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Resumo

Ureases sdo enzimas que catalisam a hidrolise de ureia para formar aménia e
dioxido carbono, sendo produzidas por plantas, fungos e bactérias. A toxina de estudo,
Jaburetox, € um peptideo recombinante derivado de uma das isoformas de urease presentes
em Canavalia ensiformis. Esta molécula mostrou toxicidade a insetos de diferentes ordens
quando administrada oralmente ou por injecdo e, além disso, apresenta atividades
antifungica e bacteriostatica, ndo exibindo efeitos toxicos para mamiferos, demonstrando
um enorme potencial biotecnolégico. Em estudos realizados com Rhodnius prolixus, um
dos principais vetores da Doenca de Chagas na América Latina, observamos que o
Jaburetox é capaz de interagir com hemacitos, células do sistema imune. Concomitante a
esta interacdo, também demonstramos que o peptideo é capaz de induzir a agregacdo de
hemacitos, caracteristica da resposta celular, e também é capaz de aumentar a atividade da
fenoloxidase (PO), enzima envolvida na resposta humoral dos insetos. Estes efeitos
sugerem que 0 peptideo é capaz de ativar o sistema imune dos insetos. Os insetos
apresentam somente imunidade inata, sendo esta subdividida em resposta celular e
humoral. A resposta celular, mediada por hemdcitos, é caracterizada pela fagocitose,
agregacdo e encapsulacdo de patdgenos. Em contraste, a resposta humoral € representada
pela producédo de peptideos antimicrobianos, melanizacdo desencadeada pela enzima PO e
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS). Recentemente, outro
mecanismo de resposta imune inata tem sido estudado: as armadilhas extracelulares -
Extracellular Traps (ETs), sendo bem caracterizadas em mamiferos, porém pouco
estudadas em insetos. As ETs sdo armadilhas de acidos nucleicos extracelulares associados
a proteinas citoplasmaticas, que podem auxiliar na captura e na morte de patdgenos. Essa
resposta € desencadeada por receptores extracelulares de células granulares que induzem o
aumento de Ca®* intracelular, levando & producdo de ROS, que parece ser parte
fundamental para liberacdo dos acidos nucleicos, permitindo com que estes passem para o
citoplasma e associem-se com as proteinas. O presente estudo tem como objetivo avaliar o
papel de acidos nucleicos extracelulares na resposta imune e na protecéo contra o peptideo
entomotdxico Jaburetox. As respostas imunoldgicas foram avaliadas por meio da contagem
de agregados, através de hemocitbmetro, e por ensaio colorimétrico para dosar alteracdes
da resposta humoral, 6 e 18 h apds injecdo de Jaburetox e/ou RNA extracelular (RNAet). A

liberacdo de RNA e DNA foi avaliada 6 h pos injecdo de tratamentos para ensaios in vivo e
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1 h pos incubagdo para ensaios in vitro, atraves do kit Qubit RNA HS e Qubit dsDNA HS.
Para avaliar a liberacdo de ROS e viabilidade celular, realizamos culturas de hemacitos,
que foram tratados por 24 h com Jaburetox. Por fim, avaliamos a imunocompeténcia dos
insetos apods tratamentos com Jaburetox, RNAet ou Jaburetox + RNAet e desafiamos o
inseto contra uma bactéria patogénica. A hemolinfa dos insetos foi coletada e unidades
formadoras de col6nia foram mensuradas pelo método de drop-plate. Os resultados obtidos
neste trabalho indicam que o0 RNAet € capaz de ativar as defesas do organismo, tanto
celular quanto humoral e, quando associado a toxina, apresentam um efeito protetor.
Jaburetox ndo foi capaz de induzir alteragdes na liberagdo de acidos nucleicos em nenhuma
das abordagens, mas modificou a liberacdo de ROS na dose de 6 uM. A viabilidade celular
néo foi alterada em nenhuma das condicgdes testadas. Nos ensaios de imunocompeténcia,
observamos que o peptideo modula a resposta do organismo, deixando-o mais susceptivel
a infecgbes. Os tratamentos com RNAet desencadeiam uma resposta protetora. No0ssos
dados sugerem que o RNAet modula as defesas do organismo de forma benéfica para
combater patdgenos, enquanto que o Jaburetox, nas condicdes testadas, ndo induz resposta
imune através de ETs, mas torna o inseto mais susceptivel a infec¢des por patégenos. Os
presentes achados enfatizam a importancia dos acidos nucleicos extracelulares para as
defesas imunoldgicas em insetos. Também elucidamos os efeitos desencadeados pelo
peptideo, aprimorando os conhecimentos referentes a esta toxina, enfatizando o potencial

uso deste composto como um bioinseticida.
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Abstract

Ureases are enzymes that catalyze the hydrolysis of urea to form ammonia and
carbon dioxide, being produced by plants, fungi and bacteria. The studied toxin, Jaburetox,
iIs a recombinant peptide derived from one of the urease isoforms present in Canavalia
ensiformis. This molecule showed toxicity to insects of different orders when administered
orally or by injection and, in addition, presents antifungal and bacteriostatic activities, not
exhibiting toxic effects to mammals, demonstrating an enormous biotechnological
potential. Studies with Rhodnius prolixus, one of the main vectors of Chagas' disease in
Latin America, have shown that Jaburetox is capable of interacting with hemocytes, the
cells of the immune system. Concomitant with this interaction, we also demonstrated that
the peptide induces hemocyte aggregation, a characteristic of the cellular response, and is
also capable of increasing the activity of phenoloxidase (PO), an enzyme involved in the
humoral response in insects. These effects suggest that the peptide is able of activating the
insect immune system. Insects present only innate immunity, which is subdivided into
cellular and humoral responses. The cellular response, mediated by hemocytes, is
characterized by phagocytosis, aggregation and encapsulation of pathogens. In contrast, the
humoral response is represented by the production of antimicrobial peptides, melanization
triggered by the PO enzyme and the production of reactive oxygen species (ROS) and
reactive nitrogen species (RNS). Recently, another mechanism of innate immune response
has been studied: the Extracellular Traps (ETs), being well characterized in mammals, but
little studied in insects. ETs consist of extracellular nucleic acids associated with
cytoplasmic proteins that may aid in the capture and killing of pathogens. This response is
triggered by extracellular granular cell receptors that induce the increase of intracellular
Ca®*, leading to the production of ROS, which appear to play a key role in the release of
nucleic acids, allowing them to pass into the cytoplasm and associate with proteins. The
present study aims to evaluate the role of extracellular nucleic acids in the immune
response and protection against the entomotoxic peptide Jaburetox. Immunological
responses were evaluated by means of hemocytometer counting and by colorimetric assays
to measure changes in the humoral response, 6 and 18 h after injection of Jaburetox and/or
extracellular RNA (RNAet). The release of RNA and DNA was evaluated 6 h post
injection of treatments for in vivo assays and 1 h post incubation for in vitro assays, using
the Qubit RNA HS and Qubit dsDNA HS Kkits. In order to evaluate the release of ROS and
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the cell viability, hemocyte cultures were treated for 24 h with Jaburetox. Finally, the
immunocompetence was evaluated after treatment with Jaburetox, RNAet or Jaburetox +
RNAet and challenging the insects with a pathogenic bacterium. Hemolymph of the insects
was collected and colony forming units were measured by the drop-plate method. The
results obtained in this work indicated that RNAet is able to activate the organism
defenses, both cellular and humoral, and displays a protective effect when associated with
the toxin. Jaburetox was not able to induce changes in the release of nucleic acids in any of
the approaches, but modified the release of ROS at the dose of 6 uM. Cell viability was not
altered in any of the conditions tested. In the immunocompetence assays, we observed that
the peptide modulates response of the organism, making it more susceptible to infections.
RNAet treatments elicit a protective response. Our data suggest that RNAet modulates the
insect defenses in a beneficial way to fight pathogens, while Jaburetox, in the conditions
tested, does not induce an immune response through ETs, but makes the insect more
susceptible to pathogen infections. The present findings emphasize the importance of
extracellular nucleic acids for immune defenses in insects. We also elucidate the effects
triggered by the peptide, improving the knowledge regarding this toxin, reinforcing its

potential use as a bioinsecticide.
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1. Introducéo

1.1. Ureases

As ureases (ureia amidohidrolases, EC 3.5.1.5) sdo um grupo de diversas
metaloenzimas dependentes de niquel que possuem atividade ureolitica, atuando na
formacdo de amonia (NHj3) e dioxido de carbono (CO,), a partir da reacdo de hidrélise da
molécula de ureia (CARLINI & LIGABUE-BRAUN, 2016).

As ureases sdo produzidas em uma grande diversidade de organismos incluindo
plantas, fungos, leveduras e bactérias, contudo ndo sdo sintetizadas por animais.
Evolutivamente, estas moléculas apresentavam uma composicao original de trés cadeias.
Porém, através de um evento nico na evolucao, ureases de fungos e plantas alteraram suas
conformagdes para uma cadeia Unica, em processo de fusdo das trés cadeias ancestrais
(LIGABUE-BRAUN et al., 2013).

A urease é encontrada abundantemente em sementes de Canavalia ensiformis,
sendo sua principal isoforma a jack bean urease (JBU), que corresponde de 0,07 a 0,14 %
do peso seco das sementes (KRAJEWSKA, 2009). A JBU é um hexametro formado por
mondmeros com massa molecular em torno de 90 kDa, contendo cerca de 840
aminoéacidos, e possuindo dois atomos de niquel em seu sitio ativo (Fig. 1) (CARLINI &
POLACCO, 2008). Estudos demonstram que a JBU possui propriedades independentes da
sua atividade ureolitica, como atividades entomotdxica e antiflngica, atividade pro-
inflamatdria, ativacdo da agregacdo plaquetaria, além de estar envolvida em processos de
neurotoxicidade (STANISCUASKI & CARLINI, 2012; DEFFERRARI et al., 2014,
CARLINI & LIGABUE-BRAUN, 2016).
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Figura 1. Organizacdo tridimensional do mondmero da urease majoritaria (JBU) de C. ensiformis
(PDB ID 3LA4).

Em 1981, foi isolada a partir do extrato bruto de sementes da C. ensiformis uma
neurotoxina nomeada como canatoxina (CNTX), e posteriormente caracterizada como uma
isoforma de urease (FOLLMER et al., 2001). A CNTX representa cerca de 0,5 % do peso
da semente e sua principal estrutura € um dimero ndo covalente de uma cadeia
polipeptidica de 95 kDa (CARLINI & GUIMARAES, 1981). Em seu sitio ativo, esta
enzima possui um atomo de zinco e um de niquel em cada subunidade (FOLLMER et al.,
2004). A CNTX ¢€ letal para ratos, quando injetada por via intraperitoneal (DLsy 2,0
mg/kg), causando convulsbes ténicas precedendo a morte; quando administrada por via
oral, ndo possui efeito toxico (CARLINI & GUIMARAES, 1981; CARLINI et al., 1984;
FOLLMER et al., 2001). A CNTX induz diversas atividades bioldgicas independentes da
sua atividade enzimatica, como agregacdo plaquetaria (CARLINI et al., 1985), exocitose
em mastocitos, neutrofilos, macrofagos e sinaptossomas de cérebro, processos em que nao
ocorre perda da integridade da membrana celular. Estes efeitos de algum modo séo
mediados por metabolitos derivados de lipoxigenase (CARLINI et al., 1985; BARJA-
FIDALGO et al., 1991; RIBEIRO-DA SILVA et al., 1993). Também demonstrou-se que a
CNTX é capaz de perturbar o transporte de Ca®* pelas vesiculas de membranas (ALVES et
al.,, 1992). Além disso, a CNTX apresentou efeitos entomotoxicos para insetos de
diferentes ordens (CARLINI & GUIMARAES, 1981). Este efeito letal para os insetos esta
relacionado a liberacdo de um peptideo (pepcanatox, ~10 kDa) gerado apds a clivagem
pelas enzimas digestivas do tipo catepsinas do inseto (CARLINI et al.,, 1997b;
FERREIRA-DASILVA et al., 2000). Por outro lado, em insetos com diferentes tipos de

enzimas digestivas, esse efeito toxico ndo é observado (Fig. 2).
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Figura 2. Esquema representativo da formacdo do peptideo pepcanatox (em verde) em insetos com

sistema digestério baseado em enzimas do tipo catepsina ou tipo tripsina.

