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Ureases sao enzimas que realizam hidrolise da uréia em amoénia e dioxido de
carbono e s&o isoladas de plantas, fungos e bactérias. A urease de C. ensiformis (JBU)
tem algumas atividades bioldgicas independentes da sua atividade enzimatica, como
por exemplo: agregacao plaquetaria e efeito inseticida. O efeito inseticida € devido a
liberacdo de um peptideo interno por enzimas digestivas especificas dos insetos. Este
peptideo foi isolado, caracterizado e um analogo recombinante foi obtido e denominado
Jaburetox-2Ec. Somente insetos com enzimas digestivas acidicas, como catepsinas,
sdo capazes de liberar o peptideo toxico a partir da hidrolise de JBU. Insetos com
enzimas basicas do tipo tripsina ndo sio suscetiveis pois ndo ha formacgao do peptideo
toxico. Ninfas de D. peruvianus sao sensiveis aos efeitos da JBU enquanto adultos néo
sdo. Este trabalho teve como objetivo estudar as diferengas enzimaticas entre os dois
estagios do inseto para elucidar o processamento diferencial da JBU. Realizando a
hidrdlise in vitro da JBU com o homogeneizado de intestino de ninfas e adultos foi visto
que tanto adultos como ninfas hidrolisam a JBU, mas somente ninfas liberam o
peptideo toxico identificado pelo anticorpo especifico anti-Jaburetox-2Ec. Ainda,
através de ensaios enzimaticos utilizando substratos fluorogénicos e inibidores
especificos, foi observada uma diferenca no pH &timo de atividade e na
susceptibilidade a inibidores das enzimas digestivas presentes nos dois estagios.
Substratos fluorogénicos correspondentes as regides flanqueadoras do peptideo dentro
da JBU intacta foram desenhados e testados com os dois homogeneizados, o que
também revelou que os homogeneizados dos dois estagios tém acgéao diferencial sobre
estes substratos, sendo que ninfas liberariam mais eficientemente a extremidade N-
terminal do peptideo quando comparado aos adultos.

Verificamos ainda que, em estudos eletrofisiolégicos utilizando a técnica de
“Planar Lipid Bilayer”, tanto a JBU como o Jaburetox-2Ec sdo capazes de se inserir em
membrana lipidica planar, formando canais idnicos. Os canais formados pela JBU
apresentaram quatro niveis de condutancia majoritarias e seletividade para ions
cloreto.



ABSTRACT

Ureases are enzymes that hydrolyze urea in ammonium and carbon dioxide and
they have been isolated from plants, fungi and bacteria. Jackbean urease, from
Canavalia ensiformis (JBU) displays biological activities unrelated from its enzymatic
activity, as platelet aggregation and insecticide effect. This insecticide effect is due to
the release of an internal peptide by insect specific digestive enzymes. This peptide was
isolated, characterized and the recombinant peptide obtained was called Jaburetox-
2Ec. Only insects that rely on cathepsin-like digestive enzymes are able to hydrolyze
JBU and release the toxic peptide. Insects with alkaline enzymes like tripsins are not
susceptible because they don’t release the toxic peptide. Nymphs of D. peruvianus are
susceptible to JBU effects while adults are not. The goal of this work was to study the
enzymatic differences between both insect stages to elucidate JBU’s differential
processing.

In vitro hydrolysis were performed with nymphs and adults midgut homogenates
and we observed that both adults and nymphs hydrolyze JBU but only nymphs are able
to release the toxic peptide identified by Jaburetox-2Ec antibodies. Furthermore, in
enzymatic assays using different fluorogenic substrates and specific inhibitors a
difference in optimum pH and susceptibility to inhibitors of the digestive enzymes in both
stages was observed. Fluorogenic substrates corresponding to the flanking regions of
the peptide inside the intact JBU were produced and tested with both homogenates.
Homogenates from both stages have differential action upon these substrates,
considering that nymphs hydrolyses more efficiently the N-terminal of the peptide
compared to adults.

In electrophysiological studies using the Planar Lipid Bilayer technique we verify
that JBU and Jaburetox-2Ec are able to insert in planar lipid membrane forming ionic
channels. JBU’s channels display four major conductance levels and selectivity for
chloride ions.
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1.

1.1.

INTRODUCAO

Ureases

Ureases (EC 3.5.1.5) sao enzimas dependentes de niquel que catalisam a
hidrolise da uréia para formar amoénia e diéxido de carbono (Dixon et al., 1975).
Ureases tém sido isoladas de uma ampla variedade de organismos incluindo
plantas, fungos e bactérias (Mobley et al., 1989; Sirko & Brodzik, 2000; Follmer,
2007). Enquanto ureases de fungos e de plantas (ex. feijao-de-porco e soja) séo
proteinas homo-oligoméricas com subunidades de ~ 90 kDa, ureases
bacterianas sdo multimeros de duas ou trés subunidades (Mobley et al., 1995).
Até agora, apenas ureases bacterianas tém sua estrutura cristalografica 3D bem
resolvida, ex. K. aerogenes (1FWJ) (Fig. 1A), Bacillus pasteurii (4UBP), e
Helicobacter pylori (1E9Z) (Mobley et al., 1995, Sirko et al., 2000). Entretanto, a
alta similaridade de sequéncia de todas ureases indica que elas sao variantes de
uma mesma proteina ancestral e provavelmente possuem similaridades em suas
estruturas terciarias e mecanismo catalitico (Mobley et al., 1995, Sirko et al.,
2000). Apesar de suas estruturas e agao enzimatica altamente conservadas,
pouco se sabe sobre o papel fisiolégico de ureases nos organismos onde sao
encontradas.

As ureases de uma maneira geral apresentam diversas atividades

biolégicas ndo relacionadas com sua atividade enzimatica.



A Canatoxina (CNTX), isolada de Canavalia ensiformis em 1981 por
Carlini & Guiimaraes e posteriormente identificada como uma isoforma da
urease classica (JBU), é letal para ratos e camundongos quando administrada
intraparitonelamente mas inativa por via oral. Consiste de um dimero ligado néo

covalentemente com subunidade de ~ 95 kDa.

Fig. 1. A) Urease de Klebsiella aerogenes, um trimero. (B) Estrutura de urease
de C. ensiformis ligada a um anticorpo, onde dois trimeros interagem de forma
frontal. Sheridan et al., 2002.

A CNTX apresenta, in vitro, potente atividade secretagoga sobre varios
sistemas celulares isolados, induzindo agregagdo e secre¢cao de plaquetas
(Carlini et al., 1985, Barja-Fidalgo et al., 1991a), secrecdo de dopamina e
serotonina em sinaptossomas de cérebro de rato (Barja-Fidalgo et al., 1991a),
liberagcdo de histamina de mastécitos (Grassi-Kassisse et al., 1992) e secregao
de insulina de ilhotas pancreaticas isoladas (Barja-Fidalgo et al., 1991a e
1991b).

A maioria desses efeitos, tanto in vivo como in vitro aparentemente
envolve a ativagcdo do metabolismo do acido araquiddnico, principalmente pela

rota da lipoxigenase, ja que eles sdo bloqueados por inibidores de lipoxigenase.
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Assim como a CNTX, JBU também é capaz de ativar plaquetas e ter atividade
de lectina monovalente (ligacdo a carboidratos). No entanto, ndo apresenta
efeito toxico em camundongos quando administrada intraperitonealmente,
provavelmente devido ao seu maior tamanho: 540 kDa contra 185 kDa
apresentado pela CNTX (Follmer et al., 2001).

Assim como CNTX e JBU, ureases bacterianas de Helicobacter pylori e
Bacillus pasteurii também apresentam atividades biolégicas independente de
suas atividades ureoliticas, como por exemplo, ativagcdo de plaquetas. Ureases
vegetais e microbianas induzem agregacao plaquetaria pela via da lipoxigenase
(Carlini et al., 1985, Olivera-Severo et al., 2006, Wassermann et al., 2009)

CNTX e JBU interagem com polisialogangliosideos (GD1b e GT1b) e
sialoproteinas (mucina, tireoglobulina, fetuina) na superficie de eritrocitos e em
microplacas de ELISA (Carlini & Guimaraes, 1991, Follmer et al., 2001). Essa
propriedade de ligagdo a carboidratos provavelmente “direciona” as proteinas
para as superficies de células ricas com esses tipos de glicoconjugados e pode
ser a explicagao para a seletividade tecido-especifica.

A ativacao de plaquetas induzida por ureases de plantas ou de bactérias
requer a producdo de eicosanoides derivados da via da 12-lipoxigenase e
aumento da concentragao citoplasmatica de calcio. Isso foi demonstrado através
da inibicdo da agregacdo induzida por ureases na presenga de diferentes
inibidores da 12-lipoxigenase plaquetaria, como o acido nordihidroguairético e a
esculetina, e por inibidores da fosfolipase A2 (Carlini et al., 1985, Barja-Fidalgo

et al., 1991a e 1991b, Ghazaleh et al., 1997, Olivera-Severo et al., 2006), que
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libera o substrato acido araquidbénico, de fosfolipideos da membrana, e pela
deteccdo de um metabdlito derivado dessa rota em plaquetas ativadas
(Wassermann et al., 2009). A indometacina, um inibidor da via das
ciclooxigenases, potencia o efeito agregante das ureases, como consequéncia
da maior oferta de acido araquiddnico para a via das lipoxigenases (Carlini et al.,
1985, Olivera-Severo et al., 2006, Wassermann et al., 2009).

Também foi demonstrado que a agregacado plaquetaria induzida por
urease € inibida por metoxi-verapamil, um bloqueador de canais de calcio
voltagem-dependentes (Ghazaleh et al., 1997, Olivera-Severo et al., 2006,
Wassermann et al., 2009). A agregacgado plaquetaria é acompanhada de um
aumento da concentracao citoplasmatica de calcio livre, que resulta de influxo de

calcio através de canais na membrana plasmatica.

1.2. Efeito Inseticida

Ambas isoformas de urease de C. ensiformis, CNTX e JBU, como a
urease da semente de soja, SBU, sdo téxicas para insetos que apresentam
enzimas proteoliticas do tipo catepsinas B e D. Essa toxicidade € dependente da
liberacdo de um peptideo interno de 10 kDa quando a proteina € hidrolisada por
essas enzimas acidas (Carlini et al., 1997, Ferreira-DaSilva et al., 2000).
Algumas importantes pragas da agricultura sdo sensiveis a essas proteinas,
como por ex.: o caruncho do feijao de corda (Callosobruchus maculatus), o

percevejo verde da soja (Nezara viridula) e o percevejo manchador do algodao
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(Dysdercus peruvianus) (Carlini & Grossi de Sa, 2002, Stanisguaski et al., 2005).
O barbeiro Rhodnius prolixus, vetor da doenca de chagas também é sensivel
aos efeitos das ureases (Carlini et al., 1997). Outros tipos de insetos, como as
lagartas Manduca sexta e Anticarsia gemmatalis, o gafanhoto Schistocerca
americana, moscas e mosquitos, ndo sao afetados quando ingerem a proteina.
O peptideo téxico produzido por hidrélise da CNTX in vitro por enzimas da
larva de C. maculatus, foi purificado, caracterizado e denominado Pepcanatox
(Ferreira-DaSilva et al., 2000; Carlini et al., 2000). A partir deste, foi obtido por
expressao heterdloga um peptideo equivalente recombinante, denominado
Jaburetox-2Ec (Mulinari et al., 2007). Esse peptideo tem um espectro mais
amplo de agao inseticida (Fig. 2), atuando sobre insetos insensiveis a urease
intacta, age mais rapido do que as proteinas de origem e n&o é toxico quando
administrado por via oral ou injetado em ratos e camunudongos (Mulinari et al.,

2007).
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Fig. 2. Efeito inseticida do peptideo recombinante Jaburetox-2Ec
comparado com CNTX. Extraido de Mulinari et al., 2007.

O mecanismo de acdo inseticida das ureases ou peptideos derivados
ainda nao esta completamente elucidado. Ja foi demonstrado que JBU e o
Jaburetox-2Ec reduzem a diurese de R. prolixus apos alimentag&o, sugerindo
um efeito no balango de agua e ions na célula. JBU age alterando canais de
calcio enquanto Jaburetox-2Ec altera potencial transmembrana das células dos

tubulos de Malpighi (Stanisguaski et al., 2009).
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Fig. 3. Possivel mecanismo de acdo da JBU e Jaburetox-2Ec em tubulos de
Malpighi de R. Prolixus, mostrando que as duas toxinas tém agdo
antidiurética no inseto recrutando vias diferentes, sendo que apenas o
peptideo altera o potencial transepitalial (TEP). Extraido de Stanisguaski et
al., 2009.

