tion (Fig. 3A). This band was absent from the contrel {not
induced) total lysate. The expression conditions were opti-
mized to increase the yield of Jaburetox-2Ec and the best
results were obtained after induction with 1 mM IFTG at 37 'C
for 2 h. Using this condition, Jaburetox-2Ec was purified from
250ml E whi (pET 101Jaburetox-2Ec) culture, The bulk of
recombinant protein remained soluble after sonication of the
cells, allowing the purification of the native protein by Ni®
affinity chromatography (Fig. 38} The final yield of purified
Jaburetox-2Ec was estimated as 6,3 mg/L of E. coli culture. The
recombinant Jaburetox-2Ec was recognized by anti-canatoxin
palyclonal antibedies (Fig. 3B),

3.3 Insecticidal effect of Jaburetox-2Ee
The entomotoxic effect of recombinant Jaburetox-2Ec was

tested agninst third instar 0. peruvianus, fed on artificial cotton
seeds containing 0.01% (w/w) freeze-dried purified Jaburetox-

Fig. 3 - Production of recombinant Jaburetox-2Ec. (A) SDS5-PAGE analysis of the recombinant Jaburetox-2Ec in cell lysates.
Lane NI, without induction. Lane I, 1-h induction with 0.75 mM IPTG. (B) SD5-PAGE analysis of purified Jaburetox-2Ec. Lane
J: 10 pg protein eluted from the Ni¥* affinity column chromatography. Right side: Western blot analysis of recombinant
Jaburetox-2Ec with anti-canatoxin antibodies and anti-rabbit 1gG alkaline phosphate conjugates. In all panels: lane M,
molecular markers. The numbers on the left indicates molecular mass of markers in kDa. The gels were stained with

Coomassie blue.
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Fig. 4 - Insecticidal effect of Jaburetox-2Ec on D. peruvianus.
Third instar nymphs fed on artificial seeds containing
0.01% (w/w) Jaburetox-2Ec. Surviving insects were counted
daily. Results are expressed as mean mortality and S.E.M.
of three independent experiments in triplicates. Level of
significance in the t-test in comparison to control insects
("p < 0.001) or between the experimental groups

("p < 0.001) are indicated.

2Ec. For comparison, canatoxin was fed to insects at the same
dose. The insects were observed for mortality during 15 days.
As shown in Fig. 4, the lethal effect of Jaburetox-2Ec was time
dependent, with a lag phase of 3-4 days and 100% mortality
being reached after 11 days. Mortality of canatoxin-fed insects
showed a slower rate with 20% insects still alive at the end of
the experiments.

In order to test the insecticidal activity against insects with
trypsin-based digestion and alkaline midguts, which are
insensitive to intact ureases 7], third instars S frugiperda
received a diet of P. vulgaris foliar discs containing air-dried
Jaburetox-2Ec, The larvae were given 16.3 pg of Jaburetox-2Ec
on days 0, 2 and 4. On the second day, the mean weight of
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larvae feeding Jaburetox-2Ec was approximately 30% smaller
than the controls (Fig. S5A). A lag phase of 2 days was observed
before lethality of the insects and on sixth day, after ingesting
a total of 47 pg jaburetox-2Ec, all larvae were dead (Fig. 5B).

3.4.  Toxicity of Jaburetox-2Ec to mice and neonate rats

Mice and neonate rats injected with a single dose of 10 mg/kg
of Jaburetox-2Ec were alive and showed no signs of toxicity 5
days after the injection, contrasting to animals that received
intraperitoneally 3 mg/kg of canatoxin (equivalent to 1.5 LDsg
[13]), which died within 12 h after injection. The toxic effects of
canatoxin in mice and rats have been previously described
[5,8]. When Jaburetox-2Ec or canatoxin were given by oral
route at the same dose, all animals survived with no
symptoms of intoxication.

3.5.  Modeling of Jaburetox-2Ec

Modeling was carried out in order to see if the structural
properties of Jaburetox-2Ec offered any clues as to its mode of
action. As shown in Fig. 2, the N- and C-terminal portions of
the peptide are homologous to regions of different chains of
bacterial ureases, potentially providing templates for model-
ing of Jaburetox-2Ec. For example, the Jaburetox-2Ec sequence
could be aligned with residues 204 onwards of chain A of the H.
pylori urease crystal structure [18] (PDB code 1e9y) and the first
51 residues of chain B of the same structure. However, these
regions have few contacts in the crystal structure, within
themselves and between the chains—evidently once the
Jaburetox-2Ec sequence is cleaved from its parent enzyme it
must undergo significant structural reorganization.