1.2. Jaburetox

A partir da sequéncia do N-terminal do pepcanotox, derivado da canatoxina, um
peptideo recombinante foi gerado com base no gene da JBURE-II da C. ensiformis.
Apresentando 93 aminoécidos e um peso molecular de ~11 kDa, esta proteina foi batizada
como Jaburetox-2Ec. Posteriormente, o gene foi reclonado em um novo vetor e entdo a
proteina purificada foi denominada apenas Jaburetox (Jbtx) (Fig. 3) (MULLINARI et al.,
2007; POSTAL et al., 2012). Este peptideo é toxico para insetos de diferentes ordens,
incluindo aqueles ndo suscetiveis a CNTX e JBU. Jbtx ndo demonstrou efeitos toxicos em
roedores (ratos e camundongos) e zebrafish, apresentando, portanto, grande potencial
biotecnoldgico para uso no controle de insetos (MULINARI et al., 2007; MARTINELLI
etal., 2014; KAPPAUN, 2018).
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Figura 3. Esquema representativo da localizacdo do Jbtx dentro da sequéncia de JBURE-II. Obtido

de laneurotox.net.br

MARTINELLI et al. (2014) realizaram ensaios na busca dos dominios responsaveis
pelas atividades do Jbtx, avaliando os efeitos das regides N e C-terminal do peptideo. A
porcdo N- terminal do Jbtx € a principal responséavel pela atividade entomotoxica, sendo
também capaz de interagir com membranas lipidicas, enquanto que a regido C-terminal
interage fortemente com membranas lipidicas e apresenta poucos efeitos entomotdxicos. A
unido de ambas as partes é fundamental para um amplo efeito do peptideo.

O Jbtx é uma potente toxina com um amplo campo de atuacdo apresentando, além
da atividade entomotoxica, atividade antifingica e bacteriostatica (POSTAL et al., 2012;
MARTINELLI et al., 2014b; BECKER-RITT et al., 2017). Desde sua identificacdo,
diversas linhas de pesquisa surgiram para elucidar como ocorrem 0S mecanismos que
fazem do Jbtx uma potente toxina para insetos.

Em 2009, utilizando Rhodnius prolixus como modelo, STANISCUASKI et al.
(2009) demonstram que Jbtx era capaz de interagir com fatores de membrana que levavam
ao aumento de guanosina monofosfato ciclico (cGMP), alterando o transporte de ions e
induzindo a inibicdo da secrecdo pelos tubulos de Malpighi. No mesmo ano BARROS et
al. (2009) explanaram que o Jbtx interage com membranas lipidicas e promove a
permeabilizacdo das mesmas, resultados que foram corroborados por PIOVESAN et al.
(2014), que demonstraram a capacidade da toxina de induzir a formacdo de poros
transmembranares em membranas artificiais.

Dados prévios do nosso grupo indicam que o Jbtx é capaz de afetar o sistema
nervoso e neurolocomotor de insetos (GALVANI et al., 2015). Em 2015, Galvani e
colaboradores trataram com Jbtx insetos da espécie Triatoma infestans (inseto hematdfago
vetor da doenca de Chagas) e observaram movimentos anormais das antenas, paralisia das
pernas e extensdo da proboscide. A interacao entre o Jbtx e o sistema nervoso central dessa
espécie foi confirmada através de ensaios de imunohistoquimica e Western blot. Através
dos resultados de microscopia, mostrou-se que o Jbtx estava presente em regides neuronais

que expressam oxido nitrico sintase (NOS), enzima envolvida na sinalizacdo nitrinérgica,
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possivelmente explicando as alteragfes neurolocomotoras. Corroborando com estes dados,
0s autores também observaram uma diminuicdo da atividade da enzima NOS. Neste
mesmo trabalho foi demonstrado que o Jbtx € capaz de interagir fisicamente com a enzima
UDP-N-acetilglicosamina pirofosforilase (UAP). Em T. infestans homogeneizados do
sistema nervoso central apresentaram atividade enzimatica da UAP aumentada, efeito também
observado em R. prolixus (GALVANI et al., 2015; FRUTTERO et al., 2017).

Recentemente, nosso grupo tem expandido os estudos deste peptideo para avaliar
seu mecanismo de acao no sistema imune de insetos. Nossos dados mostram que as células
do sistema imune sdo alvos do peptideo. A toxina é capaz de interagir com 0s hemacitos
em diferentes periodos pos tratamento e localiza-se em diversas regides (nucleo,
citoplasma e superficie celular). Essa localizagdo ndo assume um padrdo Gnico com o
decorrer do tempo (MOYETTA et al., 2017). Além disso, também foi demonstrado que o
peptideo afeta o sistema imune de R. prolixus desencadeando a agregacdo de hemacitos,
induzindo a resposta imune celular de uma maneira dependente de cicloxigenase e de Ca*".
Jaburetox também leva ao aumento da atividade de fenoloxidase (PO), enzima presente na
resposta imune humoral, mas ndo induz alteracdes nas atividades de lisozima e cecropinas.
Ademais, comprovamos que o Jbtx ndo modifica a atividade de NOS, enzima responsavel
pela sintese de oxido nitrico (NO) que induz formacdo de radicais livres que atuam em
diferentes rotas metabolicas, auxiliando nas defesas imunolégicas. Quando o inseto tratado
com Jbtx é desafiado contra uma bactéria patogénica, a toxina atua de forma
imunossupressora. No entanto, ndo observamos alteracdes da atividade fagocitica que

possam explicar esta imunossupressao (FRUTTERO et al., 2016).

1.3. Sistema Imune de Insetos

Em organismos multicelulares a resposta contra infeccdes pode ser dividida em
imunidade inata e adquirida. Na imunidade adquirida o organismo multiplica as células
que apresentam receptores especificos para os antigenos invasores, permitindo que ocorra
0 desenvolvimento de uma memdria imunoldgica, ja& que estas células sdo mantidas
durante longos periodos. Ja a imunidade inata esta presente no organismo desde o
nascimento e depende somente do reconhecimento e sinalizacdo para acarretar na morte de
patogenos invasores (FEARON, 1997). Em insetos, ndo ocorre a imunidade adquirida,
apenas uma imunidade inata bem desenvolvida (LAVINE & STRAND, 2002).
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A primeira linha de defesa, a imunidade inata, consiste de barreiras fisicas e, apos a
invasdo de patdgenos na cavidade celomatica, a resposta pode ser subdividida em celular e
humoral (LAVINE & STRAND, 2002; MORET & MOREAU, 2012). A imunidade celular
¢ caracterizada pela acdo dos hemocitos (células de defesa) na resposta de fagocitose,
agregacao e encapsulacdo, enquanto que a imunidade humoral inclui a producdo de
peptideos antimicrobianos (AMPs), espécies reativas de oxigénio (ROS) ou nitrogénio
(RNS), complexos enzimaticos que regulam a cascata da melanizacdo e coagulacao (Fig.
4) (AZAMBUJA et al., 2016; HILLYER, 2016). Para a ativacdo do sistema imune inato €
necessario o reconhecimento de padrdes moleculares associados a patégenos (do inglés
pathogen-associated molecular pattern, PAMPSs), que desencadeiam cascatas de
sinalizacdo induzindo a ativacdo das respostas imunes (ZHANG et al., 2015).
Concomitante com o sistema imune, outros 6rgdos atuam contra a invasdo de patdgenos,

como o intestino, corpo gorduroso e sistema circulatorio (AZAMBUJA et al., 2016).
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Figura 4. Esquema representativo da resposta imune de invertebrados.
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1.3.1. Barreiras Fisicas

A primeira linha de defesa dos artropodes é seu exoesqueleto de quitina, um dos
componentes da cuticula. Essa cuticula atua como uma barreira fisica diminuindo a
probabilidade de infecgbes por parasitas ou micro-organismos (MORET & MOREAU,
2012). O exoesqueleto apresenta resisténcia mecanica em consequéncia de sua espessura e
arquitetura. A cada muda, a cuticula se renova e torna-se necessaria a esclerotizagdo do
exoesqueleto. Isto ocorre pela presenca de enzimas como PO, lacase e tirosinase, que
catalisam a formacao de quinonas e, como consequéncia, formam depdsitos de melanina
nas proteinas cuticulares e quitina (ANDERSEN et al., 1996; ANDERSEN, 2010). A
atividade destas enzimas também pode ser direcionada contra patégenos que ultrapassam a
cuticula, representando uma barreira intermediaria entre o exoesqueleto e a hemocele do
inseto (GOLKAR et al., 1993). Associado a estes danos na cuticula, as células da epiderme
apresentam outra resposta bioquimica, através da producdo de AMPs, tais como as
cecropinas (BREY et al., 1993).

1.3.2. Respostas Celulares

1.3.2.1. Fagocitose

A fagocitose € uma resposta imune conservada evolutivamente, sendo utilizada
tanto por vertebrados quanto por invertebrados para destruicdo de pequenos organismos,
que sejam reconhecidos como estranhos. Esta resposta € desencadeada rapidamente
quando PAMPs sdo reconhecidos por receptores proteicos das células imunes, levando a
internalizacdo das particulas estranhas em um fagossomo, que entdo se funde a um
lisossoma, formando um fagolisossoma, onde enzimas hidroliticas digerem o corpo
estranho (HILLYER, 2016; HILLYER & STRAND, 2014).

1.3.2.2. Encapsulacéo
A encapsulacdo € uma resposta imune utilizada quando patdgenos sdo grandes
demais para serem fagocitados. A encapsulacdo € desencadeada por proteinas do

organismo invasor que sdo reconhecidas por hemdcitos (PECH & STRAND, 1995). As
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células granulares, quando ativadas, se aderem através da ligacdo de integrinas para formar
uma camada de células que ira envolver o patdgeno. Dentro da capsula o invasor é morto
pela degranulacdo ou lise dos granulocitos, que acabam por despejar seu conteudo
diretamente no patdgeno, atraindo outras células do sistema imune. Esta resposta também
pode ocorrer pela producgéo local de ROS e RNS ou por asfixia (NAPPI et al., 1995; PECH
& STRAND, 1996). Além disso, a melanina produzida pela enzima PO (ver se¢do 1.3.3.2)
pode ser depositada na superficie de parasitas encapsulados (AZAMBUJA et al., 2016).

1.3.2.3. Agregacéo ou Nodulacéo

A agregacdo é outra resposta imune conservada evolutivamente e também necessita
de reconhecimento por PAMPs para ser desencadeada (LAVINE & STRAND, 2002).
Neste processo, as células circulantes sofrem alteracfes morfologicas para que se tornem
células aderentes e possam contribuir para uma resposta efetiva (SATYAVATHI & ASHA
MINZ, 2014). A nodulacéo tem como finalidade a captura de micro-organismos através do
envolvimento de mdltiplos hemdcitos para retencdo e morte do patdgeno. Esta resposta
também estd associada a melanizacdo dos agregados e geracdo de ROS (RATCLIFFE &
GAGEN, 1977).

1.3.2.4. Armadilhas extracelulares (ETSs)

As ETs sdo um mecanismo de defesa que, aparentemente, foi conservado durante a
evolucdo, sendo evidenciado desde plantas até humanos. Entretanto, sua descoberta é
relativamente recente e existem poucos estudos avaliando esta resposta em insetos (TAKEI
et al., 1996; WEN et al., 2009; NASCIMENTO et al., 2018). As ETs séo caracterizadas
pela liberacdo dos acidos nucleicos para o meio extracelular com a finalidade de capturar e
matar patdgenos. N&o se sabe exatamente como € desencadeado seu mecanismo de
liberacdo, havendo duas hipdteses propostas na literatura: a ETose suicida e ETose vital
(YANG et al., 2016).

A ETose suicida ocorre quando receptores de membrana sdo acionados pelos seus
ligantes, induzindo os estoques de Ca** do reticulo endoplasmético a liberarem fons Ca**
no citoplasma (BRINKMANN et al., 2004; MUNKS et al., 2010; GARCIA-ROMO et al.,
2011). A elevagdo de Ca* intracelular acaba aumentando a atividade da proteina quinase C

(PKC) que realiza a fosforilagdo da proteina de membrana gp91P" permitindo que a
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subunidade citosélica se ligue a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase
(NADPH oxidase) para se agrupar em um complexo funcional designado como oxidase
fagocitica (PHOX) nas membranas citoplasmaticas, levando a um aumento de ROS
(PAPAYANNOPQULOS et al., 2010; KAPLAN, 2013). Em consequéncia do aumento de
ROS, ocorre a inibicdo de caspases e o rompimento da membrana nuclear, liberando seu
contetdo para o citoplasma, onde se associa a proteinas citoplasmaticas, principalmente
mieloperoxidase (MPO) e neutrofil elastase (NE) (PAPAYANNOPOULOQOS et al., 2010). A
ruptura da membrana plasmatica permite que as ETs sejam liberadas, acarretando porém
na perda de viabilidade da célula de origem (LI et al., 2010; HEMMERS et al., 2011).
Concomitante a esse processo de rompimento do nucleo, ocorrem estimulos que levam a
proteina peptidil arginina deaminase 4 (PAD4) a realizar uma modifica¢do pos-traducional
em histonas, convertendo uma arginina em citrulina e ocasionando a eliminacdo da carga
positiva dos residuos, enfraquecendo, assim, a ligacdo das histonas ao DNA, tornando-o
desenovelado e  favorecendo a interagio com  proteinas  citosolicas
(PAPAYANNOPQOULOS et al., 2010).