A modelagem molecular do peptideo Jaburetox-2Ec foi primeiramente
feita por Mulinari et al., 2007 para verificar suas propriedades estruturais e poder
relacionar com seu modo de acgido. Ja se sabe que o peptideo nao inibe as
enzimas digestivas de insetos. Apos ingestdo do Jaburetox-2Ec, os insetos sao
momentaneamente paralisados e mostram movimentos descoordenados de
antenas que precede a morte, sugerindo que o peptideo possa agir como uma

neurotoxina.
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Recentemente foi visto que Jaburetox-2Ec tem capacidade de romper
membranas em bicamadas lipidicas acidicas através da permeabilizacdo de
lipossomas e este efeito € fortemente influenciado pelo estado de agregacao do
peptideo (Barros et al., 2009).

Corroborando estes dados, Mulinari et al., 2007 e posteriormente Barros
et al., 2009, identificaram, por modelagem molecular, um motivo B-hairpin na
estrutura do peptideo (Fig. 4.) similar a estrutura de algumas peptideos
neurotdxicos formadores de poro/canal como protegrina-1 (PDB ID: 1pg1 ),
taquiplesina-1 (PDB ID: 1wo0), polifemusina PV5 (PDB: 1x7k) (Barros et al.,

2009) ou inibidores de canal de sddio, como caribdotoxina.

Fig. 4. Modelagem ab initio mostrando o motivo [-hairpin, com
caracterisitcas anfipaticas, presente na estrutura de Jaburetox-2Ec.
Mulinari et al., 2007.
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1.3.

Membrana Celular

1.3.1. Estrutura da Membrana

Todas as membranas de células eucaridticas separam compartimentos
funcionais, mas a membrana da superficie celular — membrana plasmatica — é
um extremo. A membrana plasmatica € uma bicamada lipidica, cuja composicao
regula o transporte de moléculas entre os arredores da célula e seu interior, e as
propriedades da bicamada sao diferentes daquelas de qualquer um dos
compartimentos sozinhos (Edidin M., 2003). A membrana plasmatica
corresponde a uma pequena fracao do total de membrana presente em uma
célula. Mais de 50 % da quantidade de membrana de uma célula é reservada
para o reticulo endoplasmatico, que esta presente em quase todos os 220 tipos
celulares do corpo humano (Pietzsch J., 2004).

Gradientes ibnicos ao longo da membrana, estabelecidos pelas atividades
de proteinas de membrana especializadas, podem ser usados para sintetizar
ATP, direcionar o movimento transmembrana de solutos selecionados, ou, como
em fibras nervosas e em células musculares, para produzir e conduzir sinal
elétrico. Em todas as células, a membrana plasmatica também contém proteinas
que agem como sensores de sinais externos, ou receptores, permitindo a célula
mudar seu comportamento em resposta a estimulos ambientais, incluindo sinais
de outras células; os receptores transferem informacao — ao invés de moléculas

— através da membrana.
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Apesar de suas diferentes fungdes, todas as membranas biolégicas tém
uma estrutura comum: dupla camada lipidica com espessura aproximada de 5
nm que se organiza na presenga de proteinas principalmente por interagdes
nao-covalentes. A bicamada lipidica confere a estrutura fluida basica da
membrana e funciona relativamente como uma barreira impermeavel a
passagem da maioria das moléculas hidrossoluveis (Fig. 5). As proteinas
transmembranas mediam aproximadamente todas as outras fungdes da
membrana, transportando moléculas especificas ou catalizando reacdes
associadas a membrana como, por exemplo, a sintese de ATP. A organizagao
em a-hélice das proteinas transmembranas posiciona 0s aminoacidos
hidrofébicos em contato direto com o interior da bicamada lipidica e permite que
as pontes de hidrogénio da cadeia polipeptidica fiquem no interior da a-hélice.
Assim, a formacao de uma a-hélice retorcida é termodinamicamente favoravel
para a regidao transmembrana das proteinas integrais e € o motivo predominante

entre todas as proteinas integrais de membrana (Dowhan & Bogdanov, 2009).
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Fig. 5. Modelo Mosaico-Fluido da membrana celular. Como o mosaico, a
membrana é uma estrutura complexa composta de muitas partes diferentes,
como proteinas, fosfolipidios e colesterol. A quantidade relativa destes
componentes varia de acordo com a membrana, bem como o tipo de lipidio.
Extraido de Pietzsch, 2004.

1.3.2. Bicamada Lipidica

A bicamada lipidica é a estrutura basica de todas as membranas
celulares. E faciimente visualizada por microscopia eletronica e sua estrutura é
atribuida exclusivamente as propriedades especiais das moléculas lipidicas, que
interagem espontaneamente formando bicamadas mesmo sobre simples
condicdes artificiais.

Membranas biolégicas em geral contém diversos fosfolipidios e

glicolipideos e esterdis, que correspondem aproximadamente 50% em massa da
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membrana, a outra metade € constituida pelas proteinas de membrana
(Opekarova & Tanner, 2003)

Todos os lipidios das membranas celulares s&o anfifilicos, ou seja, uma
extremidade apolar e outra polar. Os lipideos de membrana mais abundantes
sao os fosfolipideos. Estes tém a “cabeca” polar e duas caudas hidrofébicas de
hidrocarbonetos. Em células animais, vegetais e bacterianas as caudas sao
usualmente &acidos graxos e podem diferir em comprimento (normalmente
possuem entre 14 e 24 atomos de carbono). Diferengas no comprimento e na
saturacdo das caudas de acidos graxos influenciam como os fosfolipideos

interagem um com o outro, consequentemente afetando a fluidez da membrana.

1.3.3. Fosfolipideos de Membrana

Fosfoglicerideos: principal fosfolipideo na maioria das membranas

celulares animais, é formado por um grupamento glicerol de trés carbonos, dois
destes carbonos interagem com as duas cadeias de acido graxo adjacentes, o
terceiro carbono se liga a um grupamento fosfato que por sua vez se liga a um
de varios tipos diferentes de grupamento polar. Combinando diferentes tipos de
acidos graxos e grupos polares as células produzem muitos diferentes
fosfoglicerideos, como por exemplo: fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina
(PS) e fosfatidilcolina (PC), os principais nas membranas celulares de
mamiferos. Entre os fosfolipidios, PC ¢é geralmente considerado o lipidio

formador de bicamada e é encontrado na maioria das membranas (Opekarova &
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Tanner, 2003). Todas as membranas biologicas tém pelo menos um
componente lipidico ndo formador de bicamada.

Esfingomielina: importante fosfolipideo construido a partir de esfingosina

ao inveés de glicerol. Esfingosina € uma longa cadeia insaturada com um grupo
amino (NHz) e dois grupamentos hidroxila (OH) em um extremo da molécula.
Para formar a esfingomielina, uma cauda de acido graxo é ligada ao grupamento
amino e um grupamento fosfocolina no grupamento terminal hidroxila.

Além dos fosfolipideos, as bicamadas lipidicas em muitas membranas
celulares contém colesterol e glicolipideos. Membranas celulares eucaribticas
contém especialmente grande quantidade de colesterol, cada molécula de PE
pode acomodar uma molécula de colesterol enquanto que cada molécula de PC
acomoda duas moléculas de colesterol (Mukherjee & Maxfield, 2004). Sendo um
esterol, colesterol contém um anel rigido no qual se liga um grupamento hidroxila
polar e uma cadeia carbbnica ndo polar curta. As moléculas de colesterol se
orientam nas bicamadas com seus grupos polares perto das cabegas polares

dos fosfolipideos adjacentes.
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1.4.

Canais l6nicos Dependentes de Voltagem

Os canais ibnicos dependentes de voltagem s&o canais que por definigao
sdo ativados por uma alteracdo na diferenca de potencial elétrico proximo ao
canal. Sao poros transmembrana encontrados praticamente em todas as
membranas celulares de importancia fisiolégica crucial que permitem a
passagem de ions para dentro e fora da célula a favor do gradiente
eletroquimico. Suas fungdes conhecidas incluem estabelecer o potencial de
repouso de uma célula, disparar sinal elétrico, controlar o fluxo de ions Ca®*, o
volume celular e regular o fluxo de ions e fluidos através das células epiteliais de
tecidos secretores e absortivos.

Canais ibnicos sdo compostos de uma ou mais unidades formadoras de
poro, frequentemente associadas com subunidades acessorias. A maioria dos
canais se organiza em um tema estrutural comum onde o poro central, pelo qual
os ions se deslocam, é formado por quatro ou cinco a-hélices transmembranas
que se organizam parecendo as aduelas de um barril.

Existem centenas de diferentes tipos de canais ibnicos e eles se
diferenciam na sua seletividade ibnica, mecanismo de abertura e similaridade de
sequéncia. Canais ibnicos podem ser dependentes de voltagem, dependentes
de ligante, dependentes de pH ou ativados mecanicamente. Eles ndo estao
restritos apenas as ceélulas excitaveis, sao presentes em todas as células

animais, células vegetais e de microorganismos: sao responsaveis em propagar
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a resposta de fechamento da planta mimosa e permitem o Paramecium reverter

a direcao apds uma colisao.

1.4.1. Poro X Canal

Duas propriedades importantes distinguem canais ibnicos de simples
poros. Primeiro, os canais apresentam seletividade ibnica, permitindo que alguns
ions organicos passem, mas nao outros. Isso sugere que seus poros devem ser
estreitos suficientes em regides para forgcar os ions permeaveis a estabelecer
contato intimo com as paredes do canal de forma que somente os ions com o
tamanho e carga apropriados possam passar. Essa propriedade dos canais €
conferida pelo filtro seletivo.

A segunda importante diferenca entre canais ibnicos e poros aquosos
simples € que canais idnicos ndo estdao continuamente abertos. Ao contrario,
eles podem ser ativados, o que os permite abrir brevemente e entdo fechar
novamente. Além disso, com estimulo prolongado (quimico ou elétrico) muitos
canais entram no periodo refratario, em que somente poderdo ser abertos

novamente apos o estimulo ser removido.

1.4.2. Canais de K"

Os canais de potassio sdo os mais abundantes e possuem a maior

diversidade entre os canais ibnicos. Foram descobertos por Julius Bernstein em
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1902 quando o fisiologista alemao propés a “Teoria da Membrana” do potencial
elétrico em tecidos e células, que foi considerada a primeira explicagao fisico-
quimica dos eventos bioelétricos. Segundo Bernstein, as células excitaveis eram
cercadas por uma membrana seletivamente permeéavel a ions K no estado de
repouso e que durante a excitacdo a permeabilidade de membrana a outros ions
aumentava.

Projetos de genoma e clonagem ja revelaram mais de 80 genes de
mamiferos relacionados para as subunidades de canais K'-seletivos. Embora
eles existam em diversas arquiteturas, canais de potassio podem ser
reconhecidos por certas caracteristicas comuns. Todos eles tém P-loops “pore-
lining” com uma sequéncia consenso de aminoacidos, TXXTXGYGD - (-thr-X-X-
thr-X-gly-tyr-gly-glu-), que tem sido chamada de “sequéncia de identificagcao”
(“signature sequence” — Heginbothan et al., 1992, 1994.) do canal de potéassio.
Os residuos TXGYG, repetidos nas quatro principais subunidades, alinham o
filtro seletivo. Flanqueando a regido-P estdo pelo menos dois segmentos
transmembranas necessarios para completar o centro formador do poro. Esta
arquitetura mais simples define um canal de K' com duas estruturas
transmembranas que pode ser a forma primitiva. O canal de K" bacteriano KcsA
(Fig. 7) , que foi o primeiro a ser revelado em resolugdo atbmica tem esta

arquitetura simples (Doyle et al., 1998)
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Fig. 7. A) Representagéo do canal KcsA com as subunidades mais proximas do
leitor removidas. ions de potassio (esferas verdes) se ligam em quatro locais
diferentes no filtro seletivo (amarelo) e na cavidade preenchida com agua no
centro da membrana (ion basal). B) Vista detalhada do filiro seletivo em
representagcdo esquematica, com as subunidades frontal e posterior removidas.
Os quatro ions de potassio estdo numerados para indicar o local dos sitios de
ligagao no filtro; posicéo 1 é a mais perto da solugao extracelular e posi¢ao quatro
€ mais perto da cavidade. Os aminoacidos-chave para a formacgao do filtro seletivo
estdo destacados. Extraido de Morais-Cabral et al., 2001.