We therefore employed the emerging technology of ab initio
protein modeling to the Jaburetox-2Ec sequence. We used the
Rosetta program [27,29,30] which assembles many different
models from protein fragments and ranks themn according to
how many times similar models emerge from independent
trials and are clustered together. In this case, no particular
model emerged as appearing favorable with the top 10 models
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Fig. 5 - Insecticidal effect of Jaburetox-2Ec in S. frugiperda. Three groups of six third instars S. frugiperda received at days 0, 2
and 4, a foliar (P. vulgaris) disc containing 16.3 pg air-dried Jaburetox-2Ec. (A) Weight gain of individual insects atdays 0, 2
and 4. (B) Mortality (%) of larvae in each group was registered on days 0, 2, 4, 6 and 8. Data are expressed as mean and S.E.M.
of one experiment out of three, Asterisks indicate level of significance in the t-test (‘p < 0.05; "p < 0.005) in comparison to

control insects.
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Fig. & - Ab Initio modeling of Jaburetox-2Ec and comparison to other fi-hairpin motifs. f-Hairpin motifs (shown as cartoon
representation in darker color) in (a) the intact H. pylor urease [24] (PDB code 1edy), (b) one of the top 10 ab initio models of
Jaburetox-2Ec, (¢) protegrin [1] (PDB code 1pgl) and {d) charybdotoxin [21] (PDE code 2crd). The termini of the motifs are

labeled with residue numbers,

all representing clusters of similar size. Mevertheless,
although differing significantly in the packing of a-helices,
with a single exception, they contained a large, generally
exposed, B-hairpin structure (Fig. 6b). Since this feature was
near-ubiquitous among the model set, and also present in the
known crystal structures of urease (Fig: 6a), it was viewed asa
reliable predictor with possible implications for function as
discussed below,

4, Discussion

Plant genetic transformation with exogenous genes encoding
factors of resistance to phytophagous insects is an interesting
strategy to reduce crop losses due to insect attack. Efforts have
been focused en studies of different insecticidal proteins [4],
In this work, we have expressed in E coli a peptide derived
from JBURE-11, an isoform of urease from C ensiformis, and
demonstrated it insecticidel effect The conditdons for
expression of the pET 10lJaburetox-2Ec amplicon were
optimized and a. satisfactory yield was obtained. Jaburetox-
2Ec was recognized by antl-canatoxin polyclenal antibodies
(Fig. 2B) and the sequence of recambinant Jaburetox-ZEc was
determined by mass spectromeiry, confirming the correct
translation of the recombinant peptide (data not shown),
The entomotoxicity observed for this recombinant peptide,
derived from the [BURE-II urease isoform, corroborates the
hypothesis that plant ureases are protoxins able w release
entomotoxic peptide(s) upon limited proteclysis, as demon-
strated for canatoxin [12]. As reported for canatoxin [7], the
insectickdal activity of Jaburetox-2Ec occurs at very low doses
at 0.01-0.1% [w/w), as compared to other plant-derived
entomotoxic proteins [4]. The morlity observed against O
peruvianus after 10 days on diet containing Jaburetox-2Ec was
two times higher than that observed for canatoxin under the
same conditions, Calculations of doses effectively adminis-
tered to the ingects are difficult in the conditions of our
bioassay (30 insects feeding on a single artificial seed during 15
days). Since the same wiw proportion of Jaburetox-2Ec
{12.6 kDa) and canatoxin [monomer, 30 kDa) were present in

the artificial seeds, the amount of processed/entomotoxic
peptide released from canatexin would be 7.5-fold lower,
therefore the lower lethality could be related toa lower dose of
active peptide in the insects. Additionally the increased lag
phase observed for the entomotexic effect of canatoxin could
nlso reflect the need for proteolytic activation of the intact
protein to release the active peptide. In a previous work,
insects relying on serine-proteinases as thelr main digestive
enzymes, including lepidopterans such as 5. frugiperda [11,10],
were shown to be resistant to canatoxin's insecticidal effect.
This resistance was attributed to an extensive hydrolysis of
canatoxin by this class of proteolytic enzymes [7]. Here we
demonstrated that young forms of 5. frugiperda are also
susceptible to the entomotoxic activity of Jaburetox-2Ec. Other
insects with trypsin-based dipestion such as the soybean
caterpillar Anticarsia gemmatabis, the German cockroach Blatella
germamios and the termite Cornitermis aemidans, are also
susceptible to Jaburetox-2Ec but not to canatoxin or urease
{unpublished data), Thus, it appears that the species-specifi-
city of plant ureases insecticidal activity is mainly related to
the ability of the insect’s digestive enzymes to adequately
process the protein into an active entomotoxic peptide. If this
step is not necessary, either by exposure to a preformed or a
recombinant peptide, a broader range of insects is expectad to
be effectively controlled by this class of compounds.
Feeding trials have shown that the major isoform of C
ensiformis urease JBURE-] was as lethal as canatoxin against
the kissing bug R, prolixus [4] and O, peruvionus, whereas both
jackbean ureases were three-fold more potent than the
soybean embryo specific urease [14]. The waration in
entomotoxicity among plant ureases already studied is
probably related to differences in the sequences comespend-
ing to the Jasburetox peptide or inter-domain regions. In fact
the N-terminal reglon of Jaburetox shares only 51% identity
with the same region in soybean ureases, which is signifi-
cantly lower than the overall identity of plant ureases, for
instance, the beta (about B0% identity) or the alpha (about 83%
identity) domains of JBURE- [l as compared to saybean ureases
{Fig. 2}. Since the sequence comresponding to Jaburetox in
ureases is not involved either in the enzymatic activity or in
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subunit association, as shown by its sbsence in bacterial
ureases, it probably diverged at a faster rate. Thus, variations
of the biological properties of these sequences among plant
ureases can be expected.