Em contrapartida, a ETose vital ocorre quando 0s receptores de membrana séo
estimulados e a célula, através de vesiculas, libera uma porcdo dos seus acidos nucléicos
mitocondriais para 0 meio externo. Ainda ndo estd claro o mecanismo exato dessa
liberagdo, no entanto sabe-se que ROS estdo envolvidas no processo (PILSCZEK et al.,
2010; YIPP et al., 2012, 2013; BYRD et al., 2013). Independente da via, a captura dos
micro-organismos fisgados pelas ETs tem sido associada a uma possivel interacdo
eletrostatica entre a superficie bacteriana carregada positivamente e as fibras de cromatina
carregadas negativamente, enquanto que a morte dos patégenos tem sido proposta pela
acao de peptideos antimicrobianos ligados as redes de acidos nucléicos (BRINKMANN et
al, 2007; PAPAYANNOPOULOS et al., 2010).

1.3.3. Resposta Humoral

1.3.3.1. Peptideos Antimicrobianos (AMPS)

No ambiente em que os invertebrados vivem diversos micro-organismos desafiam
constantemente o sistema imune dos insetos (LEHANE, 2005). Neste contexto, 0s insetos
desenvolveram uma resposta imune para controlar a proliferagdo de microbios, baseada na

sintese de diversas moléculas, peptideos ou enzimas com funcdes antimicrobianas
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(HOFFMANN, 2014). Estas moléculas s&o produzidas em diferentes 6rgéos associados ao
sistema imune, como o corpo gorduroso, células epiteliais, glandulas salivares, intestino e
estruturas reprodutivas (SAMAKOVLIS et al., 1991; COCIANCICH et al., 1994;
LANZMENDOZA et al., 1996; ROSETTO et al., 1996; BULET et al., 1999;
HOFFMANN et al., 2014). AMPs oriundos dos hemdcitos e do corpo gorduroso séo
diretamente secretados na hemolinfa, espalhando-se por todo o corpo do inseto, enquanto
que os AMPs sintetizados pelos outros 6rgdos exercem uma resposta imune local.

Atualmente sdo conhecidos em torno de quatrocentos tipos de AMPs, tendo como
0S mais estudados as cecropinas, atacinas, defensinas e diptericinas (RATCLIFFE et al.,
2011; AZAMBUJA et al., 2016). Existe uma grande variagdo entre as estruturas destas
proteinas, bem como diversos mecanismos de acao antimicrobiana, como a capacidade de
permeabilizar membranas microbianas, atuar como moléculas de adesao celular, regular a
atividade de receptores de superficie celular ou atuar na transducdo de sinal
(LANZMENDOZA et al.,, 1996; ROSETTO et al., 1996; BULET et al., 1999;
AZAMBUJA et al., 2016).

1.3.3.2. Melanizagéo

Ap0s a exposicdo ao micro-organismo, o sistema imune realiza o reconhecimento
de PAMPs que desencadeiam a resposta de melanizacdo, conduzida principalmente pelo
zimogénio pro-fenoloxidase (Pro-PO), derivado da lise de oendcitos (células do sistema
imune) (HILLYER et al, 2003). A melanizacdo é um processo de extrema importancia para
0 inseto, uma vez que essa cascata enzimatica estd envolvida em diferentes respostas
fisiol6gicas, como morte de bactérias, fungos, parasitas, vermes nematoides e ovos de
vespas parasitoides (HILLYER et al, 2003). A melanizacdo estd associada a outros
mecanismos mencionados anteriormente afetando, através da producdo de melanina por
hemacitos, patdgenos encapsulados ou agregados. Na melanizacdo, a morte do organismo
ocorre devido a formacdo de uma camada de melanina entorno do patgeno invasor,
formando um ambiente hostil mediado por danos oxidativos e isolamento de nutrientes
oriundos da hemolinfa, acarretando em morte por inanicdo (CERENIUS et al, 2008;
CHRISTENSEN et al., 2005; NAPPI & CHRISTENSEN, 2005). Além disso, a
melanizacdo auxilia no escurecimento e endurecimento do exoesqueleto do inseto apos a
muda (SUSSMAN, 1949; WYATT, 1961).
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A principal cascata de melanizagdo ocorre através de serino-proteases que acionam
enzimas ativadoras de Pro-PO, clivando o zimogénio Pro-PO em PO. A PO hidroxila a
tirosina formando dopa, a PO acaba por oxidar a dopa gerando dopaquinona que ¢é entéo
convertida em dopacromo. A enzima de conversdo do dopacromo transforma este produto
em 5,6-dihidroxindol, que é oxidado pela PO originando indol-5,6-quinona que,
juntamente com proteinas da hemolinfa, forma c&psulas melandticas. Como consequéncia
desta rota metabdlica muitos produtos toxicos sdo gerados, sendo necessaria uma regulagéo
da via. Os principais inibidores da cascata de PO sdo as serpinas (Fig. 5) (AZAMBUJA et
al., 2016; HILLYER, 2016).
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Figura 5. Principal via metabdlica para formacdo da melanizacdo. Cascata enzimética da Pro-
fenoloxidase (Pro-PO). PO, fenoloxidase; ECD, enzima conversora de dopacromo. Obtido de HILLYER,
2016.
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1.3.3.3. Espécies Reativas de Oxigénio ou Nitrogénio (ROS ou RNS)

Espécies reativas sdo radicais livres, moléculas gasosas com um elétron
desemparelhado na ultima camada eletronica (BAYIR, 2005). Estas moléculas séo
produzidas normalmente durante o metabolismo pela familia enzimas da NADPH oxidase
(NOX) (ALDERTON et al., 2001). Os radicais livres sdo de extrema importancia para
fungdes fisioldgicas e imunoldgicas em invertebrados, estando envolvidos em reacOes
enzimaticas, transporte de elétrons mitocondriais, transducéo de sinais, ativacdo de fatores
de transcricdo nuclear, expressdo genica e acdo antimicrobiana (NAPPI et al., 1995;
BAYIR, 2005). Além disso, ROS e RNS induzem dano oxidativo ao DNA, desencadeiam
a peroxidacdo lipidica de &cidos graxos das membranas celulares e também podem causar
a oxidacdo de proteinas alterando suas func@es fisiologicas ou levando a perda de funcao
(SHACTER et al., 1995; BAYIR, 2005; NUNES-DA-FONSECA et al., 2016).

1.4. Rhodnius prolixus

R. prolixus € um inseto hematdfago conhecido popularmente como “barbeiro”,
pertencente a ordem Hemiptera, familia Reduviidae e subfamilia Triatominae.
Triatomineos sdo importantes vetores da Doenca de Chagas (SMYTH, 1990). Em
decorréncia dos seus habitos alimentares, os insetos ingerem sangue infectado com o
parasita Trypanosoma cruzi que penetram no organismo e passam para o sistema digestivo.
Durante a proxima alimentacdo do inseto ocorre a injuria ao tecido do hospedeiro e 0
inseto, ao se alimentar, elimina junto com suas fezes o parasita. A injaria ocasionada é uma
porta de entrada para o parasita. As consequéncias geradas pelo T. cruzi podem levar o
hospedeiro definitivo, no caso o homem, a morte, tendo como principais implicacGes
cardiomiopatia, megaes6fago e megacolon (NUNES-DA-FONSECA et al., 2016).

R. prolixus é um dos principais vetores da Doenca de Chagas no norte da América
do Sul podendo estar presente em ambientes urbanos, suburbanos ou agricolas (SMYTH,
1990). Estes insetos possuem um ciclo de vida com metamorfose incompleta
(hemimetéabolo), passando durante seu desenvolvimento por sete etapas, necessitando
sempre de uma nova alimentagdo de sangue para realizar uma muda (Fig. 6). As etapas véo
de ovos, ninfas de primeiro a quinto instar até chegarem a fase adulta (NUNES-DA-
FONSECA et al., 2016).
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Figura 6. Ciclo evolutivo de R. prolixus. Modificado de  http:/science-

explained.com/blog/project/egg-immunity-in-the-kissing-bug-the-carrier-of-chagas-disease/

Gracas ao seu uso em estudos de fisiologia e bioquimica de insetos nos anos de
1930 pelo Dr. Vincent Wigglesworth, esta espécie tem sido utilizada como modelo em
diversas pesquisas de ambito morfolégico, bioquimico, fisiolégico e comportamental
(WIGGLESWORTH, 1934, 1936, 1940a, 1940b; ALVARENGA et al., 2015; MESQUITA
et al.,, 2015; AZAMBUJA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017; PAIM et al., 2017;
TABARES et al., 2018). Além de uma base da literatura que apoie 0 uso destes insetos,
caracteristicas morfologicas e metabodlicas adicionam razbes para a utilizacdo de R.
prolixus como modelo, principalmente seu tamanho razoavel e seu curto ciclo de vida
(quando comparado com outros triatomineos). Além disso, seu genoma foi recentemente
sequenciado (LATORRE-ESTIVALIS et al., 2013; MESQUITA et al., 2015).
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2. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho é determinar o papel dos acidos nucleicos
extracelulares na resposta dos insetos ao tratamento com o peptideo Jbtx, aprofundando o

conhecimento sobre 0 mecanismo de ag¢do da toxina no sistema imune.

2.1. Objetivos especificos

e Auvaliar o efeito do Jbtx e 0 papel do RNA extracelular (RNAet) na resposta
imune celular e humoral de R. prolixus;

e Averiguar a imunocompeténcia do inseto quando desafiado com o Jbtx
associado ao RNAet;

e Compreender a resposta imune de ETose em um inseto modelo, bem como
avaliar os efeitos da toxina nesta resposta;

e Auvaliar se Jbtx é capaz de induzir alteraces da viabilidade celular;

e Averiguar alteracdes da liberacdo de ROS em hemdcitos tratados com Jbtx.

28



3. Manuscrito

As secdes Materiais e Métodos, Resultados e Discussdo dessa dissertacdo estdo
dispostas na forma de manuscrito, o qual sera submetido para o periodico Developmental
& Comparative Immunology (ISSN: 0145-305X). O titulo do manuscrito serd “The
importance of extracellular nucleic acids for the immune system of Rhodnius
prolixus: possible involvement in the response against the urease derived toxin,
Jaburetox.”. Posterior a0 manuscrito esta disposto apéndices referentes a diversas

atividades complementares que foram realizadas ao longo deste periodo.
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Abstract

The insect defense system consists of a set of complex innate reactions that are
fundamental for the survival of these species. Extracellular traps (ETs) are extracellular
nucleic acids associated with cytoplasmic proteins that may aid in the capture and killing
of pathogens. Jaburetox is a recombinant peptide derived from a urease of the plant
Canavalia ensiformis. Jaburetox showed toxic effects in the Chagas’ disease insect vector
Rhodnius prolixus, affecting its immune response. The present study aims to evaluate the
role of extracellular nucleic acids in the immune response and protection against the
entomotoxic peptide Jaburetox. The insects were injected with extracellular RNA (RNAet)
and/or Jaburetox and six or eighteen hours after the injections the cellular and humoral
responses were assessed. We also evaluated the release of ETs by Jaburetox and performed
immunocompetence assays using a pathogenic bacterium. Our results demonstrate the
importance of RNAet in promoting an immunocompensation in the insect's defenses

against Jaburetox.
Keywords

Immune system, mechanism of action, extracellular traps, extracellular nucleic

acids, Rhodnius prolixus.
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1. Introduction

Ureases (urea amidohydrolases, EC 3.5.1.5) are nickel-dependent metalloenzymes
that hydrolyze urea, releasing ammonia and carbon dioxide (Mobley & Hausinger, 1989).
These proteins are produced by a wide variety of organisms including plants, fungi, yeasts
and bacteria, but are not synthesized by animals (Ligabue-Braun et al., 2013). Previous
studies have shown that ureases display several properties independent of its ureolytic
activity, including entomotoxic, antifungal and neurotoxic actions, among others
(Staniscuaski and Carlini et al., 2012; Carlini and Ligabue-Braun, 2016; Becker-Ritt et al.,
2017).

Canatoxin, one of the urease isoforms produced by the legume Canavalia
ensiformis demonstrated high toxicity to insects. When ingested, canatoxin is cleaved by
cathepsin-like enzymes from the insect gut, releasing an entomotoxic peptide. However,
insects with other types of digestive enzymes are not susceptible to the toxin (Carlini et al.,
1997a; Ferreira-da Silva et al., 2000). The toxic peptide was produced in a recombinant
system by Escherichia coli and was called Jaburetox-2Ec, after a new variant was named
only Jaburetox (Jbtx) possessing +11kDa (Mulinari et al., 2007; Postal et al., 2012).
Jaburetox is toxic to insects from different orders, including those not susceptible to
canatoxin, but presents no toxic effects for at least two mammal species, thus showing
great biotechnological potential (Mulinari et al., 2007; Tomazetto et al., 2007b; Martinelli
etal., 2014).

Insects do not have an adaptive immune response. Instead, they present well-
developed innate immunity, consisting of cellular and humoral responses (Lavine and
Strand, 2002). In the cellular response, the reactions are mediated by hemocytes and
includes phagocytosis, nodulation and encapsulation (Azambuja et al., 2016). On the other
hand, the humoral response is mediated by complex cascades and pattern recognition
events that lead to the production of antimicrobial peptides (AMPSs) (Lowenberger, 2001),
hemolymph coagulation, melanization (Muta et al., 1996; Marmaras et al., 2009), reactive
oxygen and nitrogen species (ROS, RNS) production (Bogdan et al., 2018) and
prophenoloxidase activation (Lu et al., 2014).