1.4.3. Canais de Na*

Canais de sodio sdo elementos chave na funcdo celular ja que eles
participam da geragdo e propagacgao do potencial de acdo em neurdnios e a
maioria de células excitaveis presentes em diferentes tecidos de varios
organismos. Quando a membrana celular € despolarizada por poucos milivolts,
canais de sodio ativam e inativam dentro de milisegundos. Os canais de sodio
dependentes de voltagem formam uma estrutura grande, complexo multimérico
(Fig. 8), composto de uma subunidade a formadora de poro (aproximadamente

260 kDa) que pode estar associada com até quatro diferentes subunidades 3
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(30-40 kDa) (Catterall, 2000). As subunidades a s&o organizadas em quatro

dominios homologos (I — V), cada um contendo seis a-hélices transmembranas

(S1 —S6) e um poro “lining loop” localizado entre os segmentos S5 e S6.

Em mamiferos, nove isoformas de canais de Na®' foram identificadas

(Goldin et al., 2000). A estrutura primaria de canais de Na* de insetos & similar a

dos mamiferos (Zlotkin, 1999)
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Fig. 8. Estrutura dos canais de sodio. Representagdo esquematica das subunidades
dos canais de sodio. A subunidade a do canal esta ilustrada junto com a subunidade
B1 e B2. Numerais romanos indicam os dominios da subunidade a. Os segmentos 5 e
6 (em verde) séo responsaveis em formar o poro aos ions. O segmento 4 (amarelo) &
o sensor de voltagem. Extraido de Yu & Catterall, 2003.
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1.4.4. Canais de Ca®*

Canais de calcio dependentes de voltagem (VDCCs) desempenham um
papel central na transmissao sinaptica, controle de excitabilidade e muitos outros
processos celulares. Os canais de calcio foram primeiramente identificados em
musculos de um crustaceo por Paul Fatt e Bernard Katz (1953). Estes autores
retiraram o ion Na® do meio de solugdo e observaram que os musculos
continuavam geravando potencial de acdo. Esses canais foram estudados anos
depois extensivamente por Hagiwara et al., 1975 . O Ca*" é geralmente presente
em concentragdes de poucos mM no meio extracelular mas dentro da célula a
concentragcédo citoplasmatica situa-se em torno de 0.1 yM, mantida baixa por
diferentes bombas e sistemas tamponantes. VDCCs sao encontrados em todos
os tipos de células excitaveis de vertebrados, invertebrados em plantas.

Existem diversos tipos de canais de Ca** com varios modos de
modulagdo. Estes canais podem ser divididos em dois subgrupos baseados em
seu limiar de ativagao: “low-voltage-activated” (LVA) e “high-voltage-activated”
(HVA).

Na década de 80, a proteina formadora do canal de calcio foi purificada e
foram identificadas varias subunidades componentes (Borsotto et al., 1985;
Flockerzi et al.,1986; Sieber et al., 1987; Takahashi et al., 1987; Vaghy et al.,
1987; Leung et al., 1988). A subunidade principal de VDCCs foi chamada de a1,
e as auxiliares, B, a2, 8, and y (Fig. 9). A subunidade a1, que forma o poro

condutor ibnico é regulada pelas suas subunidades acessorias: subunidade
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intracelular B, subunidade transmembrana y e um complexo formado pela
subunidade extracellular o2 ligado por ponte dissulfeto na porgéo
transmembrana &. A subunidade o4 forma o poro idnico, possui fungdes de
gatilho e, em alguns casos, sitio de ligagdo a drogas. Cada subunidade o4 tem
quatro dominios homologos (I-IV) que sdo compostos de seis hélices
transmembranas. A quarta hélice de cada dominio contém a fungdo de sensor
de voltagem. O poro é formado pelo cluster dos quatro dominios al. A
subunidade B é localizada intracelularmente e esta envolvida principalmente na
estabilidade da conformagao final da subunidade a; e no seu correto
posicionamento na membrana celular. A subunidade y € uma glicoproteina com
quatro segmentos transmembrana. A subunidade o, € uma proteina extracellular
altamente glicosilada que esta unida a subunidade 6 por pontes dissulfeto. O
dominio ay fornece suporte estrutural necessario para a estimulagao do canal,
enquanto o dominio 8 modula a ativagdo dependente de voltagem e inativacéo

“steady-state” do canal.
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Fig. 9. Estrutura esquematica dos canais de calcio. Esses canais sdo hetero-

multimeros compostos de uma subunide a4 e trés subunidades auxiliares a,-9,
B ey. Extraido de Jones S.W., 1998.

\.

1.4.5. Canais de CI

Cloreto € o anion fisiolégico mais abundante em tecidos (Riquelme G,
2009), em muitas células ele é distribuido quase em equilibrio de forma que a
concentracdo citoplasmatica de CI esta sempre abaixo da concentracio
extracelular e o potencial de equilibrio é préximo ao potencial de repouso.

Canais de cloreto (Fig. 10) sdo permeaveis a muitos outros pequenos
anions, como por exemplo: Br, I, NO3, HCO3 e SCN’, assim como muitos
acidos organicos pequenos. Por isso, eles podem ser igualmente denominados
de canais de anions. Canais anion-seletivos tém sido classificados em diversos
grupos baseados nas propriedades funcionais, como voltagem-dependéncia,

condutancia, seletividade, sensibilidade a bloqueadores, cinética, estrutura
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molecular e localizagdo subcelular. Estudos eletrofisiologicos e de familias
génicas revelam grandes diferengas nas propriedades biofisicas dos canais de
anions, como por exemplo, condutancia do canal-Unico, mecanismos de
regulacao e sensibilidade farmacolégica (Riquelme G, 2009).

Mamiferos expressam nove isoformas de canais de cloreto que diferem
na distribuicdo tecidual e localizagao subcelular. Alguns destes sdo canais de
cloreto da membrane plasmatica, que exercem papel importante no transporte
transepitelial (Jentsch J, 2008).

O transporte ibnico através de canais ocorre via difusdo idnica contra o
gradiente eletroquimico. As fungbes dos canais de cloreto, assim como outros
canais, carreadores e bombas, incluem a regulacdo do volume celular,
homeostase idnica, transporte transepitelial, regulagado da excitabilidade elétrica,

secregao, absorgao, etc (Riquelme G, 2009).
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1.5.
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Fig. 10. Vista das duas subunidades de um canal de cloreto onde as a-hélices
estdo indicadas por cilindros. Regides diretamente envolvidas na formagao do
canal do estédo coloridas em vermelho. O circulo verde esta representando uma
carga negativa que deve estar envolvida no gatilho do canal. ion cloreto
representado como uma esfera amarela. A hélice R possui uma tirosina
responsavel por coordenar o ion cloreto. Extraido de Jentsch TJ., 2002.

Eletrofisiologia

E o estudo das propriedades elétricas de células e tecidos. Envolve
medidas de mudangas de voltagem e corrente idbnica em ampla variedade de
escalas, de canais i6nicos unicos até orgados inteiros, como o coragdo. Em
neurociéncia, inclui medidas da atividade elétrica de neurbnios, particularmente
a atividade de potencial elétrico.

O estudo de eletrofisiologia de um canal ibnico implica, pelo menos,
caracterizar o estimulo que abre ou fecha o canal (probabilidade de abertura do
canal versus voltagem, concentragdo de ligante ou tensdo da membrana), a
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condutancia do canal sob condi¢des ibnicas especificas e a especificidade de
um canal (quais ions podem passar).

No geral, as atividades de canais ibnicos podem ser estudadas na
membrana plasmatica nativa de células pela técnica de patch-clamp ou por
técnicas de microeletrodos, ou, apds purificagdo da proteina e reconstituicdo, em

bicamada lipidica planar (planar lipid bilayer ou PLB).

Técnicas de eletrofisiologia:

a) Patch-clamp: permite o estudo de multiplos ou unicos canais iGnicos em
células. Foi desenvolvida por Erwin Neher e Bert Sakmann no final da
década de 1970 o que lhes rendeu em 1991 o Prémio Nobel em Fisiologia ou
Medicina. A técnica é baseada numa simples idéia: uma pipeta de vidro com
uma micro abertura (~ 1 um) é usada para fazer um estreito contato em uma
mindscula area, ou “patch”, de uma membrana celular. Apos aplicagdo de
uma leve sucgao na pipeta, o selo entre a pipeta e a membrana se torna tao
firme que nenhum ion pode fluir no espago entre a pipeta e a membrana.
Entao, todos os ions que fluem quando um canal ibnico esta aberto devem
fluir pela pipeta (Fig. 11). A corrente ibnica resultante, apesar de pequena,
pode ser medida com um amplificador eletrénico ultrasensivel conectado a
pipeta, onde estara anexado o eletrodo. Existem diversas variagdes da

técnica mas o principio basico € este descrito acima.
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Fig. 11. Técnica de Patch-Clamp convencional, em que uma micropipeta de vidro
€ selada através de leve sucgcdo na membrana celular permitindo assim medir a
corrente de um unico canal ibnico. Adaptado de Dernick et al., 2007.

b) Planar Lipid Bilayer. Esta técnica (Fig. 12) permite demonstrar a capacidade
de uma proteina em permeabilisar membranas lipidicas através da medida
da atividade de canais ibnicos em membranas lipidicas artificiais. Consiste
em formar uma membrana bilipidica planar numa abertura que conecta dois
compartimentos aquosos, cis e trans. Apdés, a molécula a ser testada é
adicionada no lado cis e pode se incorporar na membrana. O sistema esta
sob voltagem e a corrente que flui pelo canal inserido na membrana é
monitorada. Maiores detalhes da técnica serdo descritos na secado “Material

e Métodos”.
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Fig. 12. Esquema do sistema da técnica de PLB, em que a bicamada lipidica é
formada na abertura de 250 ym entre os compartimentos cis e trans, como
exemplificado na figura. Extraido de Ghazi, 2003.

c) Registro Intracelular: € a medida de corrente e/ou voltagem através da
membrana de uma célula. Para realizar este registro intracelular a ponta de
um fino e afiado microeletrodo deve estar inserido dentro da célula de forma
que o potencial de membrana possa ser medido. Tipicamente, o potencial de
repouso de uma célula saudavel estara entre -60 e -80 mV, e durante um
potencial de acgdo o potencial de membrana podera atingir +40 mV.
Geralmente a pipeta é feita de vidro, a ponta tem um didmetro menor que 1
MM e uma resisténcia de varios megaohms. As micropipetas sao preenchidas
com uma solugao de composicdo ibnica semelhante ao fluido intracelular. A

voltagem medida pelo eletrodo € comparada a voltagem do eletrodo de
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referéncia, normalmente um fio de prata cloretado em contato com o fluido

extracelular ao redor da célula.

1.5.1. Assinaturas de um canal

Canais ibnicos tém assinaturas que precisam ser determinadas para bem
caracterizar a atividade de um canal em estudos relacionados com estrutura-

fungao.

(1) Conduténcia: € a habilidade que um canal tem em conduzir ions através da
membrana; € medida em siemens (S). A Lei de Ohm exerce papel
fundamental nos estudos de biofisica de membranas porque cada canal
ibnico é um condutor elementar inserido na membrana celular. A condutancia
elétrica de uma membrana é a soma de todos essas condutancias
elementares em paralelo. E uma medida de quantos canais iénicos estdo
abertos, quantos ions estdo disponiveis para fluir através dos canais, e o
quao facilmente os ions passam. A Lei de Ohm sera discutida em detalhes

em seguida.

(2) Retificagcdo: essa caracteristica € observada quando a condutancia de ions
através do canal muda de acordo com a voltagem de tal forma que flui

melhor em uma direcdo em relacéo a outra.

(3) Seletividade: se refere a habilidade que os canais tém em discriminar

espécies ibnicas, permitindo alguns passar e restringindo outros. O
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movimento de ions através de um canal depende do gradiente eletroquimico

ao longo da membrana e a seletividade do poro.

(4) Voltagem-dependéncia: expressa a dependéncia do comportamento do canal
ao potencial de membrana (voltagem aplicada). E principalmente observada

pela probabilidade de abertura de um canal.

(5) Cinética (atividade): a cinética usualmente contém o estudo da taxa de
mudanga que um canal sofre durante a modulagao, passagem de ions, etc. A
cinética é frequentemente usada para descobrir os mecanismos especificos
dos canais ibnicos ilustrados pela mudangca de um estado para outro e para

explicar o fendbmeno de gatilho (gating), “jumps”, “bursts”, tempo de transigéo,

modos de sub-condutancias, interagao de ligantes, etc.