Thiz internal sequence is also not responsible for the
toxicity of canatoxin as Jaburetox-2Ec was innocuous at a 20-
fold higher protein mass/body weight ratio than the LD, for
mice and rats |5.8], either by Intraperitoneal injection or by
cral route (necnatal rats were chosen because of the increased
permeability of their digestive tract).

Examination of the bacterial urease structures makes clear
that there must be significant rearrangement of the Jaburetox
portion post-cleavage, ruling out conventional medel building
by homology. Ab initio models were therefore constructed with
ROSETTA. These were used to provide clues as to the possible
maolecular mode(s) of insecticidal action of the peptide. It was
already known that Jaburetox is not an inhibitor of insect
digestive enzymes [7,17], After Jaburetox ingestion, the insects
were momentanly paralyzed and show uncoordinated move-
ments of antennas preceding death, suggesting that it might
act as a neurotoxin or lead to cell death by affecting membrane
permeability.

Peptides capable of forming pores in cell membranes are a
very diverse group, divided into classes based on size and
other characteristics |3]. Some insecticidal proteins, the Cry &-
endotoxins, form pores by insertion of an a-helical hairpin
{two a-helices lying antiparatlel} into the membrane [22]. In
the set of Jaburetox models this motif was absent, ruling out
this mode of action. Single amphiphilic helices such as the
antibiotic peptide melittin [33] or peptides derived from the
apoptosis regulator Bax can form membrane pores |16] but
none of the predicted helices of Jaburetox are amphiphilic in
nature. Equally, there is no sign in the Jaburetox sequence of
five consecutive hydrophobic residues forming a g-turn, the
motii responsitle for membrane insertion of the toxin
aeralysin [19].

In contrast, nine of the 10 proposed ab initie models of
Jaburetox contained @-hairpin structures, formed from resi-
dues whose counterparts in bacterial urease structures also
form this motf (Fig 7). Inuiguingly, this motif is commen
(Fig. 7) to both a class of pore-forming peptides [3] and to a type
of neurotoxin [23], represented by charybdotoxin [1), whose
toxicity arises from binding to and inhibition of membrane ion
(") channels. In this context it is noteworthy to mention that
neurotoxic symptoms {such as paralyzis and uncoordinated
movements of limbs and antenna) are seen in K. prolixus
intoxicated by Jaburetox-2Ec. In & study to be pubdished
somewhere else, we showed that very low concentrations
{10 M) of Jaburetox-2Ec inhibit in a [K*]-dependent manner
the serotonin-stimulated diuresis of Malpighian tubules
isolated from R prolivus which probably is the cause of the
impaired water excretion observed in intact insects after
receiving a canatoxin meal [7],

In the above cases, a majority of natural peptides contain
disulphide bridges but active cysteine-free analogues can
be produced [21] and it is easy to imagine that the rest of
the Jaburetox toxin folds so as to reproduce the role of the
bridges in stabilizing the p-hairpin maotif in the free peptide,
The absence of the N-terminal part of the Jaburetox
sequence in bacterial ureases would compromise this

Fig. 7 = The amphiphilic character of the f#-hairpin motf in
one of the top 10 ab initio models of Jaburetox-2Ec.
Hydrophobic residues (yellow carbon) predominate on the
left face while hydrophilic residues (white carbon) form
the majority of the other face. (For interpretation of the
references to color in this figure legend, the reader is
referred to the web version of the article.)

stabilization and no such structure would exist excised
from the whole molecule, in agreement with our previous
observation that B posteurii urease is not lethal to D,
peruvians [14).

In the case of protegrins, a class of pore-forming anti-
microbial peptides, the B-hairpin motif has a pranounced
amphiphilic character [9]. Ab initio models of Jaburetox contain
f-hairpins with similar characteristics {Fig. 7). In summary,
while it was unrealistic to expect modeling alone to produce a
definitive mode of action prediction, it was certainly capable of
clearly ruling several out of consideration. As a working
hypothesis the modeling suggests that a p-haitpin motif
present in Jaburetox may be responsible for its insecticidal
property through either ion channel inhibition or pore-
forming activity.

5. Conclusions

In conclusion, in this paper we described the heterologous
expression of a new insecticidal peptide, derived from an
internal sequence of JBURE-Nl urease isoform. This result
corroborates the hypothesis that plant ureases are protoxing,
and can be related to plant arsenal of defenses against
insects. The molecular modeling suggested activity based on
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neurotoxicity or cell permeation. The insecticidal properties
at low doses and the lack of acute toxicity to mammals
emphasize the potential use of this protein in the control of
insect pests.
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