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1. INTRODUCAO

1.1 Ureases

Ureases (uréia aminohidrolase; EC 3.5.1.5) sdo enzimas niquel
dependentes (Dixon et al., 1975), que catalisam a hidrolise da uréia a ambnia e
carbamato, o qual espontaneamente se decompde para formar dioxido de carbono
e uma segunda molécula de aménia, como mostrado na representagéo do ciclo

catalitico (figura 1).

x
H2N NH 2
Urease > Urea-urease
NH, + CO, /w \_
H,0 Q NH,
Urease NH »

Figura 1: Reacdo de hidrolise da uréia, catalisada pela urease (adaptado de

Bennett & Wren, 1977).

Summer (1931) foi o primeiro a demonstrar a formag¢ado do carbamato entre
os produtos da hidrdlise da uréia catalisada pela urease (Summer, 1953), e varios
trabalhos posteriores estabeleceram que este € o primeiro intermediario livre na

reagao de hidrolise da uréia (Wang et al., 1955; Jenks, 1963; Blakeley, 1969).



1.2 Aspectos estruturais da urease de Canavalia ensiformis

Passados 81 anos desde seu isolamento e cristalizagdo, e mesmo apdos seu
completo sequenciamento, muitas questdes permanecem em aberto a respeito da
estrutura da urease de Canavalia ensiformis. Ainda se especula sobre a forma
nativa da enzima em solugéo e a relagao da forma oligomérica da proteina com a
atividade ureolitica. No entanto ndo ha um consenso sobre esse tema, e em
grande parte, isso € devido a existéncia de uma série de isoenzimas com
diferentes comportamentos cataliticos, cuja origem ndo se sabe ser genética,
conformacional ou polimeérica.

Em um estudo recente do grupo foi utilizado Dynamic Light Scatterinng
(DLS) e Static Light Scattering (SLS) para investigar a influéncia da concentragéao
de proteina, tampdes, e agentes redutores sobre o comportamento da urease
majoritaria de Canavalia ensiformis em solugao (Follmer, et al., 2004 a). Nesse
estudo, observou-se que a proteina pode assumir diferentes estados poliméricos
de acordo com sua concentracdo e a composicdo do meio em que se encontra.
Esses dados representam bem a complexidade dessa molécula, além de
apresentar uma possivel explicagdo para a grande discordancia encontrada na
literatura sobre a forma da proteina em solu¢do (Sumner & Eriksson-Quensel,
1938; Gorin et al., 1967; Baileiy & Boulter, 1969; Reithel, 1971; Dixon et al., 1980;
Takishima et al., 1988).

De fato, as informagbes mais consistentes sobre a forma molecular da
urease surgiram apo0s a obtencdo da sequéncia de aminoacidos desta enzima,
tanto por sequenciamento direto (Mamiya et al., 1985), como por dedugao a partir
do cDNA (Figura 2; Riddles et al., 1991). Com base nessas informagdes, foi

possivel mostrar que a unidade basica desta enzima € uma cadeia polipeptidica
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unica com 840 residuos de aminoacidos e massa molecular de 90.770 Da. A
forma minima dessa enzima expressando atividade enzimatica € de um trimero de
270 kDa, e a conformacao mais amplamente aceita na comunidade cientifica para
sua forma nativa € de um hexamero de 540 kDa (Zerner, 1991). A urease de
Canavalia ensiformis apresenta em seu sitio ativo dois ions Ni?*, sendo cada um
deles coordenado por dois residuos de histidinas, e mais uma lisina carbamilada,
compartilhada por ambos. Ha também um importante residuo de cisteina nas
proximidades do sitio ativo, cuja participagdo na reagao de hidrolise da uréia é
discutivel (Zerner, 1991; Jabri et al. 1995).

Ureases estdo amplamente distribuidas entre fungos, bactérias e plantas. O
motivo estrutural envolvido no mecanismo de catalise destas enzimas parece ser
bem conservado, principalmente no que diz respeito as histidinas que complexam
0 niquel, que é critico para a atividade enzimatica.

Até hoje apenas trés ureases tiveram suas estruturas tridimensionais
elucidadas, todas de origem bacteriana. Sdo elas as ureases de Klebsiella
aerogenes, Bacillus pasteurii e Helicobacter pylori (figura 3). O fato da néao
existéncia de estruturas resolvidas, por técnicas experimentais (cristalografia de
raios X, Ressonéncia magnética nuclear, etc), para as ureases vegetais, deve-se,
em grande parte, a indisponibilidade de grandes quantidades dessas proteinas
com um bom grau de pureza, o que, em contrapartida foi obtido para essas
ureases microbianas pela expressdo heter6loga por técnicas de DNA

recombinante.
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Figura 2. Sequéncia de aminoacidos da urease da Canavalia ensiformis (deduzida
a partir do cDNA, gdb: M65260). Os residuos de histidinas (assinalados em
vermelho), acido aspartico e a lisina carbamilada (ambos apresentados em azul),
complexam os dois atomos de niquel (em verde) do sitio catalitico. O residuo de

cisteina 592, cuja participagdo na reagao de clivagem da uréia é discutivel, esta
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Figura 3. Estrutura de ureases
microbianas  determinadas  por
cristalografia de difracao de raios X.

A.

Estrutura da urease de Klebsiella
aerogenes, formada por trés
cadeias distintas: cadeia A,
cadeia B e a cadeia C. Acesso
PDB: 1FWJ.

Estrutura da urease de
Helicobacter pylori, formada por
duas cadeias, cadeia A e cadeia
B. Acesso PDB: 1E9Z.

Estrutura da urease de Bacillus
pasteurii, formada por trés
cadeias distintas: cadeia A,
cadeia B e cadeia C. Acesso
PDB: 2UBP.

Em um estudo comparativo da estrutura secundaria das ureases

microbianas de Klebsiella aerogenes, Bacillus pasteurii e Helicobacter pylori,

observa-se um alto grau de conservagao, tanto em termos de numero de estados

de estrutura secundaria (numero de a-hélices e folhas ) como na quantidade de
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residuos envolvidos nestes estados (percentagem de a-hélices e folhas 3). Apesar

da grande semelhanga entre a urease de Canavalia ensiformis e as ureases

microbianas até entdo conhecidas (que apresentam cerca de 50% de identidade

de sequéncia quando comparadas a urease de Canavalia ensiformis, figura 4),

uma importante diferenga estrutural estd no fato da urease de Canavalia

ensiformis ser constituida de apenas uma cadeia, enquanto as urease microbianas

sado formadas por duas ou trés cadeias.

A

100

60%

Canavalia ensiformis

840
Helicobacter pylori
238 539
52% B 50%
Klebsiella aerogenes
106 567
51 C 51%

Figura 4: Comparagao esquematica das subunidades estruturais das ureases de

diferentes organismos. O numero de aminoacidos que compde cada cadeia esta

indicado (dentro das barras). Os valores percentuais representam a identidade de

sequéncia das cadeias com suas regides correspondentes na sequéncia da

urease de C. ensiformis (retirada de Olivera-Severo et al., 2006).
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1.3 Fungao das ureases em plantas

A existéncia de ureases em tecidos vegetais € bastante comum, sendo as
leguminosas particularmente ricas nessas proteinas (Polacco & Holland, 1993),
entre as quais se destaca a soja (Glycine max). As ureases também s&o
abundantes entre as bactérias, no entanto, nesses organismos, parecem exercer
uma fungdo diferente das ureases vegetais. Entre as fung¢des atribuidas as
ureases bacterianas estdo a contribuicdo para o metabolismo de compostos
nitrogenados, sendo também, importantes na patogenicidade causada por alguns
destes organismos, principalmente por permitir sua sobrevivéncia em ambientes
de pH desfavoravel (Olivera-Severo et al., 2006).

Com relacdo as ureases vegetais, apesar de sua ampla distribuicdo entre
as plantas, pouco se conhece sobre sua fungéo fisiologica. Postula-se que em
plantas superiores a urease esteja envolvida no aproveitamento de nitrogénio a
partir da uréia proveniente de algumas rotas metabdlicas (ureideos, purinas e
arginina), e que isto seja possivel apenas pela acdo de ureases. Em plantas,
desprovidas de urease, seja induzidas geneticamente (Meyer-Bothiling et al.,
1989; Polacco et al., 1989), com o uso de inibidores de urease, ou por remogao do
niquel do meio (Polacco & Holland, 1993), observa-se um acumulo de uréia em
folhas e raizes e/ou um comprometimento do emprego de uréia como fonte de
nitrogénio por parte da planta.

O que desperta muita curiosidade em relacédo ao estudo da fungdo das
ureases nas plantas € o fato da uréia ndo ser um metabdlito majoritario nos
vegetais onde esta enzima é abundantemente encontrada (Polacco & Holland,
1993). Porém, é importante ressaltar que uréia ndo € o unico substrato para as

ureases (Bennett & Wren, 1977).
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A descoberta de duas isoformas de urease em soja (Glycine max) levantou
uma série de ponderacdes a cerca da fungcdo destas enzimas em plantas. Uma
dessas isoformas, denominada urease embrido-especifica, € sintetizada somente
durante o desenvolvimento do embrido na semente em formagao, acumulando-se
na semente madura (Torisky & Polacco, 1990). Ja a outra isoforma, denominada
urease ubiqua, esta presente em todos os tecidos da planta, como folhas,
embrides, raizes e sementes (Polacco & Winkler, 1984). A urease embrido-
especifica é cerca de 1000 vezes mais abundante na semente de soja do que a
urease ubiqua (Torisky & Polacco, 1990).

Estudos demonstraram que a urease ubiqua possui um papel na reciclagem
de derivados de uréia, uma vez que mutantes com silenciamento do gene dessa
urease apresentam anormalidades caracteristicas do acumulo de uréia, como
necroses nas extremidades das folhas e raizes, acumulo de uréia nas folhas e
sementes, e retardo na germinagéao (Polacco & Holland, 1993). Por outro lado, o
mesmo estudo realizado para a urease embrido-especifica ndo constatou qualquer
mudanca no fendtipo da planta, ou aumento dos niveis de uréia nas sementes,
quando comparada a espécie selvagem.

Em culturas de cotilédones de ervilha e de soja mostrou-se que as
ureases desempenham pouca ou nenhuma fungcdo na nutricdo do embrido, visto
que a uréia comporta-se como uma fonte extremamente pobre de nitrogénio
(Polacco & Holland, 1993). Neste contexto, uma questéo pertinente pode ser feita:
por que o embrido de soja “investiria” energia em uma enzima cuja atividade néo &
importante para a planta naquele tecido? Estes dados sugerem que esta urease
esteja envolvida em algum outro tipo de funcdo, possivelmente na defesa da

planta (Polacco & Holland, 1993). A descoberta de que a Canatoxina, uma
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proteina presente na semente de Canavalia ensiformis, que apresenta atividade
toxica para mamiferos e insetos, € uma isoforma de urease (Follmer et al., 2001),
reforcou a hipotese de que as ureases estariam envolvidas no sistema de defesa

das plantas.

1.4 A Canatoxina

A semente de Canavalia ensiformis é fonte de varias proteinas de
interesse bioquimico e biotecnolégico, como a urease, a lectina concanavalina A,
inibidores de tripsina e a canatoxina (Carlini & Guimaraes, 1981).

A canatoxina, primeiramente descoberta como uma proteina toxica de C.
ensiformis distinta da lectina concanavalina A (Carlini & Guimaraes, 1981), foi
mais tarde identificada como uma isoforma de urease (Follmer et al. 2001). Varios
peptideos internos da canatoxina ja foram sequenciados sendo que todos eles
revelaram um alto grau de similaridade e identidade com a sequéncia primaria da
urease de Canavalia ensiformis. Também a composicdo percentual de
aminoacidos é indicativa de uma grande semelhanga das duas proteinas (Follmer
et al., 2001). Estruturalmente sabe-se que a principal forma ativa da canatoxina
apresenta um peso molecular de 184 kDa quando analisada em gel-filtragdo em
pH 7,5. Em SDS-PAGE, em meio redutor ou n&o, seu peso molecular é de ca. 95
kDa, sugerindo que a forma nativa da canatoxina € provavelmente um dimero,
contrastando com a urease que € um hexamero. A canatoxina € uma metalo-

proteina contendo zinco e niquel (Barcellos, 1992; Follmer et al., 2001; 2002).
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Quando injetada por via intraperitoneal, é letal, com uma DLsy de 2mg/kg,
sendo in6cua (em doses até 10 vezes maiores do que a LDsy) quando
administrada via oral nesses animais (Carlini et al., 1984; Carlini & Guimaraes,
1991). Nesses animais, a morte induzida pela canatoxina é caracteristicamente
acompanhada por convulsdes, e o sistema nervoso central foi identificado como
um dos orgédos alvo da toxina. Essa proteina também possui a caracteristica de
interagir com outros tipos celulares como plaquetas, ilhotas pancreaticas,
neutrofilos, mastocitos, etc (Carlini et al., 1985; Barja-Fidalgo et al., 1991a
e1991b).