1.6. Leide Ohm

No comeco do século XIX, Georg Simon Ohm mostrou experimentalmente
que a corrente ibnica, em condutor, é diretamente proporcional a diferenca de
potencial ou voltagem aplicada e inversamente proporcional a resisténcia do
material entre eles. A equacdo matematica que descreve essa relagao é:

I=V/IR
onde V é a diferenca de potencial em volts; / € a corrente medida em amperes e
R é a resisténcia do condutor medida em ohms. Desta formula inicial obtém-se

R=v/. Sabendo que a resisténcia de um circuito € o oposto de sua condutancia,
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para estudar os canais ibnicos, esta formula pode ser escrita em termos de
condutancia (9):

g=IIv

Na pratica do laboratério a medida de condutancia é rapidamente definida
calculando a relacdo entre corrente ibnica em pA que passa pelo canal e a
voltagem em mV, e multiplicando o valor por 1000 para gerar o resultado em pS:

(PA/mV*1000). Por ex: g=50pA/20mV*1000; g=2500 pS.
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2. OBJETIVOS

21. GERAIS
e Caracterizar o processamento enzimatico da JBU por ninfas e adultos de
Dysdercus peruvianus e correlacionar com a susceptilidade estagio-

especifica ao efeito inseticida das ureases

e Caracterizar a interagdao de JBU e do Jaburetox-2Ec com membranas

lipidicas in vitro através de uma abordagem eletrofisiologica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS: serdo apresentados no inicio de cada capitulo

da parte experimental
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A parte experimental dessa dissertacdo € composta de dois capitulos.

O Capitulo | consiste do artigo intitulado “Stage-specific gut proteinases

of the cotton stainer bug Dysdercus peruvianus: Role in the release of

entomotoxic peptides from Canavalia ensiformis urease”, publicado no periédico

Insect Biochemistry and Molecular Biology.

O Capitulo Il consiste de dados ainda nao publicados.

Cada capitulo apresenta uma secao de materiais e métodos especifica, assim

como as referéncias bibliograficas pertinentes.

Apos a Discussao Geral, segue a relagdo de todas as referéncias citadas na

dissertacao.
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CAPITULO |

Processamento diferencial de urease de Canavalia

ensiformis por ninfas e adultos de Dysdercus peruvianus.

Este capitulo esta apresentado na forma de um artigo publicado na revista Insect

Biochemistry and Molecular Biology
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l. Objetivos especificos

Caracterizar as proteases presentes no trato digestério de insetos adultos
e ninfas de Dysdercus peruvianus, definindo pH 6timo de atividade, perfil
de inibicdo com inibidores classe-especificos e substratos protéicos e

sintéticos.

Realizar a hidrélise in vitro da urease com o homogeneizado de intestino

de ninfas e adultos com a finalidade de verificar a formacao de

peptideo(s) reconhecido(s) pelo anticorpo anti-Jaburetox-2Ec.
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Resumo

As ureases de Canavalia ensiformis sao toxicas a insetos de diferentes ordens.
A entomotoxicidade das ureases é devido a liberagcdo de um peptideo interno de 10
kDa por proteases do trato digestorio do inseto. Anteriormente observamos que,
administrada oralmente, a urease € téxica para ninfas de Dysdercus peruvianus, mas
nao afeta adultos. Aqui nds caracterizamos as atividade proteoliticas majoritarias dos
homogeneizados de intestino de D. peruvianus e investigamos a hidrélise in vitro do
peptideo entomotéxico de 10 kDa pelos homogeneizados. Cisteino, aspartico e
metaloproteases estdo presentes em ambos homogeneizados. Variagdes no pH 6timo
e suscetibilidade a inibidores indicaram diferengas no perfil enzimatico nos dois
estagios de desenvolvimento. Apenas homogeneizado de ninfas libera fragmento(s) de
10 kDa da urease, reconhecido por anticorpos contra o peptideo entomotoxico.
Substratos fluorogénicos contendo sequéncias parciais da urease que flanqueiam a
extremidade N ou C-terminal do peptideo entomotéxico foram clivadas eficientemente
pelo homogeneizado de ninfas, mas muito mais lento pelo homogeneizado de adultos.
Classes enzimaticas diferentes nos homogeneizados clivaram os dois substratos
sugerindo que a liberacdo in vivo do peptideo entomotdxico resulta da agdo combinada
de pelo menos duas proteases diferentes. Esses dados suportam a idéia de que um
processamento diferencial da urease ingerida pelos insetos explica, pelo menos em

parte, a auséncia de toxicidade em adultos.
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Canavalia ensiformis ureases are toxic to insects of different orders. The entomotoxicity of urease is due to
a 10 kDa internal peptide released by proteinases in the insect digestive tract. We previously observed
that, given orally, urease is toxic to nymphs of Dysdercus peruvianus, but does not affect adults. Here we
characterized the major proteolytic activities of D. peruvianus midgut homogenates and investigated
their in vitro-catalyzed release of the 10 kDa entomotoxic peptide from urease. Cysteine, aspartic and

Keywords: ) metalloproteinases are present in both homogenates. Variations in optimal pH and susceptibility to
Dysdercus peruvianus . .. . . .
Urease inhibitors indicated differences in the enzyme profiles in the two developmental stages. Only nymph

homogenates released ~10 kDa fragment(s) from urease, recognized by antibodies against the ento-
motoxic peptide. Fluorogenic substrates containing urease partial sequences flanking the N-terminal or
the C-terminal portion of the entomotoxic peptide were efficiently cleaved by homogenates from
nymphs, but much more slowly by the adult homogenate. Different classes of enzymes in the homog-
enates cleaved both substrates suggesting that in vivo the release of the entomotoxic peptide results
from the concerted action of at least two different proteinases. Our findings support the view that
a differential processing of ingested urease by the insects explains at least in part the lack of toxicity in
adults.

Proteolytic enzyme
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1. Introduction

Ureases (urea amidohydrolase; EC 3.5.1.5), nickel-dependent
enzymes that catalyze the hydrolysis of urea to ammonia and
carbon dioxide, are synthesized by plants, fungi and bacteria
(Mobley et al., 1995; Follmer, 2008). In plants, ureases are homo-
trimers or hexamers of a ~90 kDa subunit and participate in the
use of urea as nitrogen source (Polacco and Holland, 1993; Sirko and
Brodzik, 2000; Follmer, 2008). Canatoxin, a toxic protein isolated
from Canavalia ensiformis seeds (Carlini and Guimaraes, 1981) and
more recently identified as a minor isoform of urease (Follmer et al.,
2001), displays insecticidal properties (Carlini et al., 1997). Cana-
toxin and the major isoform of urease of C. ensiformis seeds (herein
designated “urease”) are toxic to Dysdercus peruvianus (Hemiptera:
Pyrrhocoridae), and this toxicity is independent of their ureolytic
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activity (Follmer et al., 2004a; Stanisguaski et al., 2005; Follmer
et al., 2004b).

Insects with cathepsin-like digestive enzymes are susceptible to
the toxic effects of urease, while insects with trypsin-like digestive
enzymes are not (Carlini et al., 1997), possibly due to differences in
the proteolytic processing of ureases in the insects. The entomo-
toxic activity is due to a 10 kDa internal peptide released from
ureases by insect digestive enzymes. This peptide, called pepca-
natox, was isolated and characterized (Ferreira-DaSilva et al., 2000).
A recombinant peptide, Jaburetox-2Ec equivalent to pepcanatox,
obtained by heterologous expression in Escherichia coli (Mulinari
et al., 2004, 2007), is highly insecticidal and did not affect mice or
neonate rats when administered by oral or intraperitoneal routes
(Mulinari et al., 2007). Interestingly, Jaburetox-2Ec kills insects that
are resistant to intact ureases, such as Spodoptera frugiperda
(Mulinari et al., 2007) or adults of Triatoma infestans (Tomazzeto
et al., 2007).

The cotton stainer bug D. peruvianus feeds on cotton seeds
(Gossypium hirsutum), staining the cotton fibers, damaging the
seeds, besides being a vector for phytopathogenic microorganisms,
and thus can cause heavy losses in cotton production (Gallo, 1988).
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Nymphs are susceptible to canatoxin or urease, while adults are
not. In a previous work, we showed that adults and nymphs have
distinct repertoires of gut enzymes, and differences in the pro-
cessing of ureases by stage-specific enzymes were proposed to
explain the lack of susceptibility of adults (Stanisguaski et al., 2005).

Digestive proteinases play two critical roles in insect physiology:
breaking down proteins into amino acids essential for growth and
development, and inactivating protein toxins ingested as a conse-
quence of feeding (Terra et al., 1996). Endoproteinases belong to
one of six groups based on the active site amino acid residue, or
metal ion, involved in peptide bond hydrolysis (Barret et al., 1998):
serine, cysteine, aspartic acid, glutamic acid, threonine, and met-
alloproteases. Insects having midguts with pH in the neutral or
alkaline range usually rely on serine proteinases. In contrast, insects
having acidic or mildly acidic midguts generally utilize cysteine and
aspartic proteinases (Terra et al., 1996; Terra and Ferreira, 1994;
Silva et al., 1996; Wilhite et al., 2000).

In this study, we aimed to investigate further the processing of
ureases by nymphs and adults of D. peruvianus. Because the release
of the entomotoxic peptide could be due to the concerted or
sequential action of more than one enzyme, we decided to study
the enzymatic profile of whole midguts’ homogenates. We char-
acterized the enzymatic activities present in these homogenates
and performed in vitro hydrolysis of urease with gut homogenates.
We show that homogenates from nymphs and adults generate
different fragments from urease and that a 10 kDa peptide recog-
nized by anti-Jaburetox-2Ec antibodies is formed only by nymph
homogenates.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

Azocasein, trans-epoxysuccinyl-L-leucylamido (4-guanidino)-
butane (E-64), pepstatin-A, phenylmethanesulphonylfluoride
(PMSF), ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA), methylcoumarin
amide (MCA)-coupled substrates, anti-rabbit IgG conjugated with
alkaline phosphatase, nitro-blue tetrazolium (NBT) and 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) were purchased from Sigma
Chemicals Company (Saint Louis, USA). Hybond-P membrane
(PVDF, 0.45 pm) was from Amersham Biosciences (Little Chalfont,
England). Molecular mass markers were from Invitrogen Life
Technologies (California, USA). The synthetic peptide substrates
coupled to Abz-EDDnp were a kind gift from Dr. Luis Juliano Neto
and Dr. Maria Aparecida Juliano (Dept. Biophysics, Universidade
Federal de Sdo Paulo, Sdao Paulo, Brazil).

2.2. Insects

A colony of D. peruvianus, established and operated in our
laboratory for five years, is maintained as described (Stanisguaski
et al.,, 2005). The insects develop from eggs through five nymphal
stages in about 20-25 days. The insects were fed with cotton seeds
(G. hirsutum) and had free access to water.

2.3. Urease and Jaburetox-2Ec

C. ensiformis major urease was purified as previously described
(Follmer et al., 2001, 2004b). Briefly, seed meal (100 g) was
extracted with buffer A (20 mM sodium phosphate, pH 7.5, 1 mM
EDTA, and 2 mM 2-mercaptoetanol) for 1 h at 4 °C. The meal was
removed by centrifugation and 28% (v/v) ice-cold acetone (final
concentration) was added to the supernatant. After removing the
precipitate, the concentration of acetone in the supernatant was
increased to 31.6% (v/v). The new precipitate was discarded, the
supernatant was dialyzed against buffer B (20 mM sodium

phosphate, pH 7.5, 1 mM EDTA, and 5 mM 2-mercaptoetanol) and
then mixed with 40 mL of Q-Sepharose in buffer B. The urease-
enriched fraction was eluted by adding 300 mM NaCl in buffer B.
This material was concentrated and gel-filtered on a Superose 6 HR
10/30 column in buffer B. The active peak was dialyzed against
20 mM sodium phosphate, pH 7.0, 0.5 M NaCl (buffer C) and
submitted to immobilized metal affinity chromatography using
10 mL of Co** loaded iminodiacetic acid-Sepharose (IDA-Co?*),
equilibrated in buffer C. This step separates the isoforms of jack
bean urease, the major urease being recovered in the non-retained
fraction (Follmer et al., 2004b).

The recombinant urease-derived entomotoxic peptide Jaburetox-
2Ec, produced and purified as described in Mulinari et al. (2007), was
used to immunize rabbits and prepare anti-Jaburetox-2Ec polyclonal
antibodies (Tomazzeto et al., 2007).

2.4. Bioassay of urease insecticidal activity

The bioassay was carried out essentially as described in Stani-
scuaski et al. (2005). Third instars or adults of D. peruvianus were
fed on artificial cotton seeds, consisting of gelatin capsules (size 2,
Elli Lilly Co.) containing cotton seed flour and 0.01-0.04% (w/w)
freeze-dried urease. Survival rates were recorded daily until day 16.