Hemocytes are insect cells that display similar functions to neutrophils (Pancer et
al., 2006). In mammals, neutrophils are capable of generating an important defense
response against pathogens through the release of neutrophil extracellular traps (NETS).
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This novel immune response mechanism, termed NETosis, is characterized by ROS-
dependent release of loose chromatin into the cytoplasm where it is associated with
proteins that showed antimicrobial properties. This complex is then released to the
extracellular medium where it can trap and kill pathogens (Brinkmann et al., 2004; Urban
et al., 2006). Due to the fact that other cell types such as monocytes, macrophages and
eosinophiles present a similar response, the name of the mechanism of nucleic acid release
was changed to ETosis (Bartneck et al., 2010; Webster et al., 2011; Andrea et al., 2016; Ko
etal., 2018).

ETosis has been described in several species such as chickens, harbor seals, goats,
fishes, cats, mice and cows (Lippolis et al., 2006; Ostojic et al., 2007; Andreasen et al.,
2009; Wardini et al., 2010; Silva et al, 2014; Reichel et al., 2015; Andrea et al., 2016). In
addition, ETosis was recently reported in invertebrate species including oysters, crabs,
shrimps and cockroaches (Ng et al., 2013; Poirier et al., 2014; Robb et al., 2014;
Nascimento et al., 2018), although is still uncharacterized in insects.

Previous findings of our group showed that Jbtx affects the immune system of
Rhodnius prolixus (the main insect vector of the Chagas disease), triggering cellular and
humoral responses. However, this activation of the immune response mediated by Jbtx
does not protect the insect against pathogenic bacteria, inducing an immunosuppressive
effect (Fruttero et al., 2016). It has been demonstrated that hemocytes are a target of Jbtx,
and the peptide can be detected in different cell locations (nucleus, cytoplasm and cell
surface) (Moyetta et al., 2017). Within this context, the aim of this work was to study the
mechanism of action of the toxin in R. prolixus immune response. In particular, we focused
on the interaction between Jbtx and extracellular nucleic acids, in order to investigate a
possible modulation of the toxic response induced by the peptide. In addition, we

contributed to increase the knowledge about the role of ETs in the insect immunity.
2. Materials and Methods
2.1. Chemicals

PureLink® RNA Mini Kit, nitroblue tetrazolium (NBT), Qubit™ dsDNA HS assay
kit, Qubit™ RNA HS assay kit (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA), thiazolyl
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blue tetrazolium bromide (MTT), L-DOPA, lipopolysaccharides (LPS) from Escherichia
coli O111:B4, poly-L-lysine (Sigma, St. Louis, MO, USA) and 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) were purchased

from the indicated commercial sources.

2.2. Jaburetox production

The recombinant peptide used in this study was expressed and purified as described
by Lopes et al. (2015) with modifications. The E. coli BL21 (DE3) RIL cells harboring the
coding sequence for Jbtx were cultured in 20 mL of LB (Luria Bertani) Broth,
supplemented with 100 pg/mL ampicillin and 40 ug/mL chloramphenicol. The culture was
grown overnight at 37 °C under agitation (180 rpm) and then used to inoculate 1 liter of
auto induction medium [10 g/L tryptone, 5 g/L yeast extract, 5 g/L glycerol, 3.3 g/L
(NH4)2S04, 6.8 g/L KH2PO,4, 7.1 g/L NaHPO,4, 0.12 g/L MgSO,, 0.5 g/L glucose and 2
g/L lactose, with 100 pg/mL ampicillin and 40 ug/mL chloramphenicol], that was cultured
at 37 °C, 180 rpm, until the culture absorbance (Asoo) reached 0.6. Then, protein
expression was induced overnight, at 20 °C with agitation (180 rpm). An extra dose of 200
pg/mL ampicillin was added before the induction period. After induction, the culture was
centrifuged at 8000 x g for 10 min at 4 °C. The cells were resuspended in 50 mL buffer A
(50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 500 mM NaCl and 20 mM imidazole) and sonicated (20 cycles
of 1 min, 20 kHz frequency). The final cell lysate was centrifuged at 14,000 x g for 40 min
at 4 °C, to remove the cellular debris. The supernatant was submitted to a Ni(ll)-loaded 5
mL Chelating Sepharose column (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) previously
equilibrated in buffer A. The supernatant was subjected to three passages through the
column and then, the affinity resin was washed with more than 20 column volumes with
buffer A. Weakly bound contaminants were removed by increasing the imidazole
concentration of the buffer to 70 mM and washing the column exhaustively. Jbtx elution
was performed using 500 mM imidazole and the flow through was collected in 5 mL
fractions. The protein concentration was measured in each fraction by the Bradford method
(Bradford, 1976) and the fractions with higher protein content were pooled and submitted
to a size exclusion chromatography, using a HiLoad Superdex 200 prep grade 26/600
column (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) pre-equilibrated with buffer B (50 mM
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phosphate pH 7.5, 1 mM EDTA and 1 mM TCEP). The protein elution was followed by
absorbance at 280 nm. Sample purity was assessed by SDS-PAGE 12 % (Laemmli, 1970).
Fractions containing Jbtx were pooled and concentrated using 3 kDa Amicon Ultra

Centrifugal Filters (Merk Milllipore, Darmstadt, Germany).
2.3. Insects

The experiments were performed with fifth instar nymphs (~ 32 mg) of Rhodnius
prolixus. The insects were kindly provided by Dr. Jodo Aristeu da Rosa (Universidade
Estadual Paulista, SP, Brazil), Dr. Méario Steindel (Universidade Federal de Santa Catarina,
SC, Brazil), Dr. Pedro Lagerblad de Oliveira (Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ,
Brazil) and Dr. Denise Feder (Universidade Federal Fluminense, RJ, Brazil). The insects
were kept under controlled conditions of light:dark cycle (L:D = 12:12, lights on at 9:00
a.m.), temperature (27 = 1 °C) and relative humidity (60 %). The colony was fed in regular
intervals of three weeks with human blood using acrylic plates covered with parafilm

maintained at 37 °C on a warming table, as previously described (Fruttero et al., 2016).
2.4. RNA extraction

Total RNA was extracted from untreated R. prolixus tissues (except the hingut)
using the PureLink® RNA Mini Kit, following the manufacturer’s instructions. The organs
were washed with sterile PB and homogenized in 1.2 mL of lysis buffer, at 4 °C. The
homogenate was vortexed for 2 min and centrifuged at 12,000 x g for 2 min (4 °C) and the
supernatant was transferred to the column for total RNA separation and elution. Total RNA

was eluted once in 50 puL of RNAse free water, quantified at 260 nm and stored at -80 °C.
2.5 In vivo insect treatments
Insects (5" instar nymphs) were submitted to different injection treatments:

Phosphate buffer (PB: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na;HPO,, 2 mM KH,PQO,, pH
7.5) as a control, RNA (1 ng/insect), Jbtx (1 pg/insect) or RNA plus Jbtx (1 pg
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each/insect). Injections were performed in the posterior junction leg using a microsyringe,

under a stereoscopic microscope.
2.6. Hemocyte aggregation assays

After six or eighteen hours of treatment, the hemolymph was collected with a
micropipette from a cut in the insect leg. The collected hemolymph was immediately
diluted in cold anticoagulant solution (10 mM Na,EDTA, 100 mM glucose, 62 mM NaCl,
30 mM sodium citrate, 26 mM citric acid, pH 4.6) (Azambuja et al., 1991) at a ratio of 1:5
(anticoagulant: hemolymph) and a few crystals of phenylthiourea were added to avoid
melanization. The number of free cells and aggregates (defined as a cluster of five or more
cells) (Garcia and Machado, 2004) in each sample was counted in an hemocytometer

employing a bright field optical microscope (Miller et al., 2001; Defferrari et al., 2014).
2.7. Phenoloxidase activity assay

The phenoloxidase activity assay was performed according to Fruttero et al. (2016),
with minor modifications. After six or eighteen hours of treatment, the hemolymph was
collected with a micropipette from a cut in the insect leg. Protein concentration was
measured by the Bradford method (Bradford, 1976). The sample was diluted in 96 wells
microplates with 33 uL of hypotonic cacodylate buffer (0.01 M sodium cacodylate, 0.01 M
CaCly, pH 7.4) and incubated at 37 °C for 20 min. The reaction began with the addition of
17 uL of L-DOPA saturated solution (4 mg/mL). The formation of dopachrome was
registered at 490 nm in a SpectraMax M3 plate reader (Molecular Devices Inc.,
Downingtown, PA, USA). The reaction was measured at 37 °C for 30 min and activity was

expressed as Aggo/pg of protein/s.
2.8. Immunocompetence assay
The bacteria clearance assay was performed as described by Fruttero et al. (2016)

with modifications. Five hours after receiving the first treatment (as described in section

2.5), the insects were injected with ~4.8 x 10%® Colony-Forming Units (CFU) of
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Staphylococcus aureus ATCC 25923 (grown aerobically in LB medium at 37 °C). Five
hours afterwards, the hemolymph was collected and the number of CFU was determined

by the drop-plate method.

2.9. Quantification of ETs

Extracellular DNA and RNA were quantified after in vitro and in vivo treatments.
For the in vitro assay, hemolymph was collected from the insects and centrifuged at 2000 x
g for 10 min at room temperature. The supernatant was removed and the cells were
resuspended in 50 uL of Rhodnius prolixus saline (150 mM NaCl; 8.6 mM KCI; 2 mM
CaCly; 8.5 mM MgCly; 4 mM NaHCOg3; 34 mM glucose; 5 mM HEPES, pH 7.0), and
incubated for 1 h with PB, Jbtx (15, 50, 200 nM or 6 puM) or 10 pug/mL LPS. After the
incubations, samples were centrifuged at 2000 x g for 10 min and the extracellular DNA
and RNA in supernatants were quantified using the Quant-iT dsDNA HS and Quant-iT
RNA HS Kkits, respectively, employing a fluorometer (Invitrogen Qubit 1.0, Thermo
Fischer Scientific, Waltham, MA, USA).

For the in vivo assay, the insects were injected as described previously with
different treatments: PB, 1 pg Jbtx, 3 pg LPS, ~4.8 x 10°S. aureus, or 1 pg Jbtx plus ~4.8
x 10% S. aureus. Six hours afterwards, the hemolymph was collected, the sample was
centrifuged and the extracellular DNA and RNA in the supernatants were quantified as

described above.

2.10. Fluorescent microscopy

Hemolymph was collected and the hemocytes were adhered to a glass coverslip,
previously pre-treated with 0.01 % poly-L-lysine and incubated with PB (control), 200 nM
Jbtx, 6 uM Jbtx or 10 pug/mL LPS for 1 h. The cells were then fixed with 4 %
paraformaldehyde for twenty minutes at room temperature. After the fixation step, cells
were rinsed with R. prolixus saline and then stained with 300 nM DAPI. The slides were
analyzed using a Leica DMi8 microscope and Las-X software (Leica Microsystems,

Wetzlar, Germany). Cell counting was performed using ImageJ software.
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2.11. Viability and ROS production in cell culture

The hemocytes culture was established as in Defferrari et al. 2014 with slight
modifications. The insects were sterilized by immersion in 70 % ethanol for 5 min and the
hemolymph from fifth stage nymphs (3 days after blood meal) was collected from a cut
legs and mixed with supplemented Schneider’s insect medium [2 mg/mL tryptose
phosphate, 10 % inactivated fetal bovine serum (FBS), 0.5 mg/mL glucose, 30 mg/mL L-
glutamine, 1X insect medium supplement, 0.04 mg/mL tetracycline, 0.05 mg/mL
amphotericin B and 0.05 mg/mL gentamicin, pH 7.0] at a ratio 1:1 (v/v). Twenty
microliters of the cell suspension (~14,000 hemocytes) were placed in a 96-well plate
along with 30 uL of medium and the cells were incubated at 24 °C for 1 h. Thereafter, 100
uL of the supplemented cultured medium were added and the plates were incubated at 24
°C, replacing the medium every 24 h.

The production of reactive oxygen species (ROS) was measured using the
nitroblue tetrazolium (NBT) methodology according to Steele and Dockrell (1985) with
modifications. The cultured cells were incubated for 24 h with PB (negative control), 6
uM Jbtx or 6.7 ug/mL LPS (positive control) and 0.1 % NBT. The supernatant was
removed and a mixture of 120 uL. 2 M KOH and 140 uL of 100 % DMSO were added, in
order to solubilize the formazan deposits. The readings were performed at 620 nm in the
Spectramax M3 reader.