A Canatoxina também apresenta potente atividade inseticida (Carlini et
al.,1997; Ferreira-da Silva et al.,2000; Carlini & Grossi-de-Sa, 2002), que esta
relacionada com a clivagem da proteina por enzimas digestivas dos insetos,
gerando um peptideo de 10 kDa que é o agente responsavel por essa atividade.
Isso agrega a essa proteina, uma grande potencialidade para o desenvolvimento
de biopesticidas, ou plantas transgénicas resistentes a insetos que s&o pragas
agricolas, através da expressdo dessa proteina ou do proprio peptideo.
Recentemente um peptideo recombinante equivalente a esse foi expresso em
Escherichia coli acoplado a um epitopo v5 e cauda de histidina, peptideo este
denominado Jaburetox-2Ec (Mulinari, 2004). Proteinas toxicas, supostamente
homologas a canatoxina ja foram encontradas em varias outras leguminosas,
dentre as quais, a soja (Glycine max) (Carlini et al., 1988; Vasconcelos et al.,
1994).

Apesar desse conhecimento, a forma de interacdo da canatoxina com as
células alvo ainda precisa ser esclarecida. Um fator importante a ser considerado

€ o fato de a canatoxina comportar-se como uma lectina monovalente, ou
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hemilectina. Diferentemente de outras hemilectinas de origem vegetal, como ricina
e abrina, que ligam hexoses simples (com a D-galactose), a canatoxina interage
com glicoconjugados mais complexos, como sialoproteinas e gangliosideos
(Follmer et al., 2001), e nesse aspecto acaba se assemelhando mais a
neurotoxinas bacterianas como é o caso das toxinas tetanica e botulinicas. Essa
caracteristica de hemilectina provavelmente “direciona” a proteina para a
superficie de células enriquecidas neste tipo de glicolipideo, explicando sua
especificidade por tecidos nervosos.

A canatoxina e a urease de C. ensiformis compartilham algumas atividades
biolégicas além da atividade enzimatica. Sabe-se que tanto as atividades
caracteristicas da canatoxina (toxicidade intraperitoneal em ratos e
camundongos), bem como outras atividades compartilhadas pela canatoxina e
pela urease de C. ensiformis (carater de hemilectina, capacidade de promover
agregagdo em plaquetas, e atividade inseticida) sdo completamente
independentes da atividade enzimatica (Follmer et al., 2001; Follmer et al., 2004b).
Isso indica a existéncia de dominios protéicos independentes responsaveis por

diferentes atividades dessas moléculas.

1.5 Modificagao quimica de proteinas

O advento de técnicas como a mutagénese sitio-dirigida e outras técnicas
de biologia molecular tem sido de grande valor para estudos de quimica de
proteinas. Apesar desses grandes avangos na tecnologia, a modificagdo quimica
de proteinas continua a ser de enorme utilidade no estudo de proteinas. A

modificagdo quimica € um recurso amplamente utilizado em enzimologia, que
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pode fornecer informacdes importantes a respeito da estrutura e funcionamento
das enzimas. Derivados quimicamente alterados de proteinas sao utilizados na
determinacdo de sequéncia de aminoacidos, para comprovar propriedades
conformacionais de proteinas em solugcdo, e identificagdo de residuos de
aminoacidos envolvidos nas reacbes cataliticas de enzimas. Métodos para
modificacdo quimica especifica de diferentes aminoacidos estdo disponiveis
(Glazer, 1976; Lundblad, 2005) e novos procedimentos continuam a ser
desenvolvidos e aplicados a diversas proteinas.

Alguns trabalhos de modificagdo quimica de aminoacidos especificos ja
foram realizados para ureases a fim de identificar residuos importantes para o sitio
ativo dessas enzimas. Os reagentes p-hidroximercuribenzoato (p-OHMB) (Riddles
et al, 1983), e 1,4— benzoquinona (p-BQ) (Zaborska et al.; 2002) inibem
totalmente a atividade enzimatica da urease de C. ensiformis, ao ligar-se a uma
cisteina nas proximidades de seu sitio ativo (impedindo assim o acesso da uréia
ao sitio de substrato), abolindo também a atividade ureasica da canatoxina. Foi
através dessas modificacbes que se descobriu que as demais atividades
biolégicas da canatoxina e da urease de C. ensiformis sdo independentes da
atividade enzimatica (Follmer et al., 2001, 2004b).

Como ja foi mencionado anteriormente, a estrutura das ureases é bastante
conservada, principalmente no que se refere aos aminoacidos que compde o sitio
ativo da enzima (figuras 5 e 6). A grande homologia entre as ureases nos permite
utilizar as estruturas 3D ja determinadas para trés ureases microbianas, como

modelos para as de outros organismos.
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DCH407VHY|GLK490|HN|H519TDTYH545SEMVCHHLDR T|D6338Q Canavalia ensiformis

DCH405VHY|GLK433LHN|H517TDTYH5438EMVCHHLDRSSD331SQ Glycine max
DAH136I H FIGLKZlgLHAIH24xTDTYH274TE MVCHHLDR ... SSD362SQ Bacillus Sp.
DCH]36VHYIGLKz]gLHAIH24gSDSFH274VE MVCHHLKR ... TID362AL Bacillus pasteufﬁ

DTH371 H FI... GLK50LH...ATH49TD...TYH;75IE... MVCHHLDR ... SSD34;SQ Bacillus subtilis

DTH 341 H FI... GLK;7IH...ATH,46SD... VFH,7,TE... MVCHHLDR ... SSD36,SQ Proteus vulgaris

DTH 36l H FI... GFKy9IH...ATH4sTD... TFH,74TE... MVCHHLDR ... SSD36,SQ Helicobacter pylori

DCH, 4, VHLI...GFK,,4LH...ALH;,53SD...AYH,;9TE... MVCHHLNR ... GSD;¢,SQ Mycobacterium tuberculosis

DTH133I HWIGLKN()IH ALH245SDTFH271TE MVCHHLDR ... SSD359SQ Klebsiella aerogenes

Figura 5: Alinhamento da sequéncia de aminoacidos das regides que participam
diretamente do sitio catalitico, ou estdo préximas a este, nas ureases de C.
ensiformis, de Glycine max e ureases bacterianas. Em vermelho estédo
assinalados os residuos criticos para a formagao do sitio ativo. A regido em azul
esta proxima do sitio catalitico da enzima, mas n&o participa da reagdo de

catalise.

g
n ZEE
S Lis 217

Figura 6: Representacdo espacial do sitio catalitico da urease de Klebsiella

aerogenes (adaptado de Jabri et al.,1995).
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Grupos carboxilicos sdo importantes para a atividade de inumeras enzimas,
como por exemplo, as aspartico-proteases. Nas ureases de Canavalia ensiformis,
a modificagao desses grupos € de particular interesse devido a existéncia de dois
residuos acidos que compde o sitio ativo, Asp 633 (que participa diretamente do
sitio catalitico) e Asp 596 (que se encontra nas proximidades do sitio). Ainda
existe o fato de que um residuo com caracteristicas acidas, que se supde
participar da reacdo de hidrolise da uréia, ainda ndo foi identificado (Mobley &
Hausinger, 1989).

Sabe-se ainda que residuos de lisinas sdo muito importantes para a
atividade de diversas toxinas protéicas, como € o caso das toxinas de escorpiao
dos tipos a e (3 de diferentes espécies, em que a atividade biolégica diminui
drasticamente apés a modificagdo quimica destes residuos (Sampieri &
Habersetzer-Rochat, 1978; Darbon et al., 1983; Hassani et al., 1999). Estudos
anteriores do grupo mostraram que a modificagado quimica de residuos de lisina da
urease de C. ensiformes exerce um efeito protetor da atividade enzimatica,
possivelmente por impedir que a enzima forme agregados a partir da interagao da
proteina com alguns ions metalicos, como é o caso do Cu?* (Follmer & Carlini,

2005).
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2. Objetivos

As ureases de origem vegetal sdo proteinas extremamente complexas que
apresentam diversas atividades nao relacionadas entre si, entre as quais destaca-
se a atividade inseticida. A auséncia de estrutura tridimensional para ureases
vegetais torna dificil a compreensdo dos fatores determinantes que governam
cada uma dessas atividades.

A crescente busca por inseticidas naturais que causem baixo dano ao meio
ambiente e a saude humana torna de grande interesse os estudos das ureases
vegetais, em especial as duas isoformas de urease de C. ensiformis. A
compreensao dos fatores estruturais determinantes da atividade inseticida sdo de
extrema importancia para a concretizagdo do uso destas moléculas ou seus
fragmentos como ferramentas biotecnoldgicas. Essas proteinas apresentam
outras atividades também pouco caracterizadas do ponto de vista estrutural, como
o carater de hemilectina, por exemplo, e cuja compreensao pode contribuir para o
entendimento das propriedades bioldgicas e papel fisiologico das proteinas em

diferentes organismos.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivos principais:

1. Verificar o efeito da modificacdo quimica de aminoacidos especificos
(lisinas, acidos aspartico e glutamico) sobre as atividades ureolitica e

inseticida da urease de C. ensiformis.
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2. Caracterizagao estrutural comparativa das duas isoformas de urease de C.

ensiformis através da técnica de dicroismo circular.

3. Realizar estudos do carater de hemilectina, tanto para urease como para

canatoxina, em relagao a afinidade por glicoconjugados complexos.
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3. METODOLOGIA:

3.1 Procedimento experimental

Determinagao do contetdo de proteina
O conteudo protéico das amostras foi determinado pela absorbancia em
280 nm (1,0 A280 = 1mg de proteina) e, alternativamente, pelo método de

Coomassie Blue (Spector, 1978).

Medida de atividade uredsica

A atividade ureasica foi estimada pela medida colorimétrica da aménia
liberada, utilizando o método do fenol-nitroprussiato-hipoclorito, e uma curva
padrao com sulfato de aménio (Weatherburn, 1967). Uma unidade de atividade
ureasica foi definida como a massa de enzima capaz de liberar 1 ymol de amdénia
por segundo, a 37 °C, em pH 7,5. Os parametros cinéticos foram calculados

segundo Cleland (1979).

Purificagdo da canatoxina e urease de C. ensiformis (JBU- jack bean urease)

O método de purificacdo € o mesmo descrito por Blakeley et al. (1969), com
as modificagdes introduzidas por Follmer et al. (2004 b). Resumidamente, apds a
moagem, a farinha das sementes de C. ensiformis foi delipidada com acetona e
cloroformio, e submetida a extragcdo com tampao A (fosfato de sédio 20 mM, pH

7,5, EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 2 mM) por 1h a 4°C. O residuo de farinha foi
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removido por centrifugacao (30.000g, 20 min, 4°C), e 28% (v/v) de acetona (-20°C)
foi adicionada ao sobrenadante. Apds aproximadamente 10 h a 4°C, o material foi
centrifugado, e o novo sobrenadante recolhido. A concentracdo de acetona nesse
sobrenadante foi aumentada para 31,6% (v/v). Apos remogdo e descarte do
precipitado formado, o sobrenadante foi dialisado contra o tamp&o B (Fosfato de
soédio 20 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 5 mM). A amostra foi entdo
submetida a uma cromatografia de troca idnica utilizando a resina Q-Sepharose
(Amersham-Biotech) equilibrada em tamp&o B. A cromatografia foi realizada em
duas etapas, a primeira pela adicdo de 100mM de NaCl ao tampédo B, e a
segunda, contendo a fragdo enriquecida em urease, pela adicdo de 300mM de
NaCl ao tampao B. A segunda fragdo foi concentrada com cartuchos CentriPrep
(cut-off de 50.000 kDa , Millipore) e aplicada em coluna de gel-filtragdo Superose 6
HR 10/30 (Amersham-Biotech) equilibrada com tampao B, em sistema FPLC. O
pico contendo atividade ureasica foi dialisado contra fosfato de s6dio 20 mM, pH
7,0, 0,5 M NaCl (tampao C). A separagao das isoformas de urease foi realizada
como descrito por Follmer et al., 2004 b. Apos a gel-filtracdo, o pool de fragcdes
com atividade ureasica foi submetido a cromatografia de afinidade por metal, em
resina IDA-Sepharose (Amersham-Biotech) carregada com o ion Co?* quelado e
equilibrada com tampao C. A fragdo ndo retida na resina contém a isoforma
majoritaria conhecida como urease de C. ensiformis (ou JBU) e o material retido,
eluido com NH4Cl 2M, corresponde a canatoxina, a outra isoforma de urease
dessa semente. Ambas fracbes foram dialisadas contra tampdo B e suas
atividades ureasicas medidas conforme descrito. As solugbes de proteina foram

estocadas a 4 °C, em presencga do tampéao B.
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Atividade Inseticida

A atividade inseticida de JBU, bem como de seus derivados modificados foi
avaliada em bioensaios usando o percevejo manchador do algodao Dysdercus
peruvianus (Hemiptera) conforme descrito por Stanisguaski et al. (2005). A
solugdo de JBU foi adicionada a farinha de cotilédones de semente de algodao
(concentragao final de 0,05 e 0,1% m/m), a mistura foi liofilizada e utilizada para
preencher as capsulas de gelatina oferecidas aos insetos. A toxicidade foi
expressa como taxa de sobrevivéncia num periodo de 20 dias. A analise
estatistica foi realizada utilizando—se ANOVA e o teste t de Student. Valores p

<0,05 foram considerados significantes.