2.5. Gut homogenates

Homogenates of whole intestines of D. peruvianus were used for
determination of proteolytic activities. For that, non-starved fourth
instars or adult males were anaesthetized in ice and the whole
intestines were removed and stored at —20 °C in 50% v/v glycerol in
water, in a proportion of 20 intestines per milliliter. To prepare the
homogenates, the material was thawed, homogenized manually
with an ice-cold Potter pestle, centrifuged at 4 °C at 4000g (twice,
10 min each) and then at 12,000g for 5 min. The final supernatants
were kept frozen at —20 °C until used. Homogenates of nymphs’
guts and adults’ guts are referred from now on as NH and AH,
respectively.

2.6. Enzymatic assays

For determination of azocaseinolytic activity, the homogenates
(2.5 mg protein/mL) were incubated with azocasein (final
concentration 0.5%) in sodium acetate 0.05 M, pH 5.6, at 37 °C, in
300 pL, with or without 1 mM PMSF. After 1 h, 250 pL of 10% tri-
chloroacetic acid (TCA) was added, followed by centrifugation
(5 min, 18,000g). The supernatant (450 pL) was mixed with 250 pL
of NaOH (2 M) and read at 420 nm. One unit of azocaseinolytic
activity was defined as the amount of enzyme releasing 1.0 A4z of
acid-soluble azopeptides per hour at 37 °C.

Different fluorogenic synthetic substrates were employed to
characterize the enzymatic activities in the homogenates. Aliquots
of the homogenates were incubated in microplates at 37 °C, with
20 uM of substrates Abz-AIAFFSRQ-EDDnp or N-Cbz-Phe-Arg-MCA,
in 100 pL final volume. Synthetic substrates corresponding to the N-
and C-terminal regions flanking the entomotoxic peptide within
urease sequence (Mulinari et al., 2007) were also tested, at 20 uM
final concentration. The substrates were Abz-NAIADGPVQ-EDDnp
(equivalent to the N-terminal region) and Abz-KVIRDGMGQ-
EDDnp (equivalent to the C-terminal region). The pH was varied
using 50 mM citrate-phosphate buffer (pH 2.0-6.0) or Tris—-HCI (pH
7.0-9.0). Reactions were monitored for 1 h in an F-Max fluorometer
(Molecular Devices Inc.), using 320 nm excitation — 420 nm emis-
sion filters for EDDnp substrates and 370 nm excitation - 460 nm
emission filters for the MCA substrate. Results are shown as relative
fluorescence in milliunits (mRFU) per min per mg of homogenate.
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To investigate the classes of the proteinases present in the
homogenates, aliquots were pre-incubated 30 min at room
temperature with either 10 uM E-64, 10 uM pepstatin-A, 1 mM
EDTA or 1 mM PMSF, and then tested for proteolytic activity (Barret
et al., 1998). Results are shown as percentage of the activity in the
absence of the inhibitor.

2.7. In vitro hydrolysis of urease

Digestion of urease with D. peruvianus proteinases was performed
as described in Ferreira-DaSilva et al. (2000) using a ratio of 0.5 mU
azocaseinolytic activity of homogenates per microgram urease, in
5 mM ammonium formate, pH 5.6, at 37 °C, under continuous stir-
ring. The reaction was stopped by freeze-drying the samples.

2.8. Western blot

The hydrolysis of urease was followed by Western blot (Towbin
et al,, 1979) after SDS-PAGE (Weber and Osborn, 1969) in 10-18%
polyacrylamide gels. After being transferred to 0.2 um PVDF filters,
the membranes were incubated for 2 h with anti-Jaburetox-2Ec
antibodies (1:25,000) and then exposed for 2 h to anti-rabbit IgG
coupled to alkaline phosphatase (1:30,000). The color reaction was
developed with NBT and BCIP in buffer containing MgCl,, pH 9.6.

2.9. Determination of cleavage site by LC-ESI-MS

The synthetic substrates (2 nmol) were incubated with the
homogenates (100 pg protein) at pH 4.0, 37 °C, overnight. The
reaction was stopped by sample lyophilization. Digestion analysis
was performed on a Q-TOF Micro instrument (Waters Corporation)
with a nanoflow electrospray probe, capillary voltage at 3500 V and
a cone voltage of 30 V, calibrated in the m/z region 50-2000 using
phosphoric acid. A lock spray interface with phosphoric acid was
employed, the lock mass data being averaged over 5 scans for
correction. Chromatographic separations for LC-MS were per-
formed in a Nano Acquity Ultra Performance LC (Waters Corpora-
tion), equipped with columns Symmetry C18 and BEH 130-C18
(Waters Corporation), and a linear gradient of 0-90% acetonitrile in
0.1% formic acid. The mass spectrometric data were collected in
a full scan mode from m/z 50 to 1400 in positive mode. Data were
processed and analyzed using Mass Lynx software.

2.10. Statistical analysis

Results are expressed as mean + standard deviation. Signifi-
cance of differences between means was determined using one-
way ANOVA. Data were considered statistically different when
p < 0.05.

3. Results
3.1. Urease insecticidal effect

Fig. 1 shows the insecticidal effect of C. ensiformis urease fed to
third instar D. peruvianus reaching 100% of mortality after 11 days.
In contrast, adults survived 14 days ingesting a concentration of
urease 4-fold higher. The adult insects, however, were as suscep-
tible to sodium azide as the nymphs. These results are very similar
to our previous observation for canatoxin, a minor isoform of
urease present in the same seed (Staniscuaski et al., 2005).

3.2. Enzymatic activity upon azocasein

Azocasein is a nonspecific protease substrate. Both homoge-
nates have azocaseinolytic activity at pH 5.6. This activity is
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Fig. 1. Insecticidal effect of urease on Dysdercus peruvianus. Adults (upper panel) or
nymphs (third instar) (lower panel) fed on artificial seeds containing urease, buffer
alone (controls) or 0.01% w/v sodium azide. Surviving insects were counted daily up to
16 days. Results are expressed as mean and standard deviations of triplicated points
(N = 20 per point).

strongly inhibited by PMSF (a serine protease inhibitor) in adult’s
homogenate (AH) (~65% inhibition). In contrast, no inhibition by
PMSF of nymph’s homogenate (NH) activity was observed
(Fig. 2).

100 A
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Fig. 2. Hydrolysis of azocasein by NH and AH and effect of PMSF. The homogenates
(2.5 mg protein/mL) were incubated with 0.5% w/v azocasein at 37 °C, pH 5.6. For the
PMSF treatment, homogenates were pre-incubated with the inhibitor (1 mM) for
30 min before the addition of the substrate. The release of soluble azopeptides derived
from azocasein was quantified colorimetrically. Activity is expressed as mU (described
in Section 2). Values are means and standard deviation (N = 4). * Indicates a statisti-
cally significant difference between the control and the PMSF treatment (p < 0.05).
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Fig. 3. Western blot of urease in vitro hydrolysis developed with anti-jaburetox
antibodies. (A) Urease hydrolysis by NH. Lane 1: urease incubated at 37 °C, pH 5.6 in
the absence of NH; lane 2: urease incubated at 37 °C, pH 5.6 in the presence of NH. (B)
Urease hydrolysis by AH. Lane 1: urease incubated at 37 °C, pH 5.6 in the absence of
AH; lane 2: AH; lane 3: urease incubated at 37 °C, pH 5.6 in the presence of AH. Lane 4:
urease incubated at 37 °C, pH 5.6 in the presence of AH and PMSF (1°mM). The arrows
indicate intact urease. The square highlights the ~ 10 kDa fragment recognized by anti-
jaburetox antibodies.

3.3. In vitro hydrolysis of urease

Because the release of the entomotoxic peptide could be due to
the concerted or sequential action of more than one enzyme, we
decided to analyze homogenates of whole midguts. The fragmen-
tation patterns of urease produced by NH and AH were clearly
distinct. After 24 h of incubation at 37 °C, pH 5.6, urease was
extensively hydrolyzed by NH, and formed a ~10 kDa fragment,
recognized by anti-Jaburetox-2Ec antibodies (Fig. 3A). By size and
antigenicity criteria this peptide is equivalent to the entomotoxic
peptide characterized by Ferreira-DaSilva et al. (2000). Under the
same reactions conditions, AH also hydrolyzed urease, but no
10 kDa fragment recognizable by anti-Jaburetox-2Ec antibodies
was formed (Fig. 3B, lane 3). When the hydrolysis was performed in
the presence of PMSF (1 mM), the fragmentation of urease by AH
was reduced (Fig. 3B, lane 4), but no inhibition was observed in
hydrolysis produced by NH (data not shown).

3.4. Enzymatic activity upon synthetic substrates

Four synthetic substrates were used to characterize the
proteinases present in the homogenates (data summarized in

Table 1

Table 1). Abz-AIAFFSRQ-EDDnp was developed for cathepsin-D like
aspartic proteinases (Sorgine et al., 2000). Both homogenates have
similar activity upon this substrate, but each with a different pH
optimum. For NH (Fig. 4, left panels), the optimal pH was 3.0, while
AH (Fig. 4, right panels) showed maximal activity at pH 5.0. The
activity of NH was completely inhibited by pepstatin-A between pH
2.0 and 6.0 (Fig. 4B). On the other hand, inhibition of AH activity by
pepstatin-A was less significant, with a residual activity of 36% at
pH 5.0 (Fig. 4F). Although both adult and nymph digestive tracts
have aspartic proteinases, the differential susceptibility to inhibi-
tors and the different pH optima suggest that different members of
this proteinase family are present according to insect stage. EDTA
was also effective in inhibiting AH activity upon this substrate,
mainly at pH 6.0 (Fig. 4H), but no inhibition was observed for NH
(Fig. 4D).

N-Cbz-Phe-Arg-MCA is a substrate suitable for the cysteine
proteases cathepsins B and L (Sorgine et al., 2000; Renard et al,,
2000). NH showed two distinct peaks of activity with this substrate
(Fig. 5, left panels), one at pH 4.0 and a second at pH 6.0. AH activity
was relatively equally distributed over pH 3.0-6.0 (Fig. 5, right
panels). The activity of NH upon this substrate was about 2.5-fold
higher than AH at pH 4.0 and 2-fold at pH 6.0 (Table 1). E-64
completely abolished the proteolytic activity of both homogenates
in the pH 3.0-4.0 range, inhibiting to a lower extent the activity at
pH 5.0-7.0 (Fig. 5C and F). Again, the data suggest the presence of
different members of the cysteine protease family according to
stage of D. peruvianus.

We assayed NH and AH protease action on synthetic substrates
that correspond to the N- and C-terminal regions flanking the
entomotoxic peptide within urease to gain further insights into gut
processing of urease. NH has a higher activity upon the substrate
Abz-NAIADGPVQ-EDDnp (equivalent to the N-terminal region),
with an optimal pH at 4.0. For AH, the pH optimum is 3.0 (Fig. 6A).
While AH activity upon this substrate is inhibited by E-64 (Fig. 6B),
the activity of NH is not (Fig. 6E). Pepstatin-A failed to inhibit either
AH or NH activities (Fig. 6C and F), while EDTA was a strong
inhibitor of both (Fig. 6D and G).

Both homogenates showed similar activities upon the C-
terminal substrate, Abz-KVIRDGMGQ-EDDnp, with optimal pH at
4.0-4.5 (Fig. 7A). As observed for the N-terminal substrate, inhibi-
tion by E-64 was higher for AH than NH activity (Fig. 7E and B). At
pH 4.0, E-64 inhibited about 50% of NH activity and almost 100% AH
activity. Pepstatin-A had no effect (Fig. 7C and F) on either of the gut
homogenates. Contrasting with the results with the N-terminal
substrate, NH and AH activities were not significantly inhibited by
EDTA (Fig. 7D and G).

Major proteolytic activities of midgut homogenates of nymphs (third instars) or adult Dysdercus peruvianus.

Substrate Nymph'’s midgut homogenates Adult’s midgut homogenates
Optimal pH mU/min/mg Inhibitor(s)® Optimal pH mU/min/mg Inhibitor(s)®
or Ago/3 h/mg? or Azgo/3 h/mg?
Azocasein, pH 5.6 n.d. 95.0 Not inhibited by PMSF n.d 82.0 PMSF
Hemoglobin"* 3.5 0.26 E-64, EDTA, pepstatin-A 5.0 0.20 Pepstatin-A
8.5 0.11 PMSF
Abz-AIAFFSRQ-EDDnp (substrate 3.0 820 Pepstatin-A 3.0 400 No inhibition
designed for cathepsin-D) 5.0 800 PMSF, EDTA,
Pepstatin-A
N-Cbz-Phe-Arg-MCA (substrate 4.0 3700 E-64 3-5 1600 E-64
designed for cathepsin-B) 6.0 2100 E-64
Abz-NAIADGPVQ-EDDnp (N-terminal 4.5 22,000 EDTA 3.0 9000 E-64, EDTA
flanking sequence)
Abz-KVIRDGMGQ-EDDnp (C-terminal 4.5 25,000 E-64 4.0 30,000 E-64

flanking sequence)

n.d. - Not determined.