Cell viability was estimated by means of the thiazolyl blue tetrazolium bromide
(MTT) technique (Ying et al., 2008). Cells were incubated with PB (negative control),
Triton X-100 2 % and 6 uM Jbtx for 24 h. All incubation conditions contained 30 pL of
MTT (5 mg/mL). Thereafter, the supernatant was removed and the precipitate was
homogenized in 150 uL of 4 mM HCI, 0.1 % NP40 in isopropanol, with agitation for 15

min. OD was measured at 570 nm.
2.12. Statistical analysis
Student’s t-test or one-way ANOVA were used for comparisons and a p value <

0.05 was considered statistically significant. Graphs and statistical tests were performed
using the software programs GraphPad Prism 6 (San Diego, CA, USA). Results were
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expressed as mean = standard error of the mean (SEM) and all the experiments were

performed at least in triplicates.

3. Results

3.1. Cellular response

As demonstrated by Fruttero et al. (2016), Jbtx is able to induce cellular
aggregation and therefore activate the immune system of R. prolixus. Here, we expanded
those findings, assaying different times post-injection with the toxic peptide and including
the RNAet treatment. To determine the dose of RNAet to be injected into the insects, we
performed a dose-response curve of the nucleic acid effect on the nodulation response
(Supplementary Figure 1). According to the results the dose chosen for the subsequent
experiments was 1 ug of RNA/insect. Six hours after injection, our data indicated that all
treatments triggered the nodulation, increasing the amount of aggregates without
significantly change in the number of free cells (Fig. 1). Regarding free cells, a similar
profile was observed 18 h after treatment (Fig. 1). On the other hand, analysing the
formation of aggregates, it was observed that the treatments involving Jbtx induced a
significant increase of the number of nodules, thus demonstrating activation of the cellular
response (Fig. 1). RNAet alone did not show significant differences in the number of

aggregates when compared to control (Fig. 1).
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Fig. 1. Modulation of the cellular immune response by Jbtx and RNAet. Fifth-instar nymphs were
injected with PB (phosphate buffer - control), 1 pg Jbtx, 1 ug RNAet and Jbtx plus RNAet (1 pg/insect each).
After six and eighteen hours, the hemolymph was collected and diluted with anticoagulant solution (1:5). The
number of free cells and aggregates was counted using a hemocytometer. The values were expressed as the
number of free cells or the number of aggregates per mL of hemolymph and are expressed as mean + SEM (n
= 4-7). The data was analyzed by one-way ANOVA non-parametric Kruskal-Wallis test. *P < 0.05 vs
control; **P < 0.01 vs control.
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3.2. Humoral response

The enzymatic cascade of phenoloxidase is one of the main components of the
humoral response that leads to melanization (Cerenius et al., 2008). Fruttero et al. (2016)
demonstrated that Jbtx activates the humoral response by means of increasing
phenoloxidase activity. Here, it was observed that six hours after injection, all treatments
significantly increased the enzymatic activity (Fig. 2). Interestingly, Jbtx plus RNAet
seems to display a synergistic effect, being this response higher than that of the two
separated treatments. Eighteen hours after injection, this profile was altered, and Jbtx alone
was the only treatment maintaining an increased enzymatic activity. Both treatments
including RNAet showed enzyme activity levels comparable to those of the control (Fig.
2).
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Fig. 2. Jbtx and RNAet affect phenoloxidase activity. Fifth-instar nymphs were injected with PB
(phosphate buffer - control), 1 pg Jbtx, 1 ug RNAet and Jbtx plus RNAet. After six and eighteen hours the
hemolymph was collected and the phenoloxidase activity was measured using L-DOPA as substrate and
monitoring the formation of dopachrome. The values are expressed as phenoloxidase activity (Ase/lg
protein/30 min) and are the mean + SEM (n= 4-5). The data was analyzed by one-way parametric ANOVA.
***P < (0.0001 vs control; **P < 0.01 vs control; *P < 0.05 vs control.
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3.3. Immunocompetence assay

In order to evaluate the immunocompetence of the insects after the treatments, we
challenged them with the entomopathogenic bacterium S. aureus. Previous data obtained
by our group (Fruttero et al., 2016) indicated that Jbtx decreases the capacity of the insect
to clear the bacteria from circulation. Here, it was demonstrated that RNAet is capable of
altering this profile prompted by the toxin because RNAet and Jbtx plus RNAet displayed
bacterial growth no significantly different from the control whereas Jbtx alone induced a

decreased capacity of bacteria clearance (Fig. 3).
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Fig. 3. RNAet increases the immunocompetence of insects against entomopathogenic bacteria.
Fifth-instar nymphs (7 days after blood meal) were injected with PB (phosphate buffer - control), 1 ug Jbtx, 1
ng RNAet and Jbtx plus RNAet. Five hours later, the groups were injected with ~4.8 x 10° CFU of S. aureus
ATCC 25923. Five hours afterwards, the hemolymph was collected and the number of CFU was estimated
by the drop-plate method. The values were expressed as the number of CFU per mL of hemolymph and are
the mean + SEM (n = 13-15). The data was analyzed by one-way ANOVA non-parametric Kruskal-Wallis

test. *P < 0.05 vs control.
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3.4. ETs release

The release of ETs has been described as a process of extreme importance for the
protection of the organism against pathogens (Brinkmann et al., 2004). This process is
characteristic of the innate immunity of vertebrates and invertebrates (Yipp et al., 2012;
Nascimento et al., 2018). In order to obtain insight regarding this response in insects, we
studied nucleic acids release employing different approaches. Our data indicate that, in
vitro, Jbtx was not able of inducing alterations in the release of nucleic acids from
hemocytes (Fig. 4). On the contrary, LPS stimulated a significant increase in the release of
DNA and RNA (Fig. 4). To the best of our knowledge, this is the first description of an

increase in RNAet as part of an immune response.
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Fig. 4. Extracellular nucleic acid release in vitro. The hemolymph was extracted and centrifuged,
the precipitate was resuspended in R. prolixus saline and incubated with different treatments for 1 h: PB
(phosphate buffer - control), 15 nM Jbtx, 50 nM Jbtx, 200 nM Jbtx, 6 uM Jbtx and 10 pg/mL LPS.
Thereafter, samples were centrifuged and the supernatants were quantified using Quant-iT dsDNA HS and
RNA HS kits. The results were expressed as pg/mL of nucleic acid and are the mean £ SEM (n= 16 for the
control and 9-13 for the treatments). The data was analyzed by one-way parametric ANOVA. *P < 0.05 vs

control; ****P < 0.0001 vs control.
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When we performed the same experiment in vivo we observed a similar pattern (i.e.
no increased nucleic acid release) when insects were injected with Jbtx (Fig. 5). In
contrast, injections with LPS or with the pathogenic bacteria S. aureus (alone or plus Jbtx)
induced significantly increased DNA release (Fig. 5). No treatment was able to alter the

release of RNA in vivo (Fig. 5).
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Fig. 5. Extracellular nucleic acid release in vivo. Insects were injected with PB (phosphate buffer -
control), 1 ug Jbtx, 3 ug LPS, ~4.8 x 10° S. aureus, 1 pg Jbtx plus ~4.8 x 10% S. aureus and six hours
afterwards, the hemolymph was centrifuged and the supernatants were quantified using Quant-iT dsDNA HS
or RNA HS kits. The results were expressed as pug/mL of nucleic acid and are the mean + SEM (n= 9 for the
control and 6-10 for the treatments). The data was analyzed by one-way parametric ANOVA. **P < 0.01 vs

control; ****P < 0.0001 vs control.

Our in vitro results of fluorescence microscopy, indicated that the incubation with 6
uM Jbtx or 10 ug/mL LPS stimulated the nucleic acid release, or at least its early events,
since an increased number of comet-like structures (indicative of extracellular diffuse
chromatin) was observed in those treatments (Fig. 6). Although the number of comet-like

structures showed a trend by 200 nM Jbtx was higher than the control, this difference was
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not statistically significant. LPS was the only treatment that prompted a significant
decrease in the amount of cells (Fig. 6).
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Fig. 6. Fluorescence microscopy analysis of extracellular nucleic acid release. Hemolymph was
collected and incubated in vitro with 200 nM, 6 uM Jbtx and 10 ug/mL LPS for 1 h on poly-L-lysine-treated
slides. Hemocytes were fixed and the nuclei stained with DAPI. The upper panel figure shows a
representative experiment of five independent assays. Arrows indicate diffuse extracellular chromatin. Bars:
10 um. The amount of comet-like structures and the number of cells was assessed using ImageJ software.
Results are the mean £ SEM (n= 5). The data was analyzed by one-way parametric ANOVA. ***P < 0.001

vs control; **P <0.01 vs control.
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3.5. Effect of Jbtx on ROS production and cell viability

For the release of ETs, the currently suggested metabolic pathways indicate that an
increase in ROS production is required to rupture the nuclear membrane. After the release,
the cells eventually loose their viability (Yipp et al., 2013). Therefore, we evaluated
whether the Jbtx would be able to alter the production of ROS and the viability of the cells.

For this set of assays, cultured hemocytes were incubated for 24 h with Jbtx, LPS
(positive control for ROS production) and Triton X-100 (positive control for the cell
viability experiments). Although different concentrations were tested (data not shown),
only 6 uM Jbtx was able to significantly increase ROS production at similar levels when
compared to LPS (Fig. 7). Nevertheless, the same Jbtx concentration was not able to

modify cell viability (Fig 8).
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Fig. 7. ROS production in R. prolixus hemocytes in response to Jbtx treatment. Hemocytes were
cultivated in 96-well plates with supplemented Schneider’s insect medium (~14,000 cell/well) and the cells
were incubated for 24 h with PB (phosphate buffer - control), 6 uM Jbtx and 6.7 ug/mL LPS. The production
of ROS is expressed as ODgy and results are the mean + SEM (n= 4 for control and 4-5 for the treatments).

The data was analyzed by one-way ANOVA non-parametric Kruskal-Wallis test. *P < 0.05 vs control.
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Fig. 8. Effects of the Jbtx on hemocyte viability. Cultured hemocytes were incubated for 24 h with
PB (phosphate buffer - control), 6 uM Jbtx and 2 % Triton X-100 and MTT (5 mg/mL). The precipitate was
solubilizeded and read at ODs7o, The data was analyzed by one-way parametric ANOVA and results are the

mean £ SEM (n= 7 for the control and 4-6 for treatments). **P < 0.01 vs control.

4. Discussion

The high contamination of water, soil or air of different ecosystems due to exposure
to pesticides is associated with the development of insect resistance to these compounds.
This fact reinforces the need to find new molecules that can be used as insecticides,
affecting specifically insect pests without harming the environment (Hardy, 2014; Souza et
al., 2017). An alternative strategy to the use of pesticides is the utilization of transgenic
plants expressing insecticidal peptides as a more environmentally safe approach (Follmer,
2008). Molecules that affect essential physiological processes, such as the insect’s immune
response, are of great interest for the development of biopesticides. The immune system is
responsible for the most basic defenses against invading agents. A change in the
homeostasis of this system compromises the immune response making it ineffective in
combating pathogens. As a result of the lack of acquired immunity, the insect defense
system consists of a set of complex innate reactions that are fundamental to the survival of
these species (Lavine and Strand, 2002; Azambuja et al., 2016; Fruitt et al., 2018). In view

of the importance of this system to the organism, our main objective is to explore the
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cellular and humoral immune responses in the context of toxin effects, as well as to
understand the importance of the nucleic acids associated with these mechanisms.

We evaluated the cellular immune response and observed that the group of insects
treated with Jbtx alone significantly increased the amount of aggregated cells in both times
assayed (Fig. 1). The results obtained 6 h after injection are in agreement with those
observed with jack bean urease (JBU, a urease of C. ensiformis) and Jbtx by Defferrari et
al. (2014) and Fruttero et al. (2016), respectively. Moyetta et al. (2017) demonstrated that,
in cultured hemocytes, Jbtx interacts with the cells for at least up to 24 h after treatment.
Here, it was demonstrated that the induction of modulation elicited by the peptide is
maintained 18 h after injection. The difference between the number of cells at 6 and 18 h
could be explained either as a consequence of the greater cell death at 18 h or due the fact
that the aggregates are increasingly attached to the body of the insect, rendering more
difficult their extraction (Hillyer and Strand, 2014).

None of the experimental groups exhibited significant changes in the amount of
free cells at both times assayed. Cellular activation by RNAet at 6 h is statistically different
from the control, however at 18 h the response triggered by RNAet has a lower activation
profile. In line with our findings, Kennemeier et al. (2007) demonstrated that, in
vertebrates, RNA acts as a natural procoagulant cofactor promoting the activation of
proteins that lead to blood coagulation. Moreover, Altincicek et al. (2008) demonstrated
that RNAet activates hemocytes of Galleria mellonella. In this work, the authors
demonstrated the procoagulant potential that nucleic acids exert by means of the formation
of fibrillar structures. Our results demonstrated that the Jbtx + RNAet treatment induced
activation of nodulation in both periods after injection, evidencing an increase of the
immune response.