Modificagdao quimica dos grupos carboxilicos

Para a modificagdo de grupamentos acidos, optamos por um método que
utiliza uma carbodiimida como ativador do grupo carboxilico, e amina como
reagente modificante. A reacdo genérica de modificagdo intermediada por

carbodiimidas € apresentada na figura 7.

N—R NH—R’ 0 NHR'
J{ H+ i ix |

RCOOH + : B RCOD—-C\ — > RCX 4+ H* + O=
MN—R" NH—R" NHR'

Figura 7: Reagdo genérica para a modificagdo onde HX representa o nucledfilo

utilizado, no nosso caso etilenodiamina (Hoare & Koshland, 1966).
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O procedimento experimental empregado para a modificagdo da urease foi
adaptado de outros trabalhos (Pho et al., 1977; Yamada et al., 1981; Woodhead
and Malcolms, 1981; Lundblad, 2005) utilizando-se a razdo molar 1:500:750
(conteudo de residuos acidos, EDC, etilenodiamina, respectivamente). Uma
solugdo de JBU em agua foi misturada a etilenodiamina, e o pH ajustado em 7,0
com acido cloridrico. EDC (1-etil-3[3-(dimetilamino) propil] carbodiimida) foi entdo
adicionado a solugao sob agitacado a 4°C para promover o inicio da reagao. O pH
foi mantido em 7,0 pela adicdo de HCI durante a reagao. Apds a estabilizagado do
pH da reagao (18 — 20 h), a solugéo foi exaustivamente dialisada contra tampao B
a 4°C, e analisada por cromatografia de troca ibnica em coluna Mono Q HR 5/5
(Pharmacia) equilibrada em tamp&o B, pH 7,0, em um sistema de FPLC. A eluigédo

foi realizada com um gradiente de 0 a 1 M de NaCl.

Modificacao de residuos de lisina

A acetilacdo de JBU foi realizada pela adicao de anidrido acético a
solugdo de proteina e o pH ajustado para 8,0. A razdo molar usada foi 1:50 em
relagdo ao conteudo de lisina da proteina (Diaz-Oreiro et al., 1997). A reagao
permaneceu em constante agitagdo durante 18 - 20h, 4°C, e entdo foi
exaustivamente dialisada contra o tampédo B. O resultado da modificacdo foi
avaliado através da mudanga de migracao da proteina por PAGE em pH 4.8 (Smit,
1994), corado com nitrato de prata (Blum et al., 1987). Um esquema da reacéo de

modificagao € apresentado na figura 8:
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Anidrido acético Lisina

Figura 8: Reagdo de modificagdo de residuos de lisina com anidrido acético

(Lundblad 2005).

Hidrélise in vitro de JBU

Os homogeneizados de intestino de D. peruvianus foram preparados como
descrito por Stanisguaski et al., 2005. Resumidamente: intestinos de ninfas de
quarto estadio foram dissecados, homogeneizados, centrifugados a 4°C a 4.000 g
(2x, 10 min cada), e novamente a 12.000 g por 5 min. O sobrenadante final foi
mantido a —-20°C até o uso. Para determinar a atividade enzimatica, os
homogeneizados foram incubados com azocaseina em pH 5,6 a 37°C. Uma
unidade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de gerar 0,1
A4z por hora a 37°C, pH 5,6 (Ferreira-daSilva et al., 2000).

A hidrolise de JBU foi realizada usando a razdo de 0,5mU de
homogeneizado para cada micrograma de urease, incubada em formiato de
amoénio 5 mM, pH 5,6, at 37°C, sob agitagcdo continua (Ferreira-daSilva et al.,
2000). O homogeneizado foi adicionado a solugéo de urease em duas etapas (0 e
12h). A reacdo foi parada apds 24 h pelo congelamento e liofiizacdo das

amostras.
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Western-blot

A hidrdlise in vitro de JBU foi analisada por SDS-PAGE e Western blot
(Towbin et al., 1979). As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
gradiente de poliacrilamida (10-20%) contendo SDS 0,1% (Weber et al., 1969).
Apos transferéncia para membranas de PVDF 0,2 mm (Sigma), e bloqueio com
leite desnatado 3%, as membranas foram incubadas por 2 h com anticorpo anti-
Jaburetox-2Ec (1: 25.000), lavadas e incubadas por 2 h com anti-lgG de coelho
acoplado a fosfatase alcalina (1:30.000). A reac&o colorimétrica foi desenvolvida
usando NBT (nitro-blue tetrazolium, 330ug/ml) e BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl

phosphate, 82,5 pg/ml) em tamp&o pH 9,6 contendo MgCl; (2,5 mM).

Medidas de Dicroismo Circular (CD — circular dichroism)

Os espectros de CD foram obtidos usando um espectropolarimetro Jasco J-
715, com comprimentos de onda na faixa de 195 — 250 nm. As condigbes foram as
seguintes para todas as proteinas analisadas: tempo constante 2 s; varreduras 0,5
nm.s™'; temperatura de 25°C, percurso 6tico de 0,1 cm em cubetas de quartzo. As
concentragdes de proteinas utilizadas foram de 0,2 mg/ml para JBU e canatoxina,
e os espectros foram tipicamente obtidos como a média de 16 varreduras. Nos
estudos de estabilidade das proteinas em diferentes pHs, utilizou-se um tampao
de trés componentes, acetato de sédio 20 mM, borato de so6dio 20mM e fosfato de
sédio 20mM, com pH variando de 2,0 — 12,0. A mudanca do pH foi realizada pela
diluicdo de uma solugéo de proteina concentrada (~2mg/ml) na solugdo com o pH
de interesse, até atingir a diluicdo desejada (0,2 mg/ml). Os espectros obtidos

foram convertidos para elipsidade molar (Cantor et al., 1980) antes da analise de
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estrutura secundaria. As analises dos espectros em termos de conteudo de
estrutura secundaria foram realizadas utilizando o método CONTINLL (Provencher
and Glockner 1981; van Stokkum et al. 1990). As medidas foram realizadas no
Departamento de Fisica e Informatica, Instituto de Fisica da USP-Sao Carlos, SP,

Brasil.

Medidas de afinidade por ressonancia plasménica de superficie

JBU e canatoxina, a partir de uma solugéo concentrada (~2mg/ml) foram
diluidas cerca de 10 vezes em tamp&o acetato de sédio 50mM, pH 4,5, na hora do
ensaio. As proteinas foram imobilizadas em sensor chips CM-5 até atingir o valor
de 2000 unidades de ressonancia (RU - resonance units) e posteriorrmente
fixadas utilizando uma mistura de EDC (400 mM) e NHS (N-hidroxisuccinimida,
100 mM), essa mistura também é responsavel pelo bloqueio do chip impedindo
que novas proteinas se liguem a ele. As analises foram entdo realizadas utilizando
um sistema BlAcore (Amersham). Varias concentragcdes dos gangliosideos GM1,
Gd1b e GT1b (Sigma) foram injetadas (em duplicatas) em ordem aleatéria com um
fluxo de 30 puL/min sobre as duas células de fluxo. Apos uma fase de dissociacao
de 1 min, 1 M NaCl foi injetado por 2 min no fluxo de 30 pL/min para remover
qualquer gangliosideo remanescente, deixando a superficie “pronta” para um novo
ciclo. Os sensorgramas resultantes foram analisados pelo software BiaEvaluation
e ajustados com um modelo 1:1 (Langmuir). As medidas foram realizadas no
Departamento de Fisica e Informatica, Instituto de Fisica da USP-Sao Carlos, SP,

Brasil.
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4. Resultados e Discussao
4 1. Parte |

Modificacdo quimica de aminoacidos
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4.1.1. Modificagao de grupos carboxilicos

A modificagdo especifica de grupos carboxila em proteinas € algo bastante
dificil de conseguir. A maior parte dos trabalhos utiliza carbodiimidas soluveis em
agua para a obtencdo deste tipo de modificagdo, no entanto a grande instabilidade
das carbodiimidas, quando em contato com o meio reacional, torna a utilizacao
deste tipo de modificagdo um grande desafio (Lundblad, 2005).

A reacdo de modificacdo de residuos de acido aspartico e glutdmico
intermediada por EDC ocorre a partir da interagdo do EDC com o grupo carboxila
em seu estado protonado, gerando um intermediario ativado que entdo reage com
um nucledfilo, por exemplo uma amina (no nosso caso, etilenodiamina). Devido a
essa caracteristica de reagdo com o grupamento carboxila protonado, essa reagao
ocorre de maneira mais eficiente em pHs acidos (geralmente em pH 4,75, em que
os grupamentos carboxila da proteina encontrar-se-iam ~50% em seu estado
protonado). No entanto, isso acarreta algumas limitagdes, como a impossibilidade
de aplicag&o a proteinas sensiveis a pHs acidos, bem como uma degradagdo mais
rapida da carbodiimida. Essa reacdo pode ser realizada em pHs entre 6 e 7,
ocorrendo, no entanto, de maneira muito menos eficiente.

Sendo a urease de Canavalia ensiformis uma proteina com ponto isolétrico
em 4,5 - 4,8 e instavel em pHs mais acidos (Follmer et al., 2001), a reagao de
modificagdo com etilenodiamina, intermediada por EDC, foi realizada a pH 7,0 e
4°C (Woodhead and Malcolms, 1981; Yamada et al., 1981). Apés 18 — 20 h horas
de reacgao, cerca de 70 % de JBU foi recuperada como um derivado soluvel. O
sucesso da reacgao foi monitorado pela variagdo no pH do meio reacional, mantido
em 7,0 pela adicdo de HCI. Apds o cessar da variacdo do pH, a reagao foi

considerada terminada. O padrdo cromatografico da proteina derivatizada em
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cromatografia de troca ibnica em pH 7,0 em resina mono Q (Pharmacia) é
mostrado na figura 9, bem como o perfil cromatografico da proteina nativa. A JBU
nativa e sua forma quimicamente modificada foram eluidas em concentragdes de
NaCl diferentes, cerca de 213mM e 188mM, respectivamente. Esse dado
claramente indica uma redugdo na quantidade de cargas negativas na molécula

em decorréncia da modificagao de residuos de acido aspartico e glutamico.

Cromatografia de troca idnica

0,15 | ' ' ! ' ' ' = 08
’ —— JBU acido modificada ’
—— JBU nativa 0 L7
---- [NaCl] [ 405
i e
0,10 \ “ 404
E
(=)
[<e]
N
<

() [1oeN]

0,05 4

0,00 +

Volume (mL)

Figura 9: Cromatografia de troca-l6nica (Mono Q). Perfil cromatografico de JBU
nativa (vermelho) e JBU modificada para residuos acidos (preto). A cromatografia
foi realizada a pH 7,0 e a eluigdo feita com um gradiente de 0 — 1 M de NaCl

(azul).

A JBU é uma proteina composta por 840 aminoacidos, dos quais 100
correspondem a acidos aspartico ou glutamico (50 Asp e 50 Glu). Grande parte

desses residuos negativamente carregados provavelmente estdo envolvidos na
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manutencdo da estrutura terciaria e quaternaria da proteina, nao estando,
portanto, susceptiveis a reagdo de modificacdo sem a ocorréncia de uma
desnaturagdo (ao menos parcial) da proteina, tendo em vista o grande volume

molecular do principal responsavel pela reagao de modificacdo que é o EDC.

4.1.2. Modificagao quimica de residuos de lisina

A reacédo de acetilagdo de grupamentos amina com anidrido acético foi uma
das primeiras modificagdes quimicas desenvolvidas para proteinas (Fraenkel-
Conrat, 1957) e ainda hoje, uma das mais usadas. Esse tipo de modificagdo é
extremamente dependente do ambiente quimico no qual se encontram as lisinas
na proteina. Para que a reacdo de modificagdo ocorra, ha a necessidade de que o
grupamento amino da cadeia lateral da lisina esteja desprotonado, podendo assim
atuar como um bom nucledfilo, razdo dessa reacédo geralmente exigir pHs
alcalinos. Embora seja possivel a obtengdo de modificagdes em pHs mais baixos
(Smit, 1994), esse tipo de modificagdo € normalmente realizado em pH 8,0 (Atassi
& Habeeb, 1972; Smit, 1994), conveniente no caso da modificagdo de JBU, que é
bastante estavel na faixa de pH de 6,5 a 8,5 (faixa de pH 6timo).