2 Hemoglobinolytic activity was measured as Aygo/3 h/mg (“"data taken from Staniscuaski et al. (2005)).
b Inhibition greater than 40-50%. Inhibitors tested were 10 uM pepstatin-A, 10 uM E-64, 1 mM PMSF and 1 mM EDTA.
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Fig. 4. Effect of inhibitors on Abz-AIAFFSRQ-EDDnp hydrolysis by NH (A-D) and AH (E-H). Final concentration of the substrate was 20 pM. Activity was assayed at 37 °C for 1 h in
the presence of 1 mM PMSF (A, E), 10 uM pepstatin-A (B, F), 10 uM E-64 (C, G) or 1 mM EDTA (D, H). Results are expressed as mean and standard deviation (N = 4).

3.5. Determination of cleavage site by LC-ESI-MS

The cleavage site(s) of Abz-NAIADGPVQ-EDDnp and Abz-
KVIRDGMGQ-EDDnp by the homogenates were determined by LC-
ESI-MS (Table 2). For the hydrolysis of the N-terminal substrate
Abz-NAIADGPVQ-EDDnp at pH 4.0 by either of the homogenates,
the fragment DGPVQ-EDDnp (m/z 723,302) was the most abundant.
The fragment GPVQ-EDDnp was also present, but less abundant.
These results indicate that both homogenates preferentially cleave
between Ala and Asp residues in this substrate, but they are also
effective in cleaving the bond between Asp and Gly residues. When
the hydrolysis was performed at pH 5.6, which resembles the
condition of the midgut of D. peruvianus, the preferred cleavage site
in Abz-NAIADGPVQ-EDDnp was Asp-Gly for both homogenates
(data not shown). In the case of the hydrolysis of the C-terminal
substrate Abz-KVIRDGMGQ-EDDnp by the homogenates at pH 4.0,

the most abundant fragment was DGMGQ-EDDnp (m/z 317,703),
indicating that AH and NH preferentially cleave between Arg and
Asp residues. For the hydrolysis with AH, a second fragment, Abz-
KVIRD (m/z 374,204), was observed with a lower intensity. This
indicates that AH, but not NH, also cleaves the peptide bond
between Asp and Gly residues in this substrate. At pH 5.6, most of
Abz-KVIRDGMGQ-EDDnp was cleaved between the Ile and Arg
residues by both homogenates (data not shown).

4. Discussion

The primary aim of this work was to investigate the major
digestive proteolytic activities of nymphs and adults of D. peru-
vianus and to establish a possible relation between these activities
and the stage-dependent resistance to toxic effects of ingested
ureases. Because the release of the entomotoxic peptide could be
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due to the concerted or sequential action of more than one enzyme,
we decided to work with homogenates of whole midguts.

Ferreira-DaSilva et al. (2000) confirmed the proteolytic activa-
tion of canatoxin by enzymes from Callosobruchus maculatus larvae,
and the release of a toxic peptide of 10 kDa. Here, we showed that
C. ensiformis major urease is hydrolyzed by D. peruvianus NH and AH,
but only NH is able to release a ~ 10 kDa peptide, recognized by anti-
Jaburetox-2Ec antibodies. Although we cannot exclude at this point
differences regarding midgut permeability, receptor(s), transport
across the membranes of epithelial cells, or signal-transduction, this
finding strongly suggests that adults of D. peruvianus are resistant to
urease toxic effects due to differences in the proteolytic processing
of the protein. Differences in the response to toxins during the life
cycle of insects have been reported. Increased resistance to Bacillus
thuringiensis Cry1C toxin in the late larval stages of Spodoptera lit-
toralis as compared to young larvae was attributed to different
enzymatic processing of the toxin (Keller et al., 1996).

Silva and Terra (1994) described digestive enzymes, absorptive
sites and internal pH along the midgut, divided into three sections
(V1-V3), of female adults D. peruvianus. They showed a luminal pH
variation from 6.2 to 5.6 and that a soluble cysteine proteinase with
a pH 5.5 optimum and produced in the V2 region was the most
important proteolytic enzyme. However, this type of information is

not available for young forms of any hemipteran. It is reasonable to
expect that more acidic microenvironments probably exist in which
the enzymes we described here (particularly in nymphs) would
approach their maximal activities.

Comparing the enzyme activities in homogenates of fed and
starved D. peruvianus, Silva and Terra (1994) concluded that cotton
meal contributes with an aminopeptidase activity found in the
midgut contents. It is not known if symbionts present in hemip-
teran midgut contribute to the repertoire of enzymes found (Terra
and Ferreira, 1994; Silva and Terra, 1994). Since in the present study
we used non-starved insects, both stages fed on the same lot of
cotton seeds, the differences we found in the repertoire of
proteolytic enzymes are likely to be stage-specific. Thus, although
there is no change in the feeding habits of young forms and adult
D. peruvianus, our data point to important differences in the
digestive physiology of the insect during its life cycle.

We showed that NH azocaseinolytic activity was not affected by
the serine protease inhibitor PMSF, while AH activity was reduced
almost 70% (Fig. 2), confirming similar observations in a previous
study (Staniscuaski et al., 2005). More interestingly, urease hydro-
lysis by AH is inhibited by PMSF, while NH is still able to fully
degrade urease in the presence of this inhibitor (data not shown).
The data indicate the presence of serine proteinases in adults, but
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not in nymphs, of D. peruvianus. Hemipteran insects are said to rely
on cathepsin-like digestive enzymes (Terra and Ferreira, 1994;
Cristofoletti et al., 2003). To our knowledge, there are no published
reports on the identification of serine trypsin-like digestive
enzymes in any hemipteran insect. One alternative explanation

would be that PMSF is nonspecifically inhibiting cysteine proteases
(Whitaker and Perez-Villasenor, 1968).

Midgut homogenates of both insect stages were able to cleave
several substrates in acidic media up to pH 6.0. The activities upon
N-Cbz-Phe-Arg-MCA and Abz-AIAFFSRQ-EDDnp indicate the
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presence of cysteine and aspartic proteinases in both homogenates.
NH activity upon Abz-AIAFFSRQ-EDDnp was completely inhibited
by pepstatin-A (Fig. 4B), while AH was still partially active in the
presence of pepstatin-A (Fig. 4F). The data suggest the presence of
a different isoform of aspartic proteinase in adults, less sensitive to

pepstatin-A, or alternatively, adults have another proteinase able to
cleave this substrate, not susceptible to the inhibitor. Inhibition by
E-64 of the cleavage of N-Cbz-Phe-Arg-MCA indicated the presence
of cysteine proteinases in both AH and NH (Fig. 5), the activities
differing in their pH optima and specific activities.
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Table 2
Determination by LC-ESI-MS of cleavage sites of substrates by homogenates at
pH 4.0.

Sequence Mass (predicted)  Mass (observed)

Cleaved by AH  Cleaved by NH
N-terminal
Abz-NAIADGPVQ-EDDnp 506,247 506,246 506,246
Abz-NAIADGPVQ-EDDnp 722,295 722,294 722,295
Abz-NAIADGPVQ-EDDnp 621,277 621,280 621,281
Abz-NAIADGPVQ-EDDnp 607,275 607,271 607,267
C-terminal
Abz-KVIRDGMGQ-EDDnp 633,397 633,383 633,391°
Abz-KVIRDGMGQ-EDDnp 714,235 714,238 n.o.
Abz-KVIRDGMGQ-EDDnp 748,417 748,409 n.o.
Abz-KVIRDGMGQ-EDDnp 599,215 n.o. n.o.

The fragments observed are shown in bold. n.o. - not observed.
2 The fragments that were more abundant in the spectrum.

Important differences were observed between NH and AH
regarding their activity upon the substrates representing the
regions flanking the entomotoxic peptide within the intact urease.
We have previously shown that in vitro hydrolysis of canatoxin by
cathepsins from C. maculatus larvae produced a family of entomo-
toxic peptides, the largest of which, pepcanatox, was the most toxic,
the smaller ones probably representing further cleavage of the
latter (Ferreira-DaSilva et al., 2000). The N-terminal sequence of
pepcanatox was determined by Edman sequencing to be GPVQ-
and based on its molecular mass its C-terminal was deduced to be
-KVIRD (Mulinari et al., 2007). Here we observed that both
homogenates cleaved the N-terminal substrate, and that this
hydrolysis is not catalyzed by pepstatin-A-sensitive enzymes. Only
AH was inhibited by E-64 when assayed with this substrate. Since
EDTA was the only effective inhibitor of the hydrolysis of the
N-terminal substrate catalyzed by NH, we suggest that a metal-
loprotease active at pH 4.0-5.0 is probably involved in the limited
proteolysis of urease that releases the entomotoxic peptide in
young forms of D. peruvianus. The LC-ESI-MS data (Table 2) indi-
cated that both AH and NH at pH 4.0, in which all the activities
studied are at or near to their maximal levels, cleave the substrate
Abz-NAIADGPVQ-EDDnp preferentially between the residues Ala
and Asp. Metalloproteases, as the peptidyl-Asp metallopeptidase,
hydrolyzes bonds at the N-terminal side of aspartic acid (Drapeau,
1980; Hagmann, 2004), reinforcing our hypothesis that an enzyme
of this class releases the N-terminal side of the entomotoxic peptide
from within urease.

The cleavage of C-terminal substrate Abz-KVIRDGMGQ-EDDnp
by AH and NH at pH 4.0 occurred between the residues Arg and
Asp. The activity of both homogenates upon this substrate was
inhibited significantly only by E-64, indicating the participation of
cysteine proteinases. Cleavage of RD bonds is described for human
cathepsin L (Dahl et al., 2001) and also for trypsin-1 (Nemoto et al.,
1997). The data on azocasein hydrolysis suggested that adults have
trypsin-like enzymes, while PMSF-sensitive enzymes were not
found in nymphs. Diaz-Mendoza et al. (2005) reported that E-64
nonspecifically inhibited trypsin-1 enzymes from insects. The more
pronounced effect of E-64 on AH activity upon the C-terminal
substrate could thus represent the inhibition of cysteine protein-
ases plus nonspecific inhibition of trypsin-like enzymes. This may
be an important difference in the limited proteolysis of urease by
the two stages of D. peruvianus. Within the entomotoxic peptide
sequence (Mulinari et al., 2007) there are 11 potential cleavage sites
for trypsin. If adults in fact have a trypsin-like enzyme(s), it is
possible that the entomotoxic peptide is released from urease, but
then degraded into smaller, not toxic, fragments. Another fact that
supports the hypothesis that the entomotoxic peptide is degraded
is that Jaburetox-2Ec is not toxic to D. peruvianus adults when
administered orally (Staniscuaski et al., 2005).

A second cleavage site, between Asp and Gly, was observed for
both homogenates with Abz-NAIADGPVQ-EDDnp and for AH with
Abz-KVIRDGMGQ-EDDnp. When the hydrolysis was performed at
pH 5.6, Asp-Gly was the only cleavage site identified in Abz-
NAIADGPVQ-EDDnp (data not show). The hydrolytic activities upon
these substrates at pH 5.0-6.0 are comparatively very low (Figs. 6A
and 7A). Asp-Gly is not a consensus cleavage site for cathepsins
either from the aspartic or cysteine protease families. The Peptidase
Databank MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk) provides literature
showing that the bond between Asp-Gly can be cleaved by cysteine
proteases such as caspases (Hawkins et al., 2000), metalloproteases
as falcilysin (Eggleson et al., 1999), serine proteases as dipeptidase E
(Miller, 2004) and also by aspartyl-peptidases (Wilk, 2004).
Brinkworth et al. (2001) have shown that cathepsin-D from blood-
feeding parasites has unusual cleavage sites, when compared to
mammalian cathepsin-D. These differences in substrate cleavage
preference reflected subtle but significant differences in the
enzyme binding pockets. It is possible that, in the course of
evolution, insects had some of their enzymes adapted to their
feeding habits and hence diverged their substrates preferences
from the expected.