The PO is responsible for the melanization reactions, part of the humoral response
in invertebrates (Hillyer and Strand, 2014). Previous studies have shown that JBU and Jbtx
increase PO enzymatic activity (Defferrari et al., 2014; Fruttero et al., 2016). Our results
obtained with the peptide corroborated those findings and, in addition, we have
demonstrated that the effect of increased enzyme activity persists 18 h after injection (Fig.
2). It was also observed that RNAet was able to induce the humoral response 6 h after
injection, although the increment in PO activity did not remain during the 18 h period,

probably due to the fact that the organism had already been rehabilitated to the state of
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homeostasis. Other explanation is the possibility that the early activation of the PO activity
causes a depletion of the enzyme in the hemocytes after a longer period of treatment
(Genta et al., 2010). Altincicek et al. (2008) also demonstrated that RNAet is able to
induce an increase in humoral response. They observed that high doses of RNAet were
able to trigger the darkening of hemolymph in G. mellonella. In our hands, the
combination of Jbtx + RNAet triggered the humoral response 6 h after injection but at 18 h
post injection this activation ceased.

Taking into account that RNAet modulates the immunological responses of the
insect, we evaluated the effects of these nucleic acids on the protection process against a
pathogen. The group treated with Jbtx alone displayed an immunosuppressive response
that enabled the pathogenic bacterium S. aureus to proliferate more easily in the
hemolymph (Fig. 3). On the other hand, the group treated with RNAet alone did not
present changes and, surprisingly, the Jbtx + RNAet group did not display statistical
differences with respect to the control group (Fig. 3). Our data are in agreement with the
immunosuppression caused by Jbtx that was observed by Fruttero et al. (2016). We believe
that the environment found by the bacterium is a scenario of susceptibility due to the
previous immunological activation of Jbtx. This fact, as previously mentioned, may be due
to the exhaustion of the necessary resources to fight against the invading agent, among
them the irreversibility of aggregate response and PO depletion in hemocytes (Hillyer et
al., 2003; Genta et al., 2010). In addition, the immunocompensation caused in both the
RNAet and Jbtx + RNAet groups is probably due to the protective role of the extracellular
nucleic acid for the organism. Altincicek et al. (2008) demonstrated that insects injected
with pathogens plus RNAet present a higher survival performance than insects injected
only with the pathogen. The protective role of RNAet is probably due to the
immunological response of ETosis where nucleic acids capture, render unviable and kill
pathogens. Nascimento et al. (2018) characterized in Periplaneta americana the role of
ETs in immune response. The authors demonstrated that the ETs impair bacterial growth
and the addition of DNase to the medium restores the bacterial development.

More recent pieces of evidence indicate that ETs is evolutionarily conserved as was
observed in the plant Pisum sativum (Wen et al., 2009), the amoebae Dictyostelium
discoideum (Zhang et al., 2016), the oyster Crassostrea gigas (Poirier et al. 2014), the
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shrimp Litopenaeus vannamei (Ng et al., 2013), the crab Carcinus maenas (Robb et al.,
2014) and the cockroach P. americana (Nascimento et al., 2018b).

Our ET release results indicated that R. prolixus is another organism capable of
taking advantage of this immune response. Our experiments were carried out in vitro and
in vivo (Fig. 4 and Fig. 5) and it was observed that in vitro, at least under the conditions
tested, Jbtx was not able to induce the release of nucleic acids at different concentrations.
The demonstration that hemocytes of this species are capable of releasing ETs comes with
the use of LPS as a positive control, a treatment which induced an increase in the amount
of free DNA. Moreover, the treatment with LPS led for the first time to the description of
an increase in the amount of RNA released, suggesting a role for the RNA in this immune
response. Our in vivo results, under the conditions tested, do not indicate that Jbtx is able to
induce the release of nucleic acids while the treatments with LPS, S. aureus and Jbtx + S.
aureus were able to release DNA but not RNA (Fig. 5). The release of nucleic acids by
LPS and the bacterium are in agreement with that observed by Nascimento et al. (2018). It
is likely that the treatment of Jbtx + S. aureus triggered the release of ETs as a
consequence of the presence of the pathogen.

Using another experimental approach we evaluated in vitro the early events in the
release of ETs by immunofluorescence, and it was observed that LPS and 6 puM Jbtx
induced a significant increase in the number of cells exhibiting signs of extracellular
diffuse chromatin (Fig. 6). The difference between results of release observed by the kit
and by immunofluorescence can be due to the sensibility of assays. Through
immunofluorescence we could be seeing moments before ETs release where the nucleic
acids have not yet been fully released to the extracellular medium. Alternatively, other
explanation is that the Jbtx only affects few cells, thus being the phenomenon insufficient
to change the nucleic acid concentration of the medium. It is also possible that the
alteration of nuclear integrity is not related to ETosis but to other cell death mechanism.
Additional studies are needed to elucidate this point.

We investigated whether the toxin would be capable of altering ROS production in
cultured cells. Our results indicated that 6 uM Jbtx significantly increased ROS production
(Fig. 7). For the release of ETs, the modulation of free radicals by nitric oxide (NO) seems
to be involved in the acid nucleic release (Patel et al., 2010). However, the increase in
ROS production observed here does not appear to be dependent on NO. Fruttero et al.

50



(2016) showed, in the hemolymph of Jbtx-treated insects, that the enzyme nitric oxide
synthase (NOS), which is responsible for generating NO, maintains its enzymatic activity
similar to the levels of the control. However, Moyetta et al. (2017) observed that treatment
with Jbtx causes a local increase in NO production in aggregated cells.

The release of ETs can either result in cell death or cell survival (released nucleic
acid is of mitochondrial origin allowing the cell to remain alive but with mitochondrial
deficiency). To further explore the Jbtx possible involvement in chromatin release, we
investigated cell viability using MTT, which is converted by the mitochondria into
formazan. Our results showed that the peptide did not alter cellular viability or at least their
metabolic activity, also suggesting that Jbtx does not mediate the release of ETs (Fig. 8).

In conclusion we have shown that RNAet plays an important role in the activation
of the cellular and humoral responses in R. prolixus. Thus, immunocompetence assays
demonstrated that the RNAet modulates the immunological activity, either through the
activation of innate responses or by capturing and killing pathogens acting as ETs. We
found that R. prolixus is also an organism capable of inducing the release of ETs. Further
investigation are still needed to fully elucidate the effects of Jbtx on the insects” immune
system, particularly regarding the ETs. Our evidences support the hypothesis that Jbtx may
modulate the immune system, rendering the insects more susceptible to microbial

infections, effect counteracted by the ETs.
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Supplementary Fig. 1. Modulation of the immune system by RNAet. Fifth-instar nymphs were
injected with RNA free water (control), 0.1 pg RNAet, 1 pg RNAet and 5 ng RNAet. After six hours, the
hemolymph was collected and diluted with anticoagulant solution (1:5). The number of free cells and
aggregates was counted using a hemocytometer. The values were expressed as the number of free cells or the
number of aggregates per mL of hemolymph and are the mean + SEM (n = 4-5). The data was analyzed by
one-way ANOVA non-parametric Kruskal-Wallis test. *P < 0.05 vs control; **P < 0.01 vs control.
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4. Discussao Geral

Uma vez que a alta toxicidade de agrotdxicos traz efeitos nocivos para 0 meio
ambiente e os insetos tém desenvolvido resisténcia a estes compostos, uma alternativa para
esta problematica é a utilizacdo de plantas transgénicas expressando peptideos inseticidas,
por ser uma opg¢do mais ecologicamente segura (FOLLMER, 2008; HARDY, 2014,
SOUZA et al., 2017). Nessa linha de pensamento, Jbtx apresenta caracteristicas cruciais
que viabilizam sua utilizacdo como um composto bioinseticida, sendo tdxico para varias
espécies de insetos pragas e ndo demostrando efeitos de toxicidade aguda em roedores,
nem cito ou genotoxicidade para linhagens celulares de mamiferos (revisado em
BECKER-RITT et al., 2017). Resultados preliminares com culturas de plantas transgénicas
que expressam o0 Jbtx demonstram maior resisténcia ao ataque de insetos (revisado em
CARLINI & LIGABUE-BRAUN, 2016).

Em insetos, o sistema imune compreende somente uma resposta inata bem
desenvolvida. Alteracbes da homeostase neste sistema podem afetar a resposta
imunoldgica, impossibilitando o combate a patdgenos e/ou injurias. A imunidade inata
consiste de um conjunto de diversas reacdes que sdo essenciais para a sobrevivéncia das
espécies sendo, portanto, conservadas evolutivamente (VASS et al., 2001; LAVINE &
STRAND, 2002; AZAMBUJA et al., 2016). Sabendo da importancia do sistema imune
para a sobrevivéncia dos insetos, nosso objetivo foi explorar a relevancia dos &cidos
nucleicos para as respostas imunoldgicas celulares e humorais, bem como compreender as
alteracdes induzidas pelo tratamento com Jbtx.

O perfil observado na curva de doses de RNA indicou 1 ug de RNA/inseto como a
melhor dose para realizacdo dos ensaios posteriores. Esta dose é similar a utilizada por
ALTINCICEK et al. (2008) para ensaios em Galleria mellonella. Ndo foi necesséria a
realizacdo de uma curva para doses de Jbtx, uma vez que as doses/concentracGes utilizadas
da toxina ja foram descritas, por nosso grupo anteriormente, por apresentarem efeitos
entomotdxicos (FRUTTERO et al., 2016).

Neste trabalho, os efeitos do Jbtx sobre a resposta imune celular indicaram um
aumento da quantidade de células agregadas, tanto 6 h quanto 18 h apds as injecoes (Fig. 1
— manuscrito), sendo que o perfil observado em 6 h corrobora com o visto por FRUTTERO
et al. (2016). Nossos dados também se assemelham com os resultados obtidos com a JBU
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por DEFFERARRI et al. (2014). Ambos os trabalhos avaliaram a resposta de agregacéo e
observaram que tanto o Jbtx quanto a JBU, in vitro e in vivo, induzem o aumento da
resposta de nodulacdo. MARTINELLI et al. (2017) observaram que a urease ubiqua
recombinante de soja também foi capaz de ativar a resposta de nodulacéo in vivo e in vitro.
Os trabalhos de DEFFERRARI et al. (2014) e FRUTTERO et al. (2016) descreveram que a
resposta de nodulacdo é mediada pela via das cicloxigenases (COX) além de ser
dependente de cations extracelulares, provavelmente calcio. MOYETTA e colaboradores
(2017) observaram através de cultura de hemacitos e experimentos in vivo que o Jbtx
interage com as células em diferentes periodos de tempo (1, 3, 5, 6, 18 e 24 h apo6s
tratamento), indicando que os efeitos da toxina ndo cessam em apenas 6 h. Aqui,
demonstramos que ainda no periodo de 18 h o peptideo é capaz de manter a ativacdo da
nodulacdo conservando o mesmo perfil apresentado em 6 h. As diferencas observadas na
quantidade total de células entre 6 h e 18 h pode ser decorrente de maior morte celular em
18 h ou, possivelmente, pela adesdo das células agregadas nas paredes das cavidades
internas do inseto, o que dificultaria sua extracdo através da hemolinfa (HILLYER &
STRAND, 2014).

Nos grupos experimentais utilizados para avaliar a funcdo dos acidos nucleicos
extracelulares ou os efeitos da toxina, nenhuma variacdo significativa foi observada entre o
namero de células livres, em ambos os tempos ensaiados. A ativacdo da nodulacdo pelo
RNAet em 6 h é estatisticamente diferente do controle, entretanto em 18 h a resposta
desencadeada pelo RNAet apresenta um perfil menor de ativacdo e o grupo do controle
apresentou um perfil maior de nodulacdo. Corroborando com os dados obtidos aqui,
KANNEMEIER e colaboradores (2007) demonstraram que em vertebrados o RNA age
como um cofator natural procoagulante, promovendo a ativacdo de proteinas que levam a
coagulacdo. ALTINCICEK e colaboradores (2008) descreveram a importancia do RNAet
para ativar os hemdcitos de G. mellonella indicando que os &cidos nucleicos também
atuam nos insetos como um fator procoagulante, capaz de induzir a formacéo de estruturas
fibrilares e, portanto, auxiliando na resposta de agregacdo. ALTINCICEK e colaboradores
(2008) também observaram que quando RNAet era injetado em G. mellonella os insetos
diminuiam a quantidade de células livres totais, provavelmente em decorréncia do aumento
de celulas agregadas, e quando o inseto era injetado com bactéria mais RNAet essa

resposta de agregacdo era ainda maior do que a observada nos tratamentos com RNAet
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isoladamente. Neste mesmo trabalho, os autores observaram que injecGes de RNase
aumentavam as células livres totais. Tendo em vista a relevancia dos &cidos nucleicos para
a imunidade celular, demonstramos aqui que em ambos 0s periodos de tratamento, Jbtx +
RNAet induziu a ativacdo da nodulacdo, indicando que a toxina, associada ao fator
procoagulante RNAet, induz o aumento da resposta imune.

Experimentos de citometria de fluxo foram realizados para aprofundar os resultados
obtidos nos experimentos de agregacdo,visando observar, por outro método, alteragcdes das
subpopulacBes de hemdcitos. Entretanto, devido a enorme variabilidade individual dos
perfis encontrados (Figura suplementar 1 anexo B) e a auséncia de marcadores especificos
para hemocitos, nossa tentativa tornou-se frustada. Este resultado obtido pela citometria
vem ao encontro com o descrito na literatura em que argumeta-se a grande variagdo entre
as populacdes de hemdcitos de cada individuo (AZAMBUJA et al., 1991; MARRINGA et
al., 2014).