Dessa forma, a reagao de acetilacdo dos residuos de lisina foi realizada
pela adigcdo de anidrido acético a solugao de proteina, sendo o pH mantido em 8,0
pela adicdo de NaOH a mistura. O meio reacional permaneceu sob constante
agitacéo, 4°C, por um periodo de 18 — 20 h. Apds a reacédo de modificagao, cerca
de 90% de JBU foi recuperada na forma soluvel. Para verificar a eficiéncia da
reacdo de modificagdo, observamos a diferenca na mobilidade eletroforética em

gel de poliacrilamida na auséncia de SDS, ou seja, em condicdes nao
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desnaturantes (Smit, 1994). O gel é apresentado na figura 10, em que se observa
um aumento na migragdo da proteina apds a reagdo de modificagéo, indicando,
portanto, um consideravel decréscimo no numero de residuos positivamente

carregados em JBU.

1 2
a ; \‘-‘-——\——
IN— e ———
[.‘ A ?. &y
4. 41 i__ JBU nativa
“ ---------------- JBU Lisina modificada

Figura 10. Gel de eletroforese n&o desnaturante. JBU modificada para lisinas foi
analisada em PAGE nao desnaturante (8%) em pH 4,8. Canaletas (1) JBU nativa;

(2) JBU modificada para lisinas. Corado com nitrato de prata.

4.1.3. Atividade enzimatica

Os parametros cinéticos da atividade ureolitica medidos para JBU, bem

como seus derivados quimicamente modificados, sdo apresentados na tabela 1.
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Nenhuma alteracéo significativa na atividade enzimatica da JBU pode ser
observada apds modificagdes, ao contrario do que se esperava (pelo menos no

caso da modificagao de residuos acidos).

Tabela 1: Medida dos parametros cinéticos da urease de C. ensiformis e seus

derivados quimicamente modificados

JBU native JBU Lys-modif JBU Ac-modif
Km(mM)? 52 +15 4,1 +07 3,7 +05
Vinax(U.mg™")? 245 +53 29,4 +32 20,3 +6,4
Keat (5™1)° 12,2 «10° +1,8,10* 14,7,10° +03,10° 10,3 ,10° +0,37,10

¥ Média de trés medidas independentes * erro padrdo. Todas as medidas foram realizadas em pH

7.5.

Um residuo de lisina carbamilada e um residuo de acido aspartico estdo
presentes no sitio ativo das ureases e sdo essenciais para a manutencido da
estabilidade desse sitio (Jabri et al., 1995; Mobley & Hausinger, 1989). No caso da
modificagcdo de residuos de lisina, esse resultado era até certo ponto esperado,
uma vez que o residuo de lisina que esta presente no sitio ativo das ureases € um
residuo naturalmente modificado. Esse residuo recebe uma acetilacdo pds-
traducional pela incorporacdo de bicarbonato catalizada por uma proteina
acessoria, responsavel pela ativagdo da urease em bactérias e plantas (Jabri et
al., 1995; Bacanamwo et al., 2002). Essa modificagdo é essencial para a atividade

ureolitica da proteina. A ndo alteracédo da atividade enzimatica da JBU modificada
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nos da fortes indicios de que a conformagdo global da proteina ndo sofreu
grandes alteragdes em decorréncia da modificagdo de residuos de lisina, pelo
menos nao o suficiente para interferir em sua atividade enzimatica. Isso nos torna
mais confiantes em atribuir qualquer possivel alteragdo em outras atividades
biol6gicas de JBU, exclusivamente a modificagdo dos residuos.

A persisténcia da atividade enzimatica apoés a modificacdo dos residuos de
acido aspartico e glutamico indica que o residuo D633, que faz parte do sitio ativo,
ou outros na proximidade, ndo sdo facilmente acessiveis para aos reagentes de
modificagdo. Isso provavelmente ocorre devido ao grande volume molecular do
EDC (quando comparado a uréia), ndo permitindo assim, que este tenha acesso
ao interior da cavidade do sitio catalitico. Da mesma forma observada para a
modificacdo de residuos de lisinas, a ndo alteracdo da atividade enzimatica da
JBU apos a modificagao de residuos de acido aspartico e glutdmico revela indicios
de que a estrutura global da proteina ndo sofreu grandes alteragdes apds esse

procedimento.

4.1.4. Atividade inseticida

Como descrito em trabalhos anteriores (Follmer et al., 2004b), a JBU é
altamente téxica para o inseto manchador do algodao Dysdercus peruvianus, com
uma DLsy de aproximadamente 0,017 % (m/m) de proteina adicionada na
alimentagao do inseto. O efeito toxico de JBU & dependente do tempo, atingindo
seu maximo de letalidade em torno de 15 ou 20 dias. Para verificar o efeito das
modificagbes da JBU na atividade inseticida, a proteina nativa e os derivados

quimicamente modificados foram ensaiados em D. peruvianus (figura 11).
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Efeito das Modificagbes Quimicas na Atividade
Entomotdxica de JBU
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—4— JBU Asp-Glu 0,1%
20 + —&+— JBU Lys 0,1%
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Figura 11. Atividade inseticida de JBU e seus derivados quimicamente
modificados. A JBU nativa e seus derivados foram ensaiados quanto a toxicidade
contra o hemiptera Dysdercus peruvianus (ninfas de terceiro estadio). As
proteinas foram adicionadas a farinha de sementes de algod&o na concentragéo
de 0,1% (m/m). A mortalidade foi acompanhada por 17 dias. Os resultados séo

médias de pelo menos dois testes independentes, em triplicata (15 insetos em

a

cada). Estatisticamente diferente do controle (ANOVA p<0,05). ° °©

Estatisticamente diferente de JBU (ANOVA p<0,05).

Contrastando com a JBU nativa, ambas as modificagbes afetaram a

atividade entomotdxica pela reducédo do efeito em cerca de 60% e 50% para a
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modificagao de residuos acidos e de residuos de lisina, respectivamente. O efeito
entomotoxico apresentado pelas ureases vegetais € devido a um fragmento de
aproximadamente 10 kDa que é liberado apds a digestdo da proteina pelas
enzimas digestivas dos insetos (Ferreira-daSilva et al., 2000; Stanisguaski et al.,
2005). Dessa maneira, os dados apresentados na figura 11, mostram que
residuos de acidos aspartico ou glutamico, bem como residuos de lisina, tém
relevante participacdo na atividade entomotdxica da urease. Essa reducido da
atividade inseticida da JBU modificada pode ter duas razdes:

(1) as modificagbes alteraram os sitios de clivagem da proteina pelas enzimas
digestivas dos insetos, impedindo que o peptideo téxico seja liberado;

(2) essas modificagbes alteram o proprio peptideo entomotoxico, de forma que
apesar da sua liberagao pelas enzimas digestivas do inseto, seu efeito inseticida

fica comprometido.

4.1.5. Hidrdlise in vitro da JBU com enzimas de D. peruvianus

A hidrolise in vitro da JBU (nativa e derivados quimicamente modificados)
com enzimas digestivas do homogeneizado de trato digestorio de D. peruvianus
mostrou que a modificagdo dos grupamentos carboxilicos tornou a JBU resistente
a hidrdlise, abolindo a liberacdo do peptideo entomotoxico (figura 12A). Para a
JBU modificada em residuos de lisina, no entanto, nenhuma alteracédo no padrao
de fragmentagdo da proteina por enzimas digestivas do inseto foi observado,
havendo a formacdo de um peptideo imunoreativo com o tamanho esperado

(figura 12B).
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Figura 12. Hidrolise in vitro de JBU com enzimas digestivas de D.peruvianus.

A JBU nativa e seus derivados quimicamente modificados foram submetidos a
hidrdlise proteolitica com homogeneizado do trato digestorio de D.peruvianus. A
hidrolise foi conduzida usando 0,5 mU de homogeneizado por ug de urease,
durante 24 h a 37°C, pH 5,6. (A) Analise por Western blot da hidrdlise de JBU
modificada para residuos acidos. Canaletas (1): JBU nativa; (2): JBU nativa +
homogeneizado; (3): JBU modificada para residuos acidos; (4): JBU modificada
para residuos acidos + homogeneizado. (B) Analise da hidrélise por gel de
eletroforese, de JBU modificada para residuos de lisina. Canaletas (1): Padrao de
massa molecular; (2): Homogeneizado de Dysdercus peruvianus; (3): JBU nativa;
(4): JBU nativa apds 24h de incubacgéo a 37°C (na auséncia do homogeneizado);
(5): JBU nativa + homogeneizado; (6): JBU modificada para lisinas; (7): JBU
modificada para lisinas apos 24h de incubagdo a 37°C (na auséncia do
homogeneizado); (8): JBU modificada para lisinas + homogeneizado; (9): peptideo
entomotoxico Jaburetox 2Ec; (10): Padrao de massa molecular. As setas indicam
a subunidade de 90 kDa da JBU.

Como mostrou a figura 11, a atividade inseticida foi afetada tanto pela

modificagcdo de residuos de lisina, como pela modificagdo de residuos de acido
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aspartico e glutamico. A hidrdlise in vitro com enzimas digestivas de D. peruvianus
foi utilizada para investigar a causa da menor atividade entomotéxica da JBU
modificada, mostrando claramente que a modificacdo de residuos acidos afetou a
etapa de liberacdo do peptideo entomotdxico a partir da urease. Recentemente,
Salvadori (2006) isolou proteinases acidas tipo catepsina B e D do trato digestério
de ninfas de D. peruvianus, mas até o momento, a(s) enzima(s) proteolitica(s)
desse inseto envolvida(s) na ativacdo proteolitica da JBU ainda n&o foi(ram)
identificada(s). Observando as sequéncias de aminoacidos que flanqueiam o
peptideo toxico gerado a partir da canatoxina/JBU por enzimas do caruncho
Callosobruchus maculatus (Gombarovits, 1999; figura 13), verifica-se a existéncia
de dois residuos de acido aspartico, um do lado N-terminal e outro do lado C-
terminal. A modificagdo desses residuos acidos poderia causar algum tipo de
impedimento estérico, impedindo o acesso das enzimas digestivas do inseto aos
seus sitios de clivagem na molécula da JBU, impedindo a geragao do peptideo

téxico e explicando, assim, a reducao da atividade inseticida.

225 NAIADGPVNETNLEAAMHAVRSKGFGHEEEKDASEGFTKEDPNCPFNTFIH
RKEYANKYGPTTGDKIRLGDTNLLAEIEKDYALYGDECVFGGGKVIRDGM 325

Figura 13: A sequéncia do peptideo entomotoxico (em verde) é apresentada em
dentro da sequéncia de JBU (GenBank M65260). Os residuos de acido aspartico

flanqueando o N- e o C-terminal do peptideo sao apresentados em vermelho.

Contrastando com os resultados de bloqueio da liberagdo do peptideo

entomotoxico a partir JBU modificada em residuos acidos, a modificagao de lisinas
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aparentemente ndo mostrou qualquer interferéncia na liberacdo desse fragmento
como pode ser observado na figura 12B pela presenca de peptideos na regido de
ocorréncia do fragmento toxico. Esse dado sugere que a modificagdo de residuos
de lisina afetaria o proprio peptideo, alterando sua atividade inseticida. Como
mostra a figura 13, o peptideo entomotoxico apresenta 8 residuos de lisina
passiveis de serem modificados. Estudos de modelagem molecular mostraram
que o fragmento entomotéxico liberado a partir da urease apresentaria parte da
estrutura tridimensional formando um beta-hairpin (dados nao publicados), um
motivo estrutural presente em toxinas peptidicas de escorpido e aranhas. Apesar
do mecanismo de acido do peptideo entomotdéxico da urease ainda nao ser
conhecido, essa modelagem molecular sugere um possivel motivo de ligagao a
canais idnicos, que coincide com alguns sintomas de neurotoxicidade observados
nos insetos tratados com JBU ou com o peptideo entomotdxico. Hassani et al
(1999) mostrou que para a toxina VII do escorpido Tityus serrulatus, residuos de
lisina sdo extremamente importantes para a atividade toxica sobre canais idnicos.
Assim, a modificacdo quimica, por acetilacdo, desses residuos na toxina VII
resultaram em redugao de sua capacidade de ligar-se a canais de sodio e redugéo
da toxicidade em insetos. A modificacdo de lisinas afeta, de maneira similar,
diversas outras toxinas tipo a de escorpido (Sampieri & Habersetzer-Rochat, 1978;
Darbon et al., 1983). Os dados aqui mostrados sugerem que os residuos de lisina
podem ser importantes na interacdo do peptideo entomotdxico com seu sitio alvo

nos insetos.
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4.2. Parte |l

Caracterizacao estrutural de JBU e Canatoxina e

afinidade diferencial por gangliosideos
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Até hoje nenhuma urease de origem vegetal teve sua estrutura
tridimensional elucidada, pois apesar da facilidade em formar cristais, esses nao
difratam raios X. Tendo em vista as multiplas propriedades biolodgicas
independentes relatadas para as ureases, com algumas isoformas apresentando
atividades especificas, como a toxicidade intraperitoneal em camundongos, até o
momento exclusiva da canatoxina, ou a atividade inseticida, caracteristica das
enzimas vegetais mas ausente nas bacterianas, o desconhecimento da estrutura
3D dessas proteinas torna dificil a compreensdo das particularidades de cada
molécula. Essa lacuna de conhecimento constitui também uma barreira para o
desenvolvimento de aplicagdes biotecnoldgicas baseadas nessas proteinas.