Although we cannot exclude that a single enzyme in D. peru-
vianus nymphs is responsible for the limited proteolysis that
releases the entomotoxic peptide from urease, our data indicate
that more than one class of enzyme in their midguts is able to
hydrolyze the synthetic peptides containing the potential cleavage
points, particularly at the C-terminal portion of the peptide. Indeed,
in a previous study (Carlini et al., 1997) we demonstrated that
simultaneous administration of E-64 or pepstatin-A and canatoxin
to third instars Rhodnius prolixus significantly reduced the lethality
rate, suggesting that both cysteine and aspartic proteinases are
involved in the proteolytic activation of the protein. Another
important point concerning these results is that the whole native
urease is actually not the only substrate to be considered as
a partially cleaved protein could be a better substrate for the
enzyme(s) releasing the internal entomotoxic peptide.

Table 1 summarizes our data showing the presence of multiple,
stage-specific proteinases in the digestive system of D. peruvianus.
Purification and physicochemical characterization of some of the
enzymatic activities detected in this work will be dealt with else-
where. Insect digestive proteolytic activity is dynamic and depends
on the interactions among tissue type, pH, proteinase class and
phase of life cycle (Wright et al., 2006). Such complexity could be
directly involved in the processing and inactivation of toxic defense
proteins produced by plants (Peumans and Van Damme, 1995). The
difference in susceptibility to ureases of adults and nymphs of
D. peruvianus is probably a complex event, with the contribution of
multiple factors. Here we have demonstrated that stage-specific
differences in the release of the entomotoxic peptide from the
intact protein might contribute to the resistance of adult D. peru-
vianus to urease entomotoxic effects. The data also emphasize the
need for adequate understanding of insect physiology when
considering the potential biotechnological use of insecticidal
proteins in protecting crops against insect pests.
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CAPITULO Il

Eletrofisiologia: estudo sobre os canais idnicos formados por

JBU e Jaburetox-2Ec

53



.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar se a urease de Canavalia ensiformis e o peptideo téxico
recombinante Jaburetox-2Ec interagem com membranas lipidicas formando
canais iGnicos ou poros através da bicamada lipidica. Para isso, utilizar a técnica
de eletrofisiologia PLB para visualizar a atividade dos canais formados pelas
duas moléculas. A partir das analises, quantificar a corrente ibnica que flui pelos
canais e determinar suas condutancias. Ainda, se possivel, determinar a
seletividade ibnica dos canais, ou seja, verificar se o canal tem capacidade de

discriminar ions K" ou CI".
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Il.  MATERIAIS E METODOS

a. Reagentes e JBU

Os fosfolipideos foram adquiridos de Avanti Polar Lipids, Birmingham, AL.
JBU foi obtida de uma preparagdo comercialmente disponivel (SIGMA-
ALDRICH) e usada em todos os experimentos sem purificagdo adicional. A
proteina liofilizada foi ressuspendida em tampao NaPB 20 mM contendo 1 mM
de EDTA e 5 mM de 3-mercaptoethanol, pH 7,5. A solugao protéica foi usada em

uma concentracao de 1 mg/mL determinada por Aggp.

b. Jaburetox-2Ec

O peptideo recombinante foi purificado de acordo com Mulinari, 2007.
Brevemente, 250 mL de meio LB contendo 100 mg/ml de ampicilina foram
inoculados com 5 mL de cultura de Escherichia coli carregando o plasmideo
recombinante pET 101/Jaburetox-2Ec. As células foram crescidas por 2 horas a
37°C sob agitacdo constante até atingir ODg=0,7 € entdo 1 mM de IPTG foi
adicionado. Apos duas horas as células foram extraidas por centrifugagao e
ressuspendidas em 10 mL de tampao de lise (50 mM NaPB, pH 7,0, 400 mM
NaCl, 100 mM KCI, 10% (v/v) glycerol, 0,5% (v/v) Triton X-100 e 10 mM de
imidazol), sonicadas e centrifugadas (10.000 X g por 20 minutos). O

sobrenadante foi aplicado em uma coluna de afinidade de Niquel (Ni-NTA-
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QIAGEN), previamente equilibrada com o tamp&o de equilibrio (50 mM NaPB pH
8,0, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol). Ap6s 30 minutos, a coluna foi lavada com
20 mL do mesmo tampao contendo 20 mM de imidazol. A proteina foi eluida
com o tampao de equilibrio contendo 200 mM de imidazol e quantificada pelo
método de Bradford (Bradford, 1976). As amostras foram dializadas contra
tampao NaPB 20 mM contendo 1 mM de EDTA e 5 mM de B-mercaptoethanol,

pH 7,5.

c. Ensaio de Membrana PLB

Membranas lipidicas planares (Mduller et al.,1963) foram formadas a partir de
uma mistura lipidica composta de fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilcolina (PC)
e colesterol (Ch) na proporcao de 7:2:1 respectivamente, similar a composigao
lipidica de células de inseto, conforme Schwartz et al., 1993. Os lipidios foram
preparados em cloroférmio e vigorosamente agitados para bem homogeinizar.
Apos, decano (solvente nao polar) foi adicionado para uma concentragao final

lipidica de 25 mg/ml.
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Fig. 13. Imagens do sistema da técnica de PLB (A e B) e o modelo (C) para
construcdo das cadmaras onde os experimentos sdo realizados. A camara com 0s
compartimentos cis e trans é feita de PVC (cloreto de polivinila), e a cubeta onde a
abertura é localizada é feita de poliacetal.

Os compartimentos aquosos cis e trans sao preenchidos com tampéao contendo
500 mM de KCI, 1 mM de CaCl; e 10 mM de HEPES, pH 7,5. Antes de montar o
sistema, o orificio de 250 ym da cubeta feita de resina poliacetal foi pré-tratado
com a mesma mistura lipidica, o que significa cobrir as paredes internas do
orificio com uma camada da mistura lipidica, para posteriormente a membrana
poder se fixar. Apds o pré-tratamento, a cubeta foi submetida a um leve jato de
nitrogénio para secar a camada lipidica formada em volta do orificio. Estando as
cubetas ja imersas no tampao do experimento, a bicamada lipidica foi
“pincelada” através do orificio usando uma fino bastdo de vidro de ponta
arredondada mergulhado previamente na solucdo lipidica. A pequena gota
lipidica formada na extremidade deste bastdo foi entdo espalhada no orificio

(Fig. 14).
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Fig. 14. Formacado da bicamada lipidica na abertura de 250 um. No primeiro
momento tem-se uma multicamada (multilayer) que em poucos segundos é
estendida em uma bicamada (bilayer). A bicamada é mantida pelo “annulus”, uma
estrutura com massa lipidica milhares de vezes maior que a bicamada constituida
de micelas lipidicas. Fonte: Miller, 1986.

A membrana funciona como um capacitor, pois € um 6timo isolante elétrico e
acumula cargas, sendo que a capacitancia de uma membrana € proporcional a
suas dimensdes. A espessura da membrana foi testada aplicando o teste de

capacitancia, medida em farad (F).

J{
O = €,.€0—

d

Onde C=capacitancia;, A=area em metros quadrados; d=distancia que
separa as duas placas do capacitor (em membranas biolégicas, seria a

espessura da membrana fosfolipidica); & = constante dielétrica do material entre
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as “placas”, para o vacuo &=1; & é a permissividade do vacuo, &= 8.854x10"2
F/m.

Valores de capacitancia tipicos ficaram entre 100 e 200 pF, onde a
espessura da membrana € inversamente proporcional ao valor de capacitancia,
ou seja, quanto maior o valor de capacitancia, mais fina era a espessura da
membrana. A incorporacdo da toxina foi realizada adicionando aliquotas da
proteina (2,5 - 10ug) ao volume de 1 mL da camara cis apos a formacgao da
bicamada. Apds a inser¢cao da proteina foi possivel observar o comportamento
do canal. A atividade do canal foi monitorada por mudancas em forma de
degraus no registro de corrente ibnica durante a aplicacdo de voltagem através
da PLB. Todos os experimentos foram executados a temperatura ambiente (20-
22°C).

Para verificar a capacidade da JBU em discriminar espécies ibnicas,
experimentos de seletividade ibnica foram realizados com a JBU ja inserida na
membrana e apresentando atividade de canal. Entao, foi aplicado voltagem zero
no sistema e criado um gradiente eletroquimico entre os dois compartimentos
através da adicdo de uma solugao concentrada de KCI de forma a estabelecer o
gradiente 800:500 mM de KCI (cis:trans) que gerara uma mudanga na linha de
base de corrente ibnica. Esta mudanca nos informara a espécie ibnica que flui

pelo canal.
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Ill.  RESULTADOS

Todos os resultados a seguir foram obtidos durante o intercambio pelo
programa GSEP (Graduate Student's Exchange Program) oferecido pelo
governo canadense, na Université de Montréal, sob orientagdo do Prof. Dr.

Jean-Louis Schwartz.

a. Atividade de canal em PLB na presenca de JBU

Atividade de canal pela JBU foi observada quando 10 nM de proteina (5ug/mL)
foi adicionada no compartimento cis. O tempo de insercdo da proteina na
membrana artificial variou entre os experimentos, desde poucos minutos até
horas. Quando 2,5 ug/mL de proteina foram utilizados nunca foi observado
atividade de canal enquanto que utilizando 10 yg/mL de proteina foi observada
saturagao do sinal de corrente ibnica, provavelmente pela grande quantidade de
unidades protéicas inseridas na membrana e consequente ruptura da
membrana.

O comportamento observado pelos canais formados pela JBU foi complexo (Fig.
15). Diversos niveis de condutancia e cinética podem ser visualizados (setas da
fig. 15) e uma voltagem dependéncia também parece ocorrer, pois em altas

voltagens (+50 e -50 mV) a atividade do canal, representada pela quantidade de
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eventos de abertura e fechamento, aumenta em relacédo ao numero de eventos

observados nas voltagens -20 e +20 mV.

50 mV l
40 mv u |

<0

L LA e T

<
20 mV

<

<
-20 mV '

<

e
-30 mV

W v
-40 mV

o i

20 pA |

1 sec

JBU 5 pg/ml, 500 mM KCI, 10 mM Hepes pH 7.5
1 mM CaCl, ,70 mM B-ME

Fig. 15. Tragados mostrando a atividade dos canais formados pela JBU
(10 nM) sob condigdes simétricas de 500 mM de KCI, pH 7,5. Setas
indicam as diferencas de condutancia e diferengas cinéticas. A linha de
base de corrente ibnica esta representada por 0.

61



O grafico que correlaciona voltagem aplicada X corrente observada nos mostra
diferentes niveis de condutancia resultantes dos canais formados pela JBU (Fig.
16). As linhas retas s&do obtidas através da regressao linear dos valores plotados
no grafico. Cada valor pode significar o numero de canais abertos ou
alternativamente, conformacgdes diferentes que causam mais que um nivel de

condutancia.

JBU Main current levels

80 1 1730 pS

Ll 833 pS
625 pS

Current (pA}
=

=60

80 A

100 -
Voltage (mV)

Fig. 16. Curva I/V da atividade de canal de JBU sob diferentes voltagens
em condicbes experimentais simétricas de 500 mM de KCI em cada
compartimento, pH 7,5. Os simbolos *, m, * e e representam os pontos
obtidos a partir da relagdo de corrente e voltagem.

b. Seletividade ibnica dos canais formados pela JBU
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Current

Nos experimentos de seletividade idnica constatou-se que a JBU tem
seletividade para ions cloreto. Esta caracteristica do canal é determinada
através do gradiente eletroquimico gerado enquanto a voltagem no sistema é
zero. Por definicdo, quando a mudanca na linha de base da corrente ibnica é
negativa, diz-se que anions, neste caso, ions cloreto estdo fluindo através do
canal. Este resultado pode ser visto na figura 17, quando uma mudanca de

aproximadamente -5 mV é observada.

100 1
a0 1
B0 4
40

20 7

100 A

Fig. 17. Experimento de seletividade ibnica. A mudanga negativa na linha de base
foi observada no momento da adi¢cdo da solugdo concentrada de KCI, indicando
que os canais formados pela JBU tém seletividade para anions.
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A partir da determinagdo da seletividade i6nica € possivel também definir o
potencial reverso (também conhecido como Potencial de Nernst), que para
membranas bioldgicas € o potencial de membrana em que n&o ha fluxo liquido
de ions de um lado da membrana para o outro. Essa caracteristica do canal
ainda deve ser determinada para o completo entendimento dos canais formados
pela JBU.