A PO é a principal via da resposta de melanizacao da ecdise ap6s a muda, além de
estar envolvida na producdo de quinonas, que possuem atividade antimicrobiana, e em
outros processos imunoldgicos. Em resultados prévios do nosso grupo foi observado que a
JBU e o Jbtx afetam a resposta humoral de insetos através do aumento da atividade
enzimatica de PO indicando, portanto, que esta via também é comprometida pelas toxinas
(DEFFERRARI et al., 2014; FRUTTERO et al., 2016). Os resultados observados aqui
corroboram com estes trabalhos, entretanto, demonstramos que a elevacdo da atividade
enzimatica persiste em 18 h (Fig. 2 — manuscrito). Outros grupos demonstraram que em G.
mellonella, Spodoptera exigua e em R. prolixus a ativacdo da PO é dependente de produtos
derivados da COX (DOWNER et al., 1997; GARCIA et al., 2004; SHRESTHA et al.,
2008). De acordo com estes achados, a dependéncia de COX observada em FRUTTERO et
al. (2016) para que o Jbtx afete a nodulacédo é possivel que também ocorra para os efeitos
do Jbtx na atividade de PO. Também demonstramos que 0 RNAet induziu 0 aumento da
atividade da PO em 6 h, mas esse mesmo perfil ndo se manteve em 18 h ap6s injegao.
Nossa hipotese é de que em 18 h tenha ocorrido a deplecdo/esgotamento da enzima nos
hemdcitos ou, alternativamente, que 18 h seja tempo suficiente para que o inseto recupere
seu estado de homeostasia (GENTA et al., 2010).

A produgdo de peptideos antimicrobianos constitui um dos diferentes tipos de

respostas humorais. ALTINCICEK e colaboradores (2008) avaliaram os efeitos do RNAet
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sobre a resposta humoral através de atividade antibacteriana. Os resultados observados por
ALTINCICEK e colaboradores (2008) demonstraram que o RNAet foi capaz de elevar os
niveis da atividade antibacteriana, e em doses mais elevadas, foi capaz de desencadear em
G. mellonella o aumento da melanizacdo nas amostras. Nos tratamentos de Jbtx + RNAet
observamos que, no periodo de 6 h, h&a o desencadeamento da resposta humoral através da
ativacdo da PO, porém no periodo de 18 h essa ativagdo cessa, € 0S hiveis regridem ao
perfil do controle. Nossa hipotese é de que ocorra a deplecdo enzimatica dos hemdcitos em
decorréncia da soma dos tratamentos concomitante a um tempo maior de exposi¢do
(GENTA et al., 2010).

Sabendo sobre a importante modulacdo do RNAet para as defesas do organismo,
avaliamos os efeitos dos acidos nucleicos no processo de protecdo contra patdgenos.
Observamos que os insetos tratados com Jbtx sofreram uma imunossupresséao, que facilitou
a proliferacdo da bactéria patogénica S. aureus, resultados que vdo ao encontro com 0s
achados de FRUTTERO e colaboradores (2016). No tratamento com Jbtx + RNAet (Fig. 3
— manuscrito), o RNAet parece estar atuando como uma forma de imunocompensacao para
as defesas fisioldgicas combaterem o patdgeno. NASCIMENTO et al. (2018) demonstrou
em insetos a necessidade de acidos nucleicos para combater micro-organismos invasores.
Possivelmente, a tentativa de combater o patdgeno na presenca de Jbtx é inviabilizada pela
requisicdo das respostas inatas que, devido ao tratamento prévio com a toxina, podem ter
sofrido esgotamento, pela irreversibilidade da resposta de agregacdo e a deplecdo da PO
nos hemdacitos (HILLYER et al., 2003; GENTA et al., 2010). Os achados de sobrevivéncia
observados por ALTINCICEK e colaboradores (2008) demonstraram que quando insetos
eram injetados com patégenos mais &cidos nucleicos este grupo apresentava uma maior
sobrevida do que os insetos injetados somente com a bactéria. O papel protetor do RNAet
deve-se em grande parte pela resposta imunologica de ETose, onde os &cidos nucleicos
capturam, inviabilizam e matam os patdgenos, sendo este processo caracterizado no
invertebrado P. americana (NASCIMENTO et al., 2018).

A primeira descricdo da ETose ocorreu em 2004 qguando BRINKMANN e
colaboradores (2004) descreveram em neutréfilos de vertebrados uma nova resposta imune
celular, a qual foi cunhada como armadilha extracelular de neutrofilos (NETS; do inglés
Neutrophil Extracellular Traps). Porém esse processo nao se limita somente a neutrofilos,

sendo observado em diversos outros grupos de células como eosinéfilos (YOUSEFI et al.,
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2012), mastocitos (KO et al., 2018) e macréfagos (CHOW et al.,, 2011). Como
consequéncia, o termo de NETs foi modificado para armadilhas extracelulares (ETs; do
inglés Extracellular traps). Evidéncias mais recentes indicam que essa resposta
imunolodgica é evolutivamente conservada entre as espécies, tendo ja sido descrita em
ervilha (Pisum sativum) (WEN et al., 2009), amebas (Dictyostelium discoideum) (ZHANG
et al., 2016), ostras (Crassostrea gigas) (POIRIER et al., 2014), camardo (Litopenaeus
vannamei) (NG et al., 2013), caranguejo (Carcinus maenas) (ROBB et al., 2014) e barata
(P. americana) (NASCIMENTO et al., 2018).

Os resultados de liberagdo de ETs indicam que R. prolixus é outro organismo capaz
de aproveitar-se desta resposta imunoldgica. Nossos experimentos foram realizados in
vitro e in vivo (Fig. 4 e Fig. 5 - manuscrito). In vitro, nas condigdes testadas, Jbtx nao foi
capaz de induzir a liberacdo tanto de DNA quanto de RNA. Ensaios preliminares in vitro
com 2 e 3 h de incubagdo com diferentes concentracbes de Jbtx também ndo indicaram
liberacdo de 4&cidos nucleicos pela toxina (dados ndo mostrados). Assim como
NASCIMENTO et al. (2018) descreveu para P. americana, lipopolissacarideos (LPS) sdo
capazes de induzir a liberacdo de &cidos nucleicos, aqui demonstrado que em R. prolixus
este composto também induz o aumento da quantidade de DNA livre. Pela primeira vez,
descrevemos o aumento da quantidade de RNA liberado em resposta ao tratamento com
LPS, sugerindo um papel para o RNA nesta resposta imune. In vivo, nas condigdes
testadas, novamente ndo observamos inducdo da liberacdo de acidos nucleicos por Jbtx,
enguanto que os tratamentos com LPS, S. aureus e Jbtx + S. aureus foram capazes de
aumentar significativamente a liberacdo de DNA. Entretanto, a liberacdo de RNA néo foi
observada nos tratamentos.

Nos ensaios de fluorescéncia, observamos que tanto LPS quanto Jbtx 6 uM
induzem alteracdes da localizacdo de DNA (Fig. 6 — manuscrito), produzindo estruturas
semelhantes a cometas. Contudo, ndo é possivel afirmar que essa alteracdo esta relacionada
a ETose ou outro tipo de morte celular. Achados prévios de nosso grupo demonstram que,
em cultura de hemdcitos, em condigdes diferentes das testadas neste trabalho, é possivel
observar que algumas células sofrem condensacdo da sua cromatina (FRUTTERO et al.,
2014). Essa resposta € oposta ao observado no mecanismo de ETose, onde a cromatina
precisa ser descompactada para ser associada aos peptideos antimicrobianos e entdo

liberada para o meio extracelular (HEMMERS et al., 2011). Também em cultura de
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hemacitos, FRUTTERO et al. (2016) demonstraram através de imunofluorescéncia que o
Jbtx leva ao aumento da marcagdo de caspases ativadas, 0 que conduz a célula a apoptose.
A producdo de caspases é tipico da morte celular por apoptose, entretanto caspases
ativadas nao estdo presentes na ETose, devido a inibicdo por ROS (HAMPTON et al.,
2002; FADEEL et al., 2015). Ambos processos de condensacdo da cromatina e ativagao
das caspases sdo caracteristicos da morte celular por apoptose e ndo estdo descritas na
ativacdo da ETose (GOLDMANN et al., 2012). Ensaios complementares Sdo necessarios
para elucidacéo da hipotese de Jbtx alterar a resposta imune em insetos através da ETose.

Investigamos também se Jbtx seria capaz de induzir alteragbes na producdo de
ROS, demonstrando que a dose de Jbtx 6 uM foi capaz de induzir um aumento de ROS
(Fig. 7 — manuscrito). Uma dose menor de Jbtx (1 uM) néo foi capaz de alterar a producao
de ROS (dados ndo mostrados). FRUTTERO et al. (2016) e MOYETTA et al. (2017) néo
observaram alteracfes na expressdo proteica e na atividade da enzima éxido nitrico sintase
(NOS), enzima responsavel por gerar éxido nitrico (NO; gas associado na producdo de
ROS), em resposta ao Jbtx, sugerindo que o aumento de ROS € oriundo de outra via
metabolica. No entanto, MOYETTA et al. (2017) demonstraram que ap6s tratamento com
Jbtx, células agregadas apresentam uma maior marcacdo de NO do que o grupo controle.
Corroborando com nossos resultados, KAPPAUN (2018) demonstrou que 0 soyuretox
(peptideo similar ao Jbtx, derivado de uma das ureases de soja) foi capaz de elevar os
niveis de ROS em leveduras. Existem evidéncias na literatura de que, para a formacdo de
ETs, ROS seria um fator crucial para a liberacdo dos acidos nucleicos. Portanto, a
modulacdo de radicais livres por NO parece estar envolvida na resposta imune (PATEL et
al., 2010).

Para melhor explorar os efeitos da toxina sobre o sistema imune, avaliamos
alteragBes da viabilidade celular dos hemdcitos, uma vez que trabalhos anteriores
descrevem que o peptideo é capaz de interagir diretamente com estas células (MOYETTA
et al., 2017). Nossos resultados demonstram que o peptideo ndo alterou a viabilidade
celular (ou pelo menos a sua atividade metabdlica) nas condi¢des testadas (Fig. 8 -
manuscrito). Nos ensaios realizados por FRUTTERO et al. (2016) foi demonstrado que em
24 h de cultura de hemaocitos o0 Jbtx € capaz de elevar a marcacgdo de caspases ativadas em
algumas células. No entanto a utilizacdo de outra abordagem experimental, para avaliar a

viabilidade, seja importante para poder corroborar com nossos achados. Provavelmente
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tempos superiores aos realizados aqui e no trabalho de FRUTTERO e colaboradores
(2016) sejam cruciais para observar alteragdes na viabilidade das células. Na ETose vital o
DNA mitocondrial é liberado para 0 meio extracelular tornando a mitocondria nédo
funcional. Uma vez que o ensaio de viabilidade realizado aqui requer a conversdo
mitocondrial de brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio (MTT) em
formazam, podemos inferir que possivelmente o Jbtx ndo é capaz de induzir o processo de

ETose vital.

5. Concluséo geral

Em conclusdo, demonstramos que o RNAet exerce um papel de extrema
importancia na ativacdo da resposta celular e humoral em R. prolixus, modulando a
atividade imunoldgica, seja através da ativacao das respostas inatas ou da captura e morte
dos patdgenos, agindo como ETs. Comprovamos que R. prolixus também é um organismo
capaz de induzir a liberacdo de ETs e que o Jbtx possivelmente ndo induz a liberacédo de
acidos nucleicos. Nossas evidéncias indicam que a toxina é capaz de modular o sistema
imune do inseto, tornando-o mais suceptivel a infec¢cdes enquanto que o RNAet modula as
respostas de defesa para compensar a imunossupresao ocasionada pela toxina.

6. Perspectivas

A fim de aprofundar os resultados obtidos neste trabalho, é necessario averiguar se
tempos maiores de tratamento com a toxina alteram a liberagdo dos acidos nucleicos. Outra
abordagem complementar necessaria é a avaliacdo por meio de imunofluorescéncia a
liberacdo de ETs, utilizando anticorpos para proteinas associadas aos &cidos nucleicos e
marcadores do citoesqueleto celular. Também por meio de imunofluorescéncia, temos o
interesse de avaliar o papel de ROS na liberagdo de ETs, utilizando inibidores de ROS.
Tendo em vista a necessidade da via das COX para que o Jbtx induza as respostas de
nodulacéo, fica em aberto a pergunta se o processo de ETose também é dependende desta
via para induzir a liberagéo dos acidos nucleicos em diferentes tipos de tratamentos. Além
disso, a avaliacdo do papel de DNAet para o sistema imune dos insetos também &

importante.
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Estudos sobre a interacao do Jaburetox e a enzima UDP-N-acetilglicosamina
pirofosforilase em Rhodnius prolixus.