A canatoxina e JBU sao duas isoformas de urease provenientes da mesma
fonte, as sementes de Canavalia ensiformis. Em termos de atividades bioldgicas, a
maior diferenga entre as duas consiste da toxicidade da canatoxina em roedores
por via intraperitonial, sendo que a JBU € inécua quando administrada por essa
via. Além disso, as duas isoformas apresentam diferencas com relacédo a poténcia
de suas outras atividades. No caso da atividade enzimatica, observou-se que a
canatoxina tem cerca de 50% da atividade ureolitica da JBU, apresentando Ky
semelhante, mas Vmax menor, provavelmente associado ao fato dessa isoforma
conter 1 atomo de Zn e 1 de Ni por subunidade, ao invés dos 2 atomos de Ni
presentes na JBU (Follmer et al., 2001; Follmer et al., 2002).

Com o objetivo de avancgar o entendimento das diferengcas entre essas
ureases, realizamos estudos comparativos com as duas isoformas quanto ao
conteudo de estrutura secundaria em diferentes pHs por dicroismo circular e a
especificidade de interacdo com diferentes tipos de gangliosideos, através de

ressonancia plasménica de superficie.
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4.2.1. Dicroismo circular

Dicroismo circular € uma excelente ferramenta para determinagdo do
conteudo estrutural de proteinas. Na espectroscopia de dicroismo circular mede-
se a absorcédo diferencial da luz circularmente polarizada para a direita e para a
esquerda, que acontece devido a assimetrias nas moléculas. A estrutura
secundaria de uma proteina pode ser medida por esta técnica em comprimentos
de onda na regiao do ultravioleta distante (190 — 250 nm). Devido a quiralidade do
carbono alfa da maior parte dos aminoacidos, a ligagdo peptidica torna-se o
principal cromoforo, sendo que a absorgdo diferencial da luz circularmente
polarizada pelo esqueleto polipeptidico da proteina também ¢é afetado pelos
angulos ® e Y. Dessa maneira, as trés principais estruturas secundarias
apresentadas por proteinas (a-hélices, folhas B, e estrutura desordenada) séo
caracterizaveis por espectros de CD distintos. No entanto, como qualquer método
espectroscopico, os sinais observados refletem a média da populagao total da
molécula, e por essa razdo, o método permite determinar a porcentagem de cada
estrutura, mas n&o localiza-la na molécula (Miles et al., 1980; Kallenbach, 1996).

Tendo em vista a grande homologia entre as ureases, medidas de
dicroismo circular foram utilizadas para investigar as similaridades e diferengas
entre as duas isoformas de urease de Canavalia ensiformis. A figura 14 apresenta
os espectros de CD - UV distante de JBU e canatoxina. As analises dos espectros
mostraram para a JBU um minimo local em 220,6 nm, intersec¢édo em zero em
203 nm e um maximo em 198,4 nm. Ja para canatoxina, os dois minimos locais
observados ndo s&o bem distinguiveis e ocorrem entre 220 nm e 215,4 nm,
intersecgdo em zero em 202,4 nm e maximo em 197,2 nm. As analises do

conteudo de estrutura secundaria das duas proteinas, realizadas com os
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programas CONTINLL, SELCON3 e CDSSTR (Provencher & Glockner 1981; van
Stokkum et al. 1990; Sreerama & Woody, 2000) sdo apresentadas na tabela 2,
mostrando que as isoformas apresentam diferencas com relacdo ao conteudo de
estrutura secundaria. Os dados mostram um menor conteudo de a-hélices e maior

percentagem de folhas 3 para canatoxina, em relagéo a JBU.
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Figura 14: A) Espectro de dicroismo circular da JBU (preto) e canatoxina
(vermelho). Os espectros foram obtidos para uma solu¢do 0,2 mg/mL de proteina
em tampao B pH 7,5 através de uma varredura de 195 — 250 nm em uma cubeta
de 0,1 cm de percurso o6tico, como uma média de 16 varreduras a 25°C. B e C)
tragados originais da Canatoxina e JBU, respectivamente.
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Tabela 2: Conteudo de estrutura secundaria das ureases de C. ensiformis.

Estrutura* JBU Canatoxina
a-hélices 39% 27%
folhas 3 13% 22%

Turns 22% 19%
Desordenado 26% 32%

* referente aos dados de dicroismo circular apresentados na Figura 14 analisados
pelo programa CONTINLL. RMSD abaixo de 0,1 para todas as medidas.

As diferencas estruturais em nivel de estrutura secundaria e terciaria
provavelmente resultam, ou pelo menos contribuem para a estrutura quaternaria
diferenciada das isoformas canatoxina e JBU. Assim, a forma nativa da canatoxina
em solugdo é a de um dimero com 184 kDa (Follmer et al., 2001), enquanto JBU
apresenta-se majoritariamente como um hexamero. As variagbes nas atividades
biolégicas das duas isoformas de urease sao provavelmente reflexos das
diferengas estruturais entre elas.

O conteudo de estrutura secundaria obtidos para as duas isoformas de
urease de C. ensiformis podem ser comparados aos dados referentes as trés
ureases de origem bacteriana que ja tiveram suas estruturas cristalograficas
elucidadas: Klebsiella aerogenes (acesso PDB 1FWJ), Bacillus pasteurii (acesso
PDB 2UBP) e Helicobacter pylori (acesso PDB 1E9Z). O conteudo de estrutura
secundaria destas ureases é apresentado na figura 15. Ainda que seja necessario
considerar que as ureases de origem bacteriana sdo formadas por duas, ou trés

subunidades enquanto as ureases de origem vegetal s&o proteinas de cadeia
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unica. Com base nesta comparagao observa-se que canatoxina aproxima-se mais

das ureases bacterianas no conteudo de estrutura secundaria, do que a JBU.

Cadeia & Cadeia B Cadeia C
Urease de K. aerogeres I I N 7O 7~ 24,9% H
21.0% H 00%H 2580% H 217% 5

16,0% 5 MNA% 5 21,0% 5

Cadeia A Cadeia B Cadeia C
Urease de B pestewi  [NEEEEN N NN TO7TAL 25, 1% H
49 5% H a7%H 258%H 200% 5

158% 5 261% 5 194% 5

Cadeia A Cadeia B
Urease de H. pyior [ EEEEEEEEEEEE I 77~ 24 4% H
281%H 23,0%H 188% =

19,7% 5 18,8% 5

Figura 15: Conteudo de estrutura secundaria em ureases bacterianas. As
estruturas secundarias s&o indicadas para cada bactéria (H = alfa-hélices, S =
folhas beta). Dados obtidos a partir do PDB.

Tendo em vista as diferencas estruturais encontradas entre JBU e
canatoxina, foi realizada uma investigagdo do comportamento dessas isoformas
em diferentes pHs com o objetivo de verificar se as diferengas nas estruturas
poderiam resultar em maior ou menor instabilidade das proteinas. Para isso foram
feitas medidas de dicroismo circular em solugdes com pH variando de 2,0 até
12,0, incubando-se as proteinas durante 24 h a 4°C nas diferentes solugdes antes
de realizados os ensaios. Os espectros sdo apresentados nas figura 16 e 17 para

JBU e canatoxina respectivamente.
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Figura 16: Espectro de dicroismo circular de JBU em diferentes pHs. Os
espectros de solugdes 0,2 mg/mL de JBU nos diferentes pH foram obtidos atraves
de uma varredura de 195 — 250 nm em cubeta de 0,1cm de percurso 6tico, como
uma meédia de 16 scans a 25°C. (A) JBU em pHs acidos (B) JBU em pH alcalinos.
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Figura 17: Espectro de dicroismo circular de canatoxina em diferentes pHs. Os
espectros de solugdes 0,2 mg/mL de canatoxina nos diferentes pH foram obtidos
através de uma varredura de 195 — 250 nm em cubeta de 0,1 cm de percurso
otico, como uma meédia de 16 varreduras a 25°C. (A) Canatoxina em pHs acidos;

(B) canatoxina em pHs alcalinos.
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Os resultados nas figuras 16 e 17 mostram que as duas isoformas de
urease apresentam o mesmo comportamento frente aos diferentes pHs, mantendo
praticamente inalteradas suas estruturas secundarias quando submetidas a pHs
alcalinos ou levemente acidos até pH 4,5 ou 5,0. Ambas as proteinas apresentam
pontos isoelétricos em pH proximo a 4,5 (Follmer et al, 2001). Qualquer
diminui¢cdo no pH da solucédo abaixo do Pl faz com que as proteinas comecem a
apresentar sinais de mudangas conformacionais. As duas isoformas apresentam-
se parcialmente insoluveis entre os pHs 4,0 e 3,0 (recuperagao de cerca de 70 %
da proteina apds centrifugagdo), situacdo em que apresentam um conteudo
aumentado de folhas B na sua estrutura. Ambas as isoformas tornam-se
novamente soluveis em pHs mais acidos, no entanto ja com uma conformacgéo
majoritariamente desordenada. As amostras submetidas aos pHs acidos foram
depois exaustivamente dialisadas contra tampao A pH 7,5 (ver purificacédo de JBU
em materiais e métodos) com o objetivo de verificar a ocorréncia de “refolding” das

proteinas, mas a desnaturagdo observada foi completamente irreversivel.

4.2.2. Afinidade por gangliosideos

Follmer et al., 2001, mostraram que a canatoxina e a JBU comportavam-se
como uma lectina monovalente (hemilectina), ligando-se a glicoconjugados
complexos (gangliosideos) e sialoproteinas (fetuina), mas nao interagem com
pequenos acgucares como glicose, manose, galactose, entre varios outros
testados. Dados preliminares (Carlini et al., 1989) sugeriam ainda que a
canatoxina apresentaria preferéncia por polisialogangliosideos, ligando-se mais

extensivamente no triasialogangliosideo GT1b, do que no mono- ou di-
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sialogangliospideo da mesma série, mas essa informac&o, contudo, nédo estava
disponivel para a JBU. Em sendo a canatoxina uma proteina neurotoxica (Carlini
et al, 1984; Barja-Fidalgo et al., 1991), a propriedade de interagir com
polisialogangliosideos é extremamente interessante. Neurotoxinas protéicas de
origem bacteriana como as toxinas botulinicas e toxina tetanica também possuem
afinidade por polisialogangliosideos, abundantes em tecidos nervosos, que
funcionam como aceptores, dirigindo as toxinas para seus sitios de acdo na
membrana neuronal (Alouf & Freer, 1999).

Como ja mencionado, uma diferenga importante entre as propriedades
biologicas de JBU e a canatoxina é toxicidade para ratos e camundongos por via
intraperitoneal apresentada pela ultima. Seria a capacidade de ligagdo a
glicolipideos, tdo abundantes em células nervosas, a caracteristica determinante
que faz com que a canatoxina apresente toxicidade em roedores enquanto JBU
parece ser indécua? Visando responder a essa questao foram realizadas medidas
de afinidade das duas proteinas com diferentes gangliosideos através das
técnicas de ressonéncia plasménica de superficie (SPR — surface plasmon
resonance).

SPR é um método relativamente novo e que vem sendo muito empregado
na investigagao de interagdes entre moléculas. SPR é um fenbmeno 6tico que é
usado para medir mudancas na concentracdo de moléculas em solugcdo. Neste
método, uma onda eletromagnética é propagada paralelamente ao longo de uma
superficie metalica (geralmente ouro), a qual esta acoplado a um ligante de
interesse (proteina, DNA e outros). A propagac¢ao da onda € dependente do indice
de refracdo do meio em contato com a superficie, que € alterado por qualquer

molécula adicionada a este. Desta forma, quando uma solug&o contendo o analito
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de interesse é injetada sobre a superficie, a interacdo do analito com a molécula
acoplada a essa superficie metalica promove alteragdes na propagacado da onda
eletromagnética (por mudanga no indice de refracdo da solugdo), e essas
alteracgdes sao quantificadas resultando em uma medida em tempo real da cinética
de interacdo entre as moléculas (Boozer et al., 2006).