Em um sistema ibnico unico, o potencial reverso é sinbnimo de potencial de
equilibrio, pois seus valores numéricos sao idénticos. Os dois termos se referem
a distintos aspectos da diferenca no potencial de membrana. Equilibrio se refere
ao fato que o fluxo liquido de ions numa voltagem especifica é zero. Ou seja, as
taxas de saida e entrada de movimento ibnico sdo as mesmas. Reverso se
refere ao fato de que uma mudanga no potencial de membrana de qualquer lado

do potencial de equilibrio reverte completamente a dire¢ao do fluxo iénico.

c. Atividade de canal em PLB na presenca de Jaburetox-2Ec

Assim como JBU, o peptideo toxico recombinante Jaburetox-2Ec também foi
testado em PLB e como resultado prévio, também apresentou atividade de
canal. Foi utilizada uma concentragao de 5 pug/mL (~ 50 nM). O comportamento
do canal pode ser observado na figura 18.

Em decorréncia do curto tempo, outras analises nao foram possiveis de

realizar, como por exemplo a determinacédo da seletividade idnica dos canais.
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Ainda, devido ao pequeno numero de experimentos utilizando Jaburetox-2Ec, o

grafico I/V n&o pbéde ser gerado, pois exige uma quantidade grande de dados.

60mV , ' | S ",
I — <0 phA

40mV

40mV L W WL IH . _

H0mY l’m- e e e
10 pA |

500 ms

Fig. 18. Tragados de corrente elétrica correspondents aos canais formados
pelo peptideo Jaburetox-2Ec medidos sob diferentes voltagens em
condicdes simétricas de 500 mM de KCI, pH 7,5.
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1.

DISCUSSAO GERAL

O mecanismo de acdo de ureases ainda ndo esta completamente
elucidado. Para canatoxina (CNTX), uma isoforma minoritaria de urease das
sementes de C. ensiformis, o efeito inseticida depende da ativagao proteolitica
por enzimas digestivas do intestino do inseto sensivel (Carlini et al., 1997),

liberando um peptideo toxico de aproximadamente 10 kDa.

No primeiro capitulo desta dissertacdo mostramos que existe uma
diferengca importante nas enzimas digestivas de ninfas e adultos de D.
peruvianus que contrasta com a semelhanga morfolégica que os estagios do
inseto apresentam. D. peruvianus pertence a ordem Hemiptera cujo
desenvolvimento se da por paurometabolia, onde as ninfas sdo semelhantes aos
adultos porém nao tém asas e seus 6rgaos genitais sao imaturos. Ao contrario
de D. peruvianus, nao foi observada uma diferenca na atividade de proteases
entre ninfas e adultos do hemiptero Creontiades dilutes (Hemiptera: Miridae), no
entanto, cisteino e serino proteases também estdo presentes no intestino do
inseto (Colebatch et al., 2001). Da mesma forma que adultos de D. peruvianus
o hemiptero Lygus Hesperus (Hemiptera: Miridae) também tém atividade de

aspartico proteases com atividade 6tima em pH 5,0 (Wright et al., 2006).

Existe um paralelismo entre as toxinas de Bacillus thuringiensis (Bt) e as

ureases vegetais pois assim como a proteina Cry, JBU também precisa ser
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ativada proteoliticamente para ser toxica aos insetos-alvo. O mecanismo de acao
da urease de C. ensiformis envolve a hidrélise por enzimas digestivas acidas do
tipo catepsinas liberando um peptideo toxico de ~ 10 kDa no intestino dos
insetos, por exemplo, Dysdercus peruvianus (Hemiptera) e Callosobruchus
maculatus (Coleoptera). Insetos ndo suscetiveis tém sua digestdo baseada em
enzimas alcalinas, do tipo tripsinas. As proteinas Cry, em contrapartida precisam
ser hidrolisadas por enzimas alcalinas do tipo tripsina para a protoxina se tornar
ativa.

Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria de solo gram-positiva que forma
cristais durante a fase estacionaria de seu crescimento. Estes cristais séo
predominantesmente compostos de uma ou mais proteina (toxinas Cry e Cyt, ou
0-endotoxinas) e sao especificamente toxicos para certas ordens e espécies de
insetos, como Lepidoptera, Diptera e Coleoptera. Durante a esporulagdo, uma
inclusao citoplasmatica ¢é sintetizada contendo as proteinas que sao toxicas para
a larva do inseto. Ao finalizar a esporulagdo a bactéria parental sofre lise para
liberar o esporo e a inclusdo. Nestas inclusdes a toxina existe como protoxina
inativa. Quando as inclusbes séo ingeridas pelas larvas dos insetos, o pH
alcalino solubiliza o cristal e entdo a protoxina é convertida em uma toxina ativa
apds o processamento pelas proteases do hospedeiro presentes no intestino.
(Schnepf et al., 1998)

Tem sido reportado que a toxina ativa se liga a receptores inseto-
especificos expostos na superficie da membrana plasmatica das células

epiteliais do intestino e entdo se insere na membrana para criar poros
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transmembranas que causam o aumento de volume citoplasmatico levando a
lise celular e consequentemente a morte do inseto. (Schnepf et al., 1998)

Devido a alta especificidade para estes receptores exclusivos sobre a
membrana das células epiteliais do intestino, estas toxinas (delta-toxinas) nao
sdo danosas a insetos nao-alvos. As toxinas Cry tém trés dominios que sao, do
N para o C terminal: a) Dominio I. grupo de sete hélices; b) Dominio II. tripla

folha beta anti-paralela; c) Dominio IlI: sanduiche de folha-beta.

Com base nos experimentos de eletrofisiologia, observamos que JBU
forma canais com varias condutancias, de 352 pS até 1730 pS diferindo da
toxina Cry1C, que induz atividade de canal com 15 valores de condutancia
diferentes, variando de 21 até 246 pS (Peyronnet et al., 2002). A presencga de
diferentes condutancias na atividade de canal de JBU deve ser cuidadosamente
interpretada. Considerando que ureases de plantas sao trimeros ou hexameros
com subunidade de 90 kDa e que a forma hexamérica sdao dois trimeros
interagindo de maneira frontal (Carter et al., 2009) € possivel que devido a essas
diferentes conformacdes que JBU pode apresentar, existam diferentes canais
sendo formados e que, por consequéncia, apresentam niveis de condutancia

diferentes.

Outro fendbmeno que pode explicar as diferentes condutancias
observadas, € o fato de que o contato com membranas lipidicas pode ativar
alguma mudanga conformacional da proteina, como ja observado em outras

toxinas, como por exemplo a toxina Cyt de Bacillus thuringiensis (Li et al., 2001),
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que sofre mudanga conformacional de grande escala quando interage
diretamente com fosfolipideos, para entdo se inserir na membrana. Este possivel
comportamento poderia favorecer JBU a se inserir em membranas lipidicas com
diferentes configuracdes, alterando sua habilidade em conduzir correntes
maiores ou menores. Ainda, JBU poderia se agregar formando oligbmeros que
favoreceriam sua insercdo em membranas, como ja foi observado em diversas
PFT (pore-forming toxin) bacterianas (Cabiaux et al., 1997). PFTs, por
caracteristica, podem existir no estado estavel soluvel em agua ou como poro
integral de membrana. De forma a se converter do estado soluvel ao estado de
membrana, a toxina sofre amplas mudancas conformacionais. Na maioria dos
casos, PFTs sao ativadas pelas proteases dos hospedeiros apds ligacdo a
receptores que induz a formagdo de uma estrutura oligomérica que é
competente a inser¢do. Finalmente, a insercdo da membrana é acionada, em
muitos casos, por uma diminuicdo do pH que induz o estado agregado das
proteinas (Parker & Feil, 2005). O trabalho de Rausell, (2004) demonstrou que a
insercao da estrutura oligomérica pré-poro de Cry1Ab nao é afetada pelo pH,
entretanto, em pH neutro a alcalino o dominio | se torna mais flexivel e isto esta

relacionado a uma formacgao de poro mais ativa.

Existem duas familias de toxinas formadoras de poro, separadas pelo tipo
de poro que elas podem formar, na qual praticamente todas as toxinas
encaixam, mesmo diferindo em suas estruturas primarias, secundarias, terciarias
e quaternarias: alfa-PFTs e beta-PFTs. As toxinas da primeira familia, usam a

regido de a-hélice para se inserir na membrana, como atoxina diftérica, colicinas,
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exotoxina A e as proteinas Cry. As toxinas da segunda familia se inserem na
membrana formando um B-barril composto de grampos de folhas 3, como a

aerolisina, a-hemolisina e as toxinas Cyt (Parker and Feil, 2005).

As ureases apresentam uma dobramento tipico das amidohidrolases,
caracterizado pela presenca, no C-terminal, de um barril (ap)s (barril TIM), onde
se localiza o sitio ativo com os dois atomos de niquel, seguido por um conjunto
de folhas B (Jabri et al., 1995; Nagano et al., 2002), ambos formando o dominio
a. O dominio B apresenta predominantemente estruturas 8, enquanto o dominio

y € formado por estruturas a (Jabri et al., 1995)

JBU mostrou ter capacidade em discriminar espécies ibnicas, pois teve
seletividade preferencial para ions cloreto, diferindo das toxinas de B.
thuringiensis Cyt e Cry, que tém seletividade para cations (Grochulski, 1995 e
Butko, 2003). Algumas toxinas vegetais formadoras de canal também possuem
seletividade para cation, como € o caso da toxina B-purotionina, presente em
diversos géneros vegetais, toxica a fungos, bactérias e até células de mamiferos
(Hughes et al., 1999). Assim como JBU, a toxina de Helicobacter pylori VacA é
uma proteina hexamérica que também forma canais com seletividade para
anions em membrana artificial e tem sua corrente inibida através de

bloqueadores de canal de cloreto (Tombola et al., 1999).
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2. CONCLUSOES

Podemos concluir sobre os resultados do capitulo | que existe a presenga
de multiplas proteases estagio-especificas no sistema digestorio de D.
peruvianus que respondem a distintos inibidores e possuem atividade 6tima em
diferentes valore de pH. Tal diferenga no perfil enzimatico de ninfas e adultos
possivelmente contribui para a suscetibilidade diferenciada a ureases,

evidenciando que trata-se de um evento complexo.

Os resultados do capitulo Il deste trabalho mostram que JBU e o peptideo
recombinante Jaburetox-2Ec sdo capazes de permeabilizar bicamadas lipidicas

planares em experimentos in vitro.

A JBU, em concentracdo de 10 nM, é capaz de se inserir na membrana
bilipidica, alterando suas propriedades elétricas, sugerindo a formagao de poros
que pode resultar na dissipagdo dos gradientes ibnicos essenciais para a
manutencdo da homeostase das células. A cinética dos canais formados pela
JBU é complexa e seus canais sdo caracterizados por quatro condutancias
principais diferentes, 1730 pS, 833 pS, 625 pS e 352 pS, indicando que a
proteina pode interagir com membranas de diferentes maneiras, ora formando
um canal maior, ora formando um canal menor. Os canais idnicos formados pela
JBU possivelmente apresentam seletividade preferencial para ions cloreto.
Jaburetox-2Ec também mostrou ter atividade de canal, conduzindo corrente

ibnica em membrana lipidica artificial.
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3. PERSPECTIVAS

Otimizar as condi¢gdes experimentais de PLB, utilizando fosfolipideos
carregados, como o fosfatidilserina, para verificar se ha interagdo maior com a JBU.
Testar os fosfolipideos em diferentes concentragoes.

Produzir membranas articiciais na presenca de gangliosideos e utilizar
bloqueadores especificos para canais de cloreto.

Trabalhar com tampdes ajustados em diferentes valores de pH para
observar se ha alteracao na cinética dos canais formados pela JBU e Jaburetox-
2Ec, assim como nos niveis de condutancia, o que indicaria possivelmente a
agregacao das estruturas protéicas.

Trabalhar com lipossomas para estudar a interagdo da JBU com estas
membranas e realizar testes com fluoréforos contidos dentro das vesiculas para
verificar a integridade da membrana lipidica.

Testar a atividade ureasica dos lipossomos ligados a urease para verificar
se a forma com que a urease interage com a membrana pode afetar sua atividade.

Realizar estudos de Registro Intracelular primeiramente em células de
Sertoli de rato imaturo (protocolo ja estabelecido) e apds, adaptando o protocolo,
com Tubulos de Malphigi de inseto para verificar se ha alteracdo no potencial de
membrana das células na presenca de JBU e Jaburetox-2Ec; apds, comparar os
resultados com ureases de outros organismos (Helicobacter pylori e Cryptococcus

gattii).
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In vivo, testar o efeito de JBU, peptideo recombinante e outras ureases
em cultura de células de inseto, como Sf21 proveniente de Spodoptera frugiperda e

UFLAG, de Anticarsia gemmatalis.
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