Foram determinados os parametros de interacdo entre a canatoxina e a
JBU com monosialo- (GM1), disialo- (GD1b) e trisialogangliosideo (GT1b) da série
b. As estruturas dos gangliosideos sao apresentadas na figura 18. Para a medida
dessas interacdes, injegdes de diversas concentragdes dos gangliosideos foram
realizadas em um fluxo de 30 ul/min sobre um sensor contendo canatoxina ou JBU
imobilizadas. A figura 19 mostra os sensorgramas obtidos para a canatoxina

nesses estudos.
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Os dados de afinidade obtidos foram ajustados para um modelo 1:1
(Langmuir) utilizando o softweare BIAEvaluation 4.1. Os resultados indicam que a
canatoxina liga aos gangliosideos com afinidades diferenciadas (GT1b > GD1b
>>GM1), o que esta em concordancia com os dados previamente obtidos (Carlini
et al., 1989). As constantes cinéticas associadas aos gangliosideos séo
apresentadas na tabela 3. Os valores de X associados ao experimento variaram
de 0,47- 1,23% do Rmax, Sendo tipicamente considerados aceitaveis valores de x>

até 2% do Rmax (Yowler & Schengrund, 2004; Boozer et al., 2006).

Tabela 3: Constantes obtidas com um ajuste modelo 1:1 a partir dos
sensorgramas de cinco concentragdes dos gangliosideos expostos a canatoxina

imobilizada em um sensor CM5 (GE).

Ka (M) Ko (M) Rmax(RU) X
GM1 4,16 , 10° 2,41 ,10" 99,4 0,464
GD1b 2,04 , 10 4,90 , 107 39,2 0,481
GT1b 2,44 , 10* 4,10 ,10° 41,7 0,761

Ka — constante de associacao; Kp — constante de dissociacio; Ry — sinal maximo.

Até entdo a capacidade de ligagdo a gangliosideos tinha sido somente
caracterizada para a canatoxina, de forma que nao havia nenhuma informacéao se
essa afinidade é compartilhada também por sua isoforma, a JBU. Visando
esclarecer essa questdo, assim como realizado para a canatoxina, JBU foi
imobilizada em um sensor CM5 (GE) e submetida a interagdo com diversas
concentragbes dos mesmos trés gangliosideos. Os sensorgramas resultantes sdo

apresentados nas figuras 20.
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Os parametros de afinidade associados a ligagado dos gangliosideos a JBU
sd0 apresentados na tabela 4. Os valores de x> Associados as medidas variam de
0,38 - 1,1% do Rmax, sSendo que os dados tipicamente aceitaveis apresentam
valores de x? abaixo de 2% do Rmax (Yowler & Schengrund, 2004; Boozer et al.,

2006)

Tabela 4: Constantes obtidas com um ajuste modelo 1:1 a partir dos
sensorgramas de cinco concentragdes dos gangliosideos expostos a JBU

imobilizada em um sensor CM 5 (GE).

Ka(M ) Ko (M) Rmax (RU) X
GM1 2,83,10° 3,53, 10™ 120 0,457
GD1b 3,08 , 10° 3,25, 10 513 2,28
GT1b 9,0 ,10° 1,1, 10 89,3 1,0

Ka — constante de associacao; Kp — constante de dissociacio; Ry — sinal maximo.

Como resultado desse estudo, observamos que a JBU também apresenta
afinidade (Kp ~10* M) por gangliosideos, ainda que menor do que aquela medida
para a canatoxina (Kp ~10° M). A JBU parece compartilhar a mesma preferéncia
da canatoxina por polisialogangliosideos, na ordem GT1b > GD1b > GM1.

Diversas neurotoxinas protéicas de origem bacterianas também
apresentam afinidade por polisialogangliosideos. Yowler & Schengrund, 2004,
através da técnica de SPR, mostraram que a toxina botulinica A apresenta a
mesma ordem de preferéncia por polisialogangliosideos observada aqui para a

canatoxina e a JBU, no entanto, com constantes de afinidade cerca de 100 vezes
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maiores. Resultados similares foram obtidos para a toxina tetanica, que também
interage preferencialmente com o gangliosideo GT1b com estequiometria 1:1,
conforme estudos de microcalorimetria de Krell et al., 2003. A afinidade da toxina
tetanica por polisialogangliosideos é de 2 a 3 ordens de grandeza maior do que a
observada para a canatoxina, o que poderia explicar em parte, a menor
neurotoxicidade dessa, com valores de DL50 para camundongo por via i.p. na
faixa de pg e mg por Kg de peso para essas proteinas, respectivamente.

Em outros organismos patogénicos produtores de urease, como é 0 caso
do Helicobacter pylori (bactéria causador da ulcera péptica), a urease é
considerada um importante fator de colonizagdo garantindo condigbes de pH
favoraveis ao crescimento bacteriano no estdbmago do hospedeiro. No entanto o
mecanismo de colonizagdo, intermediado pela urease, ainda ndo esta
completamente esclarecido. Numerosas propriedades adesivas da bactéria foram
descritas, inclusive ligacdo a glicoproteinas da matriz extracelular e a
oligossacarideos como Neub5Ac-a3-Gal-34-GlcNAc (revisto em Olivera-Severo et
al., 2006). Icatlo et al., 2000, demonstraram que a urease purificada de H. pylori
se liga a mucina gastrica, heparina, e glicolipideos da membrana celular em pH
5,0 e que essa propriedade é independente da atividade ureolitica que requer pH
neutro-alcalino.

Devido ao grande numero de relatos sobre a resisténcia de isolados clinicos
de H.pylori a antibidticos, outras classes de drogas, em particular carboidratos
inibidores, sédo tidos hoje como potenciais candidatos para uma terapia anti-
adesao, que possa interferir no processo de colonizagdo da mucosa gastrica por

essa bactéria (Olivera-Severo et al., 2006)
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Adicionalmente, estdo em andamento ensaios de fluorescéncia e
microcalorimetria visando a caracterizagdo da interagdo de gangliosideos com
JBU e canatoxina. Dados preliminares obtidos a partir dessas técnicas estdo de
acordo com os resultados obtidos por SPR indicando uma alta afinidade de ambas
as ureases por gangliosidios polisialilados, no entanto ha indicios da existéncia de
um segundo sitio de ligacdo de baixa afinidade. Resultados similares a esse
também foram observados para toxina botulinica A (Yowler & Schengrund, 2004) e
toxina colérica (Turnbull et al., 2004).

Proteinas toxicas vegetais e bacterianas que apresentam propriedades de
ligagdo a carboidratos em geral exercem seus efeitos intracelularmente, atuando
como complexos Haptomero—Efetbmero (Carlini & Guimaraes, 1991). Este
modelo, apresentado na figura 25, propde que a proteina é composta por dois
dominios com propriedades biologicas distintas, um dominio B responsavel pelo
reconhecimento da célula alvo através da interagcdo com carboidratos existentes

na superficie celular, e um dominio A, que € o agente toxico propriamente dito.
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hemilectina

= efetémero
H = haptéomero .
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Figura 21: Representagcdo esquematica do mecanismo de agado intracelular de
proteinas toxicas que atuam como complexos haptémero-efetdbmero (hemilectinas
toxicas). O haptdbmero liga-se ao “receptor” na superficie da célula seguido pela
internalizacdo da proteina por exocitose. Uma vez dentro do compartimento
endocitico, a proteina é processada levando a liberacdo do efetdmero
enzimaticamente ativo. A figura mostra de forma genérica os principais passos do
mecanismo de acdo de hemilectinas toxicas, sendo que cada toxina pode
apresentar requerimentos especificos nas diferentes etapas do processo.

Adaptado de Carlini & Guimaraes 1991.

Sendo a canatoxina (e provavelmente outras ureases) capaz de se ligar a
gangliosideos, essa propriedade certamente é relevante para a expressao de seus
efeitos bioldgicos. Em estudos anteriores, Campos et al., 1991 mostraram que a
canatoxina € internalizada por varias linhagens de células em cultura ao final de

40 minutos. No entanto, esse processo € lento se comparado com outros efeitos
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da canatoxina, como agregacao plaquetaria (maximo em 2 minutos; Barja-Fidalgo
et al., 1991b) ou secrecédo de neurotransmissores em sinaptosomas (maximo em
10 minutos, Barja-Fidalgo et al., 1988). Assim, postulamos que esses efeitos
provavelmente requerem a ligacdo da canatoxina com “receptores” celulares,
entre os quais estariam os gangliosideos, acionando uma cascata de mensageiros
ou interferindo com canais iénicos, como revisto por Olivera-Severo et al., 2006,
que levariam a expressao dos efeitos acima mencionados, sem necessidade de
internalizagdo da proteina.

Mas por que entdo JBU também capaz de se ligar a gangliosideos e com a
mesma especificidade aparente de sua isoforma, ndo apresenta toxicidade
intraperitoneal ? Além de uma diferenga na afinidade por gangliosideos, o fato de
a canatoxina apresentar-se em sua forma nativa como um dimero enquanto a JBU
€ um hexamero, provavelmente torna mais dificil a absor¢ao parenteral da JBU,

explicando a sua falta de efeito por essa via de administracao.
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6. Conclusoes

As modificagbes de residuos de lisina (com anidrido acético), e residuos
acidos (com EDC e etilenodiamina) da molécula de JBU nao foram capazes
de promover alteragcbes em sua atividade enzimatica, mas causaram

significativas alteracdes na atividade inseticida da urease.

No caso da modificacdo de residuos acidos, a diminuicdo da atividade
entomotoxica parece ser devido a um bloqueio dos sitios de clivagem na
molécula por enzimas digestivas dos insetos, que s&o as responsaveis pela

liberacao do peptideo inseticida.

No caso da modificagdo de residuos de lisinas, nenhuma alteragdo na
formacgéao do peptideo inseticida foi observada, sugerindo que o decréscimo
na atividade inseticida dar-se-ia por altera¢gdes no proprio peptideo, o que

reduziria sua atividade.

Apesar das grandes semelhancas entre as duas isoformas de urease de C.
ensiformis, os resultados de dicroismo circular revelaram significativas
diferencas estruturais entre elas. No entanto, as isoenzimas ndo se
diferenciam em relagdo a sensibilidade ao efeito desnaturante frente a

diferentes pH.
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Tanto JBU como canatoxina interagem com gangliosideos, mostrando uma
clara preferéncia por polisialogangliosideos, sendo a afinidade da
canatoxina por esses glicoconjugados cerca de 10 vezes maior do que a
observada para a JBU. A maior afinidade por gangliosideos e a forma
dimérica poderiam explicar a neurotoxicidade apresentada pela canatoxina
quando injetada via i.p., contrastando com a JBU, ndo téxica pela mesma

via, que apresenta menor afinidade e forma hexamérica.
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In this work we compared two plant vreases, jackbean
urease (JBU) und embryo-specific sovbean urease (SBU)
and a bacterial (Bacillus pastenriny wrease, Tor  kinetic
paramelers and  other  biological  properties  described
recently for ureases that are independent of the ureolytic
activity. The insecticidal effect ol ureases was investigated in
feeding trials with the cotton sucker bug. Dyvsdercus peruvi-
ainy (Hemiplera) as an insect model. Contrasting with
B. pasiewrii urease (PBUL both plant ureases presented
potent insecticidal actuvity. with LDg, values of 0.017%
(wiw) and 0.052%, (ww) for IBU and SBU, respectively.
The insecticidal properly ol JBU or SBU was not aflected
by treatment with p-hydroxymercuribenzoate. an irrevers-
ible inhibitor of ureolvtic activity ol both proteins. Also,
contrasting with canatoxin —a urease isolorm from jackbean
seeds that displays a toxic effect in mice (LDg = 2 mekg ')

no lethality was seen in mice mjected intraperitoneally

with JBU or SBU (20 me-ke ™). Similarly to canatoxin, the
three enzymes promoted aggregation of blood platelets
(ECsy = 4000 pgmL™, 222 pgmlL™!, 158 pemL™" Jor
BPUL SBU and JBU. respectively). This platelel activating
property was also independent of urease activity. Compar-
1son of the kinetic properties ndicated that SBU is fivetold
less suscepuble than JBU to inhibition by acetohydroxamic
acid. a chelator of Ni "% and Zn '
showed different susceptibility to agents that modily cysteine
residues. such as p-hydroxymercuribenzoate und p-benzo-
quinone. Altogether, these data emphasize that biologicul
properties that are independent ol ureoiviic activity are nol
restricted 1o jackbean ureases and that these proteins may
have a role in plant delense agamst insecl predators.

ions. The ureases also

Kevwords: Bacillus pastewrii urcase; insecticide; juckbeun
urease; platelet ageregation: soybean urease.

Ureases (urea amidohvdrolise: LEC 3.5.1.5) are nickel
dependent enzymes [1] that catalvze the hvdrolysis of urea
Lo form anmmonia and carbon dioxide. Ureases have been
tsolated from a wide variety ol organisms including plants,
tungt and bacteria [2]. While Tungal and plant {e.g. jackbean

andd sovbean) ureases are home-oligomeric proteins of

290 kDu subunits, bacterial ureases are multimers ol lwo
or three subunit complexes [2.4]. The UreA. UreB and UreC
subunits of Beacifles pasrewrfi and most other bacterial
ureases are colinear with the single subunit ol Tungal and
plant ureases. the major dillerence being two gaps, belween

UreA and UreB and between UreB and UreC. Helicobucier

pvdori urease has two subunits, one beng u lusion ol UreA
and UreB [2.3]. So far only bacterial ureases have had their
3D crystallographic structure successlully resobved. e,
KNichsiclia acrogeney (JEWIY Bacilles pasiearii (AUBP) and
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Helicobacier prlori (119Z). However, the high sequence
similarity of all ureases indicates they are variants of the
same ancestral protein und are hkely to possess simular
tertiary structures and cutalylic mechanisms [3],

Urease activity enables bucteria (o use urea as o sole
nitrogen source. Some bacterial ureases play an important
role in the pathogenesis of human and animal diseases
such as those from Proreus inivabilis and  Helicobacier
prfori [3].

Despite the abundance ol urease in some plant Lissues.
e.g. seeds of members of the families Fubaceae (Legumino-
sae) and Curcubitaceae. and ils ubiquity m virtually all
plants [3.4]. hitde has been revealed about its physiological
roles. Sovbean contains two distinel urease isoenzymes: an
ubiguitous urease that is synthesized in all tissues examined
and an embryo-specific urease thatl is contined o the
developing embrvo and s retained mn the mature seed
where its activity 1s roughly 1000-fold greater than that of
the ubiquitous urcase in many tssues [3.61. One role of the
ubiquitous vrease. in recyeling metabohcally denved vrea,
has been demonstraled 1w a number ol experimental
conditions [4.7-9]. In spite ol the high concentration off
the protein in the seeds, it has been suggested that the
embrvo-specific urease plays no role in nitrogen assimilation
lrom urea [4.7.10]. To our knowledee, no recent work has
addressed the question of the physiological relevance of this
highly active enzyme.

Recenty, our group has shown that canaloxin. an
isoform of jackbean urease consisting of a dimer of
95 kDa subunits. displays several bhiological properties
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independent of its ureolytic activity, such as activation
of blood platelets and interaction with glycoconjugates
[11-15]. Moreover, canatoxin is lethal to rats and mice when
injected intraperitoneally (LDsq 2.0 mg per kg body weight)
and presents insecticidal activity when led to some groups
of nsects, suggesting that ureases may be involved in plant
deftense [16-18]. The kissing bug Rhodnius prolixus, and
three economically important crop pests, the cowpea weevil
Callosobruchus maculatus, the Southern green soybean
stinkbug  Nezara viridula and the cotton stainer bug
Dysdercus peruvianus are highly susceptible to the entomo-
toxic effect of canatoxin [18].

In order to investigate if ureases from other sources share,
with jackbean ureases, the property of inducing biological
elfects not related to their ureolytic activity, we have lested
soybean embryo-specific urease (SBU) and Bacillus pasteurii
urease (BPU) [19] for their lethality in mice and for their
insecticidal and platelet aggregating activities. Kinetic
paramelers and susceptibility of SBU and BPU to different
inhibitors were also compared with those of the jackbean

urease (JBU).

Material and methods

Protein determination

The protein content of samples was determined by their

absorbance at 280 nm or, alternatively, by the method of

Spector [20].

Bacillus pasteurii urease

A commercially available preparation of BPU (U-7127,
Sigma Chemical Co.) was used in all experiments without
further purification. The freeze-dried protein was resus-
pended in 20 mm sodium phosphate, pH 7.5, 1 mm EDTA,
2 mM 2-mercaptoethanol to give 0.5 mg protein per mL
solutions.

Purification of jackbean urease

The jackbean enzyme was purified [rom jackbean meal
based on the method of Blakeley er al. [21] with modifica-
tions. Dry seeds (Casa Agrodora, Sio Paulo, Brazil) were
powdered and 50 g of defatted meal were extracted with
buffer A (20 mm sodium phosphate, pH 7.5, I mm EDTA,
2 mm 2-mercaptoethanol) for 1 h at 4 °C. The meal was
removed by centrifugation (30 000 g, 20 min, 4 °C), and
28% (v/v) ice-cold acetone (final concentration) was added
to the supernatant. The suspension was kept at 4 °C
overnight and the precipitated proteins were removed by
centrifugation (30 000 g, 20 min, 4 °C). The concentration
ol acetone in the supernatant was then increased to 31.6%
(v/v) and. after stirring at room temperature for 10 min.
the precipitate was removed by centrifugation (30 000 g,
20 min, 4 °C). The supernant was dialysed against bufter B
(20 mm sodium phosphate, pH 7.5, 1 mm EDTA, 5 mm

2-mercaptoethanol) and then mixed with 25 mL of

Q-Sepharose resin (Amersham-Biotech Pharmacia) equili-
brated in buffer B. Alfler stirring in a beaker for 30 min
in an ice bath, the mixture was filtered and the resin was
washed with 100 mM NaCl in buffer B to remove the
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Fig. 1. SDS/PAGE patterns of JBU and SBLU. SDS/PAGE analysis
was performed using a 10% (w/v) polyacrylamide gel containing 0.1%
SDS. After the run, the gel was stained with Coomassie Blue. Lane 1,
molecular mass standards; lane 2, JBU (12 pg): lane 3, concanavalin A
(12 pg. 27 kDa subunit); lane 4, SBU (10 pg).

nonretained proteins. Elution of an urease-enriched fraction
was achieved by adding 300 mm NaCl to buffer B. The
active fraction was concentrated using a CentriPrep cart-
ridge (Millipore). The urease-enriched malterial was then
applied into a Superose 6 HR 10/30 gel filtration column
(Amersham-Biotech Pharmacia) equilibrated in 20 mm
sodium phosphate, pH 7.5, | mMm EDTA, mounted in a
FPLC system. The peak fraction containing urease activity
was dialysed against 20 mm sodium phosphate, pH 7.0,
500 mm NaCl (buffer C) and then submitted to affinity
chromatography on 10 mL of a Co " ? loaded iminodiacetic
acid-Sepharose resin equilibrated in buffer C. Highly puri-
fied urease was recovered in the nonretained [raction

(Fig. 1).

Purification of soybean urease

A new method for purifying soybean embryo-specific urease
was developed based on the procedure ol Blakeley e al.
[21]. Briefly, dry seeds of soybean (cultivar EM66, Crisciu-
mal, RS, Brazil) were powdered and 25 g of defatted meal
were extracted with buffer A for one hour at 4 °C. The meal
was removed by centrifugation (30 000 g, 20 min, 4 °C),
and 20% (v/v) ice<old acetone (final concentration) was
added to the supernatant. The suspension was kept at 4 °C
for 2 h and the precipitated proteins were removed by
centrifugation (30 000 g, 20 min, 4 °C). The supernatant
was dialysed against buffer B and then mixed with 15 mL of
Q-Sepharose resin (Amersham-Biotech Pharmacia) equili-
brated in buffer B. After stirring in a beaker for 30 min, the
mixture was filtered and the resin was washed with 150 mm
NaCl in bufler B to remove the nonrelained proteins.
Elution of an urease-enriched fraction was achieved by
adding 300 mmM NaCl to buffer B. The gel filtration column
and the alfinity chromatography in immobilized Co * > were
performed as described for JBU. As for JBU, SBU did not
bind to immobilized Co "2 in the affinity chromatography
step. Purified SBU showed a major band in SDS/PAGE
analysis (Fig. 1).

SDS-PAGE

Electrophoresis in 10% polyacrylamide minigels contain-
ing 0.1% sodium dodecyl sulfate [22] were run at 20 mA
for 2-3 h. The gels were stained with Coomassie Blue
R-250.
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Assay of biological activities of ureases

Toxic activity was expressed as LDs, and defined as lethality
of mice within 24 h after intraperitoneal injection of single
doses (20 mg-kg“'. equivalent to 10 LDsy of canatoxin)
of the samples [I1]. Institutional (IB-UFRGS) protocols
designed to minimise suffering and limit the number of
animals killed, were [ollowed throughoul the experiments.

Platelet-rich plasma was prepared from rabbit blood
collected from the ear central artery in the presence ol
sodium citrate to a final concentration ol 0.313% (v/v).
Blood samples were then centrifuged at 200 g for 20 min at
room lemperature, Lo give a platelet-rich plasma suspension
[12]. Platelet aggregation and shape change were monitored
turbidimetrically [23], using a Lumi-Aggregometer appar-
atus (Chrono-Log Co., Havertown, PA, USA) and light
transmission across the rabbit platelet-rich plasma suspen-
sion was registered on a chart recorder for 3 min. Platelet
aggregation assays were also performed on a SpectraMax
microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
USA) as described previously [24]. The use of microplate
assays has been shown to give results similar to those
obtained with Born’s aggregometry. Briefly, urease samples
(previously dialysed against phosphate buffered saline) in
96-well flat-bottomed plates were prepared to a final volume
of 50 pL with saline. Aggregation was triggered by the
addition of 100 pL of platelet suspension. Controls were run
by adding platelet-poor plasma. The plate was incubated for
2 min at 37 °C before commencing agitation, and readings
were taken at 650 nm every 11 s for 20 min. Change in
turbidity was measured in absorbance units and results are
expressed as the area under the aggregation curves.

The insecticidal activity of ureases was evaluated in
leeding tnals with the cotlon stainer bug Duysdercus
peruvianus (Hemiptera), which is an economically important
crop pest. Groups of 15 second instar insects (from a colony
housed in this laboratory) were fed on cotton seed meal
mixed with freeze-dried urease in a final protein concentra-
tion of 0.02-0.1% (w/w). For this, solutions ol ureases were

Other biological activities of urecases (Eur. J. Biochem. 271) 1359

added to cotton seed meal, the mixtures were homogenized,
freeze-dried. put inside gelatin capsules and then offered
to the insects. Control insects fed on cotton seed meal
containing equivalent volumes of freeze dried buffer A
alone or containing 20 um p-hydroxymercuribenzoate. For
proteins treated with 50 um p-HMB, excess reagent was
removed by dialysis against bufler A prior to the bioassays.
The insects were kept at 26 °C, 70-80% air hunudity, 12-h
dark : 12-h light cyvcle and examined every 2 days during
20 days for lethality, body weight and developmental stage
(the insect goes through five instar stages belore becoming
adult). The results are mean and SEM ol triplicates and
expressed as survival rate and percentage ol body weight ol
the control insects. LDsy values were calculated by linear
regression of survival rates after 20 days plotted against
five doses ol the ureases tested in the leeding tnals.

Urease activity

The ammonia released was measured colorimetrically [25].
One unit of urease releases one pmol ammonia per minute,
at 37 °C, pH 7.5. Kinetic parameters (K, and specific
activity) were calculated as by Cleland [26]. For inhibitory
studies, the proteins were incubated with p-hydroxy-
mercuribenzoate (p-HMB), acetohydroxamic acid (AHA)
and p-benzoquinone (p-BQ), or the corresponding diluents,
for 1824 h at 4 °C.

Results

Kinetic parameters and inhibitors of urea hydrolysis

Table 1 shows the kinetic parameters for the three ureases,
JBU, SBU and BPU. Purified JBU and SBU displayed
ureolytic specific activities at pH 7.5 of 22.2 = 0.7 and
142 = 0.6 U'mg". respectively. Susceptibility of the ureo-
Iytic activity to different inhibitors was also evaluated
(Fig. 2, Table 1). The inhibitors tested were p-HMB and
p-BQ, two cysteine-binding inhibitors, and AHA, a chelator

I'able 1. Comparative data on physicochemical and biological properties of soybean embryo-specific urease (SBU), jackbean urease (JBU) and

B. pastenrii urease (BPU). ND, not determined.

Physicochemical/Biological properties SBU IBU BPU
Physicochemical properties
Molecular mass, SDS/PAGE 90 kDa 90 kDaA 11,13 and 61 kDa [2,3]
(chains A, B and C, respectively)
Native form hexamer hexamer trimer
Urease activity
K 0.2-0.6 2-3.5[15] 40-130 [2]
Inhibitors, ICsy
p-hydroxymercuribenzoate 380 70 ND
acetohydroxamic acid 216 42 ND
p-benzoquinone 92 54 ND
Biological properties
Toxicity in mouse. interperitoneal not toxic not toxic ND

0.052% (w/w)
100% active
222 pgmL™
100% active

Dysdercus peruvianus, LDsg

Treated with p-hydroxymercuribenzoate
Platelet aggregation, ECsq (rabbit)
Treated with p-hydroxymercuribenzoate

0.017% (w/w) not toxic
100% active -

15.8 pgmL™" 400 pgmL™
100% active 100% active

# Values of 1Cs; were taken from Fig. 2 and are expressed as mol of inhibitor per mol of enzyme.
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Fig. 2. Inhibition of wreolytic activity of JBU and SBU by p-benzoguinone (p-BOQ). p-hvdroxvmercaribenzoate (p-HNMB) and acetohydroxamic acid
(AHA) Alquots 0.1 mg-m!.”'} of JBU {4 or SBU (@) were incubated for 18-24 hoat 4 °C with p-BQ (A), p-HMB (8B) or AHA (C) and then
assayed for residual ureolytic activitv. Data are means = SEM of at least four independent experiments

of Ni'Fand Zn ¥ jons. JBU was tivefold more susceptible
1o AHA than SBU. Although p-HMB and p-BQ have the
same mechanism ol action, different inhibition patterns
were seen for IBU and SBUL two lughly similar enzyines.

Insecticidal properties of ureases

As described Tor canatoxin {16,171, JBU and SBU were also
highly toxic to the cotton stainer bug Dysdercus peruvianis
in feeding trinds, with calculated LDsy values of 0.017% and
0.052%, (ww) of protem added to the cotton meal
respeetively {(not shown), The time dependency of the
entomaotoxic effect was similar for both proteins, with a lag-
phese of 3-4 days for death of the first insects. and reaching
miaximal lethality in about two weeks (Fig. 3). Contrasting
1o the plant ureases. Bacillies pastewrii urease was not 1oxic
to the msects i the feeding tials at 0.1% (ww) concen-
tratwon (not shown), Affer treating JBU and SBU with
p-HMB. an irreversible urease inhibitor, their insecticidal
property wis re-evaivaled, The results showed that p-HMB-
treated JBU or SBU maintained full toxic actvity i the
insect (Figs 3B.D and 4), while the enzvmatic activity of the

proteis was abolished (g 40 Both plant ureases were
detrimental for the development of the surviving insects.
which showed decreased body weight and delaved progress
through the mstar stages (Fig. 5.

Platelet aggregation

Similarly 1o both juckbean ureases, canatoxin {12} and JBU
[15L SBU and BPU also induced aggregation of rabbit
platelets {Fig. 6). ECsy lor the platelet ageregation was
estimated to be 4000, 2.2 and 158 pem". for BPU.
SBU and IBUL respectivelv, As described lor canatoxm and
JBU 121, SBU was also sull fully able 1o activate platelets
alter treatment with 30 pv p-HMB (Table 1)

Lethality in mice

Canatoxin is lethal 1o rats and mice (LDg 2 meke ™" for
mice), while JBU is not [13]. Similariy to IBU. no signs of
toxicily were seen alter 7 davs in animals injected intraperi-
toneally with 20 mg SBU per kg of boady weight. BPU was
ol tested Tor intraperitoneal toxicity in mice.

4100

w
< . - . . .
2 Fig. 3 Insectividal effeet of JBU and SBU in
E. Msdercas peraviames, The toxic atuviey of
= ureases was assayed in feeding trials with
% Dysdereus perwvidaus (second mstar) using
- different ooncentrations of the freeze-dried

o : : K
= proteins added W cotton meal. (A) Insecticidal

effect of JBU: QL02% {wiw) (A4), 0.03% (wiw)

g 2 (@) Control cotton meal alone (M), (B) Eifeat

" . = . = . = of phydroxymercunibenroaie (p-HMBj-treat-

2 1004 100 » ment on the insecticidal activity of IBU. JBU
Py 80, ord 0.05% (wiw} (@) p-HMB-treated JBU (V)

“é % Controi: cotton meal contaming p-HMB (H).

= 604 60 {C) Insecticidal effect of SBU: €L 1% (w/w) (L)
t; 5 and 0.05% (wrw) () Control: contton meal

E 4(H 140 @ alone (). (D) Effect of p~-HMB-wreatment on
= i the msectadal actnily of SBLL SBL u03%

@ 20 2 R {ww) {0 pHMB-treated SBU (W), Control

cu T é s P T 3 T - é 1,2 ry v 2b ] cotton meal containing pHMB (). Data are

mean = SEM of triplicate points, with 20
insects each,
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Fig. 4. Effect of p-hvdroxymercuribenzoate treatment on the insecticidal
and ureolytic activities of JBU and SBU, Ureases were meubated for
IN-24 hoat 4 °C with different concentrations of p-HMB (5 pw and
50 um), diadysed agamst buffer A and then assayed for ureolytic
activity and toxicity for Dysdercus peruvianus, Data are means + SEM
of at least four independent experiments.
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Fig. 5, Detrimentad effects of JBU aod SBU on the cotion stuiner hug,
Dysdercus pevavianuy, The entomotone eflfects of JBU and SBU fed
Lo Dysedercus pervvianes were evaluated as survival rate. mean body
weight and stage of development of the surviving msects after two
weeks, The freeze-dried prowing in concentrations of 0.02% and
D.05% (w'w) were added to the cottor meal, and the insects feding on
them were monitored over 20 days. Data are means = SEM of al least
four independent experiments.

Table 1 summanzes the data on kinelic parameters and
biological activities of the three ureases analyzed in this
work.

Other hiological activities of urcases (Ewr. J. Biochem. 271} 1361

Discussion

Despite their highly  conserved  structures and  sinular
mechanisms of catalvte acuon, littde is known about the
physiological role of ureuses in the source organisms,

The wide distribution of ureases w1 leguminous seeds as
well as the accumulation pattern of the protein during seed
maturation s suggestive of an important physiological role.
As sovbean mutants lacking the embryo-specific urease do
not exhibit any of the abnormahities associated with loss of
the ubiguitous urease, this enzyme probably has no essential
phvsiological function [10]. Studies with developing cofyvie-
dons of pea [27] and soybean seedlings [28.29] indicated
that urease(s) play litle or no role in embryo nutrition.
The obvious question from this observation is why the
developing soybean embryo would mvest in a very active
ureolytic protemn when it never sees’ urea,

Canatoxin, first isolated as a highly 1oxic protem [11] and
identfied recently us an solorm of jackbeun urease [15],
displays insecticidal activity against insects of Coleoptera
(beetles) and Hemiptera (bugs) orders. such a5 the cowpea
weevil, Callosobruchus niacidais, the kissing bug, Rhodiiis
profivis [16]. the cotton stainer bug. Dvsdercus peruvicims
and the green sovbean stinkbug, Nezare viridwlu [18]. The
entomotoxie property of canatoxin is independent of its
enzymaltic activity and requires the proteolylic activation
of the protein by insect cathepsin-like digestive enzymes
in order to produce entomotoxic peptide(s) [17]. The more
abundant isotorm ol urease. here designated JBU, was
previously shown o be us lethal as canatoxin in feeding
tria ks with the kissing bug Rhbednius prolivies [18].

Here we have analvzed the insecticidal properties of three
ureases, JBLL SBU and BPU, usme the cotlon staimer bug
Divsdlereuy perivignus as the insect model. Only the plant
ureuses were Loxic in the feedmg trials. JBU. with u LDsg of
0.017% (w/w) was as toxic as canatoxin [16], whereas both
jackbean reases are three-fokd more potent than SBUL with
a LDs of 0.052% (wrw). Besides lethality. both urease
mduced severe detrimental elfects in surviving  insects,
reducing gain in body weight and delaympe the develop-
mentil stages of nymphs oto adults, The nsecticidul effect
of JBU and SBU was not altered after treating the proteins
with p-HMB. clearly indicating that this feature 15 inde-
pendent of thetr ureolytie activity (Figs 3 and 4). The lack
of insecticidal activity of Baeillus pastewrii urease may be
explained by its three-chain structure. Part ol the ¢
comprising the sequence ol the entomotoxic peplide
released from canatoxin ([17], patent pending) by insect
cathepsins is absent in microbiad vreases, comresponding in

¥

120‘ T T T T T L T v T T T T 2 ] 123
5 T 1 o
5 & 1001 o s $ B &
4 g so] %% - leo & 5
i 14 o =
Fig. 0. Platder ageregation mduced by % g 60- . é‘ s s Jhececenneans8einnninn.s 160 = §
ureases. Platelet suspensions were challenge % x40 % b % {40 g %
with (A) IBU (), SBU (240 or (B) BPU (O, 5 E [ ] 11 =
g | . 4 20 {20
and aggregation of platelets was measured 2l A A 1 ¢ B 5 &3
turbidimetrically. Data are means £ SEM of 01 ? s 3 ? ; . a : ]
at kzast four independent experiments 0 20 40 60 80 100120140 O 200 400 600 8OO 1000
(P o= 000, Protein (pg/ml) Protein {(ug/ml)
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plant ureases to a fragment located between the UreB and
UreC chains of Bacillus pasteurii urease. Altogether, our

findings suggest that insecticidal activity 1s a characteristic ol

plant ureases and provide compelling evidence [or a possible
defense role of these proteins. Additional studies are under
way in our laboratory to characterize and to study the mode
of action of entomotoxic ureases in order to establish their
biotechnological potential against phytophagous insects.
Contrasting with canatoxin, which s highly toxic in
rats and mice [11], both JBU and SBU were not lethal
to mice when given intraperitoneally (maximal dose tested
20 mg'kg"). Thus, there is no correlation between the
insecticidal activity of ureases and the intraperitoneal
toxicity in mice, until now a property displayed only by

canatoxin. It is plausible to think that this unique feature of

canatoxin may be related to its dimeric form, as compared
to the hexameric JBU and the embryo-specific SBU,
making it more dilficult for the larger proteins o be
absorbed [rom the site ol injection mto the blood stream.
All three ureases studied here shared with canatoxin
the ability of inducing activation of rabbit blood platelets
[12-15]. JBU and SBU showed similar potency as inducers
of platelet aggregation (Fig. 6), with ECsq = 22.2 and
15.8 pgmL ™! for SBU and JBU, respectively. BPU. on the

other hand, showed a 20-fold lower potency, with ECsg of

400 pgmL~". The time pattern of platelet response to the
ureases was very similar, showing a collagen-type shape
change reaction. As already described for canatoxin and
JBU [15]. this activity was retained in p-HMB treated SBU
confirming it is independent of the enzymatic activity.

These newly described properties of plant and microbial
ureases may shed new light on the physiological roles
of these proteins in the source organisms. The involvement
of plant ureases in the bioavailability of nitrogen is still
controversial. Brodzik er al. [30] reported no significant
alteration in the growth pattern of tobacco plants expressing
Helicobacter pylori urease, which caused a two-fold increase
in the ureolytic activity and an eight-fold increase in
ammonia levels of the transgenic plants as compared to
controls. However, these authors did not test the transgenic
plants for their resistance (o insecls or phylopathogens.
Polacco and Holland [7] have proposed that plant ureases
may have a role in plant defense, assuming the released
ammonia would have a deleterious effect upon predators.
Altogether, our data reinforce the possibility of plant
ureases having a protective role through an entirely different
mechanism, unrelated to the release ol ammonia.

We also compared the kinetic properties ol these enzymes
on the hydrolysis of urea and susceptibility to different
urease inhibitors. Even the highly homologous JBU and
SBU (86% identity and 92% similarity in a BLAST analysis)
have different susceptibility to inhibition by p-HMB, AHA
or p-BQ. Our data showed that JBU is fivefold more
sensitive than SBU to inhibition by AHA, a Ni 2and Zn 2
1ons chelator [31], suggesting a different environment for
the nickel atoms within the catalytic site. JBU and SBU
also showed different susceptibility to two cysteine-reactive
urease inhibitors, p-HMB [15.32] and p-BQ [33].

Taken together, our data show that ureases from plant
and microbial sources belong to a group of multifunctional
proteins with at least two distinctive domains: a thiol-
dependent domain containing the ureolytic active sile and a

© FEBS 2004

thiol-independent domain involved in toxic effects in insects
(and mice, only for canatoxin) and the activation of blood
platelets. Further elucidation ol the 3D structures ol plant
enzymes should provide new insights [or understanding
the structural basis of the multiple biological effects
displayed by ureases.
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