1. Introducéo

UAPs (E.C. 2.7.7.23) sdo enzimas responsaveis por realizar a catélise de uridina
trifosfato e N-acetilglicosamina fosfato para formar o composto UDP-N-acetilglicosamina
(UDP-GIcNac) a forma biologicamente ativa de N-acetilglicosamina. E uma proteina
amplamente distribuida entre eucariontes e procariontes (MARUYAMA et al., 2007;
STOKES et al., 2008; FANG et al., 2013; PIACENTE et al., 2014). O UDP-GIcNACc esta
envolvido em muitos processos fisiologicos como na sintese de quitina, formacdo de
ancoras de glicosilfosfatidilinositol (GPI), glicosilacdo de proteinas, formacdo de
metabdlitos secundarios e na estrutura e fungdo de matrizes celulares (MIO et al., 1998,
1999; COHEN, 2001; TONNING et al., 2006; ARAKANE et al., 2011; LIU et al., 2013;
URBANIAK et al., 2013; YANG et al., 2015).

A formacdo de quitina € um processo essencial para a parede celular de diferentes
organismos e, em insetos, ela apresenta grande importancia decorrente da construcdo da
cuticula e epitélios ectodérmicos (exoesqueleto, revestimento cuticular das traqueias, do
intestino anterior, do intestino posterior e membrana peritréfica) (MERZENDORFER,
2006, 2011). A rota da formacdo da quitina é complexa e envolve vérias enzimas, tendo a
quitina sintase e a UAP um papel muito importante nesse processo (MERZENDORFER,
2003).

Ancoras de glicosilfosfatidilinositol (GPIA) sdo moléculas compostas por
fosfolipideos, residuos de agucares e um grupamento inositol. As ancoras de GPIs séo
amplamente encontradas em protozoarios, leveduras, fungos, plantas, insetos e nos
vertebrados, no entanto ndo estdo presentes nas bactérias (IKEZAWA, 2002). Estéo
anexadas na superficie externa da membrana plasmética e covalentemente ligadas as
proteinas pelas suas por¢des carboxi-terminais, sendo um mediador entre essas duas
estruturas (FERGUSON & WILLIAMS, 1988). Proteinas ancoradas a membrana por
GPIA podem desempenhar diversas fungdes celulares, servindo como receptoras
especificas, moléculas de adesdo, na resposta imune ou como catalisadoras de processos
que ocorrem na membrana (TARTAKOFF & SINGH, 1992; NOSJEAN et al., 1997
KINOSHITA, 2014).
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A glicosilacdo é uma das modificacdes de biomoléculas mais frequentes, realizada
através da adicdo de sacarideos em sitios especificos de proteinas e lipideos. Este processo
é essencial para a formacdo das proteinas de membrana, secretérias, e também €
responsavel pelo dobramento correto das mesmas (ZHANG et al., 2012). Os tipos mais
comuns de glicosilagdo s&o nitrogénio-glicosilacdo (N-glicosilagdo), que ocorre no
nitrogénio da amida de cadeias laterais de asparagina, e a oxigénio-glicosilagdo (O-
glicosilacdo), que ocorre no hidréxi oxigénio da serina, tirosina e treonina (SPIRO, 2002).
Além das funcbes basicas da glicosilacdo, ha trabalhos demonstrando que esse processo
também estd envolvido na resposta imune dos insetos (HERRERO et al., 2007;
MORTIMER et al., 2012).

UAP ¢ crucial para a sobrevivéncia de fungos, bactérias e insetos, tornando a
proteina um potencial alvo para estratégias de controle bioldgico. Nos ultimos anos, uma
crescente tentativa de desenvolver inibidores desta proteina tem sido proposta com o
objetivo de controlar insetos pragas e organismos patogénicos (FANG et al., 2013; LIU et
al., 2013; RANI & KHAN, 2016).

Tendo em vista a importancia da UAP para a vitalidade dos organismos,
recentemente GALVANI et al. (2015) demonstraram que o sistema nervoso central (SNC)
de Triatoma infestans (inseto hematdfago vetor da doenga de Chagas) é alvo do Jbtx.
Através de uma abordagem imunoprotedmica 0s autores reportaram uma interagdo fisica
entre a UAP e o peptideo. Seguindo nessa linha experimental, FRUTTERO et al. (2016)
observaram que a toxina altera a atividade enzimatica da UAP no SNC e glandulas
salivares de R. prolixus entretanto MOYETTA et al. (2017) demonstraram que na
hemolinfa a atividade da UAP ndo ¢ alterada indicando, portanto, que o efeito € tecido
especifico. A fim de elucidar esta interacdo observada entre a UAP e o Jbtx utilizamos
abordagens in silico e in vitro para investigar a interacdo fisica observada por GALVANI
et al. (2015).
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2. Materiais e métodos

2.1. Imunofluorescéncia

Os tratamentos foram realizados através da injecdo de Jbtx 1 pg/inseto ou PB
(tampéo fosfato como controle). Apds 18 h, a hemolinfa dos insetos foi coletada com uma
pipeta, a partir de um corte das patas. As amostras foram recebidas em solucdo
anticoagulante (10 mM Na,EDTA, 100 mM glicose, 62 mM NaCl, 30 mM citrato de sodio,
26 mM 4&cido citrico, pH 4.6) (Azambuja et al., 1991) (5:1 anticoagulante:hemolinfa) com
poucos cristais de feniltiureia. Os hemdcitos foram aderidos durante 1 h em laminas
tratadas com poli-L-lisina 0,1 %. Apds este periodo, as laminas foram lavadas com salina
de R. prolixus (150 mM NaCl, 8.6 mM KCI, 2 mM CaCl,, 8.5 mM MgCl,;, 4 mM
NaHCOg3, 34 mM glicose, 5 mM HEPES, pH 7), seguida de fixacdo com formaldeido 4 %
em PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na;HPO,4, 2 mM KH,PQO4, pH 7.5) durante
25 min em temperatura ambiente (TA). Apos a fixacdo, a amostra foi lavada duas vezes
por 5 min e entéo foi realizado o bloqueio/permeabilizagéo [soro fetal bovino (FBS) 5 %,
albumina sérica bovina 1 % e Triton X-100 0,1 %] por 30 min a TA. O procedimento de
lavagem com PBS foi repetido e as amostras foram entdo incubadas com FBS 1 % na
presenca de anticorpo anti-UAP (na diluicdo de 1:1.500) e anti-a-tubulina (na diluicdo de
1:400) durante 1 h em TA. Apoés lavagem, as amostras foram incubadas com FBS 1 % na
presenca dos anticorpos secundarios conjugados com Alexa 488 para anti-UAP e Alexa
594 para anti-a-tubulina (ambos na diluicdo de 1:400). A amostra foi lavada novamente e
entdo corada com DAPI 300 nM por 5 min. As laminas foram lavadas e secas, seguidas da
montagem através de Fluorsave. As laminas foram analisadas com um microscopio
invertido de fluorescéncia Zeiss Axiovert 200 acoplado com uma camera Axiocam MRc
(Carl Zeiss, Jena, Germany). A intensidade de fluorescéncia das imagens foi determinada
através do valor médio de cinza (mean grey value) dos pixels definidas manualmente nas
areas das células usando o software Imagel. O fundo foi subtraido tomando como
referéncia uma area livre de células. O ensaio foi repetido cinco vezes e os dados digitais

de 50 células individuais para cada tratamento foram registrados.
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2.2. Modelagem molecular e atracamento molecular

A modelagem molecular para a UAP de R. prolixus foi realizada atraves do
programa Modeller 9.19 (https://salilab.org/modeller/) usando como molde a estrutura da
UAP de Homo sapiens (PDB ID: 1JVD) que apresenta um grau de identidade em torno de
56,5 % com a proteina de R. prolixus. As sequéncias foram alinhadas em Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) e entdo submetidas a plataforma Modeller
9.19. Através do algoritmo inserido solicitamos que fossem gerados dez possiveis modelos
da proteina. Os modelos propostos pelo programa foram analisados quanto a suas
qualidades estereoquimicas através da plataforma SwissModel
(https://swissmodel.expasy.org/).

O atracamento molecular entre a UAP de R. prolixus e o peptideo entomotodxico,
Jaburetox (PDB ID: 2mm8) foi realizado através da plataforma PATCHDOCK
(https://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/). Devido ao Jbtx ser uma proteina
intrinsicamente desordenada, foram realizadas simulagdes considerando as cinco
conformac@es do peptideo obtidas por ressonancia magnética nuclear (Lopes et al., 2015).
Né&o foram adicionadas zonas de restricdo para a interacdo proteina-proteina. Cada um dos
cinco conformeros de Jbtx foi analisado individualmente para interagir com a UAP. Os dez
melhores modelos para cada conférmero, decorrente do escore proposto pela plataforma,
foram selecionados para posterior anélise. Para refinar os modelos e selecionar os mais
fidedignos, com o que possivelmente ocorre in vivo, analisamos todas as interac@es entre
os residuos da UAP com os residuos do Jbtx a fim de encontrar as interacGes mais
recorrentes. Essa abordagem foi realizada através do PDBsum
(http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/cgi-bin/pdbsum/GetPage.pl?pdb
code=index.html) onde obtivemos todas as interacGes de aminoacidos para cada modelo e

entdo classificamos 0s melhores candidatos.
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3. Resultados e discussao

A UAP encontra-se distribuida no citoplasma dos hemacitos de R. prolixus (Fig.
1A). Apds tratamento com o Jbtx, ndo foi observada nenhuma alteragdo neste padréo de
distribuicdo da UAP na célula (Fig. 1B). No entanto, quando comparamos as células
tratadas com a toxina e as células do grupo controle, o peptideo parece induzir alteragdes
morfologicas no citoplasma dos hemacitos (Fig. 1B). Ensaios preliminares de citometria de
fluxo indicam que a morfologia dos hemdcitos apresenta alta variabilidade entre as
amostras (Fig. suplementar — anexo B). Corroborando com os dados apresentados aqui,
AZAMBUJA et al. (1991) descreveram que entre os artigos dispostos na literatura ndo
existe um consenso sobre a morfologia destas células. Nossos achados também
demonstram que a intensidade da marcacdo fluorescente da UAP em hemdcitos ndo é
alterada (Fig. 1B-C), indicando que os niveis de expressdo da UAP ndo sdo alterados em

reposta ao tratamento com Jbtx

®
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Fig 1. Distribuicdo da proteina UAP em hemdcitos. O padrdo de fluorescéncia nas imagens é
demonstrado pelas cores verde (anti-UAP/Alexa 488), vermelho (anti-a-tubulina/Alexa 594). A barra de
escala representa 20 um. A) Imagem representativa da distribui¢do da UAP em hemdcitos no aumento de
100x. B) Painel de imagens representativos da fluorescéncia entre grupos tratados e controle 18 h apds
tratamento. Imagens obtidas no aumento de 40x. C) Quantificagdo da fluorescéncia. 50 células foram
contadas individualmente para cada experimento utilizando o software ImageJ e os dados foram expressos

como “Fluorescence (Mean grey value)”. Os dados s@o apresentados como média = erro padrao (n = 5).

Corroborando com nossos resultados, PERIN et al. (2018) ndo observou alterac6es
entre a quantidade proteica da UAP no sistema nervoso central de Nauphoeta cinerea.
Entretanto, MOYETTA et al. (2017) demonstrou que a toxina é capaz de induzir um
aumento da expressao do RNAm da UAP de R. prolixus, enquanto que a expressdo
proteica e a atividade enzimatica na hemolinfa ndo é alterada pelo tratamento com o
peptideo. Contudo, esse efeito da toxina parece ser tecido especifico. FRUTTERO et al.
(2017) demonstrou que a expressao do RNAm da UAP ndo é alterada em glandulas
salivares e sistema nervoso central de R. prolixus, mas em ambos os tecidos a atividade
enzimatica é aumentada apds tratamento com Jbtx. Nossos resultados de modelagem
associados aos de atracamento indicam que o Jbtx interage diretamente com o sitio ativo da
enzima (Fig. 2 e 3), em todas as suas conformagdes, sugerindo que o0 aumento da atividade
enzimatica observada nos tecidos é decorrente da interacdo de Jbtx com a UAP,
corroborando que a observacdo de que ndo ha alteragdes dos niveis de expressdo da

enzima.
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Fig 2. UAP de R. prolixus modelada a partir da sequéncia da UAP de Homo sapiens. Modelo da

estrutura terciaria da proteina (A). Sitio ativo da enzima (B), destacando em vermelho os aminoécidos que o

compde, como proposto por MIO et al., 1998.
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Fig 3. Atracamento molecular entre Jbtx (vermelho) e a proteina UAP (branco). O sitio ativo da
enzima esta destacado em azul. As imagens A, B, C, D e E representam o melhor modelo dentro os dez

analisados dentro de cada grupo de conférmero de Jbtx.

Realcamos que nestes ensaios ndo foi realizada uma restricdo de ligacdo entre as
proteinas. Corroborando com nossos resultados de bioinforméatica, GALVANI et al. (2015)
ja havia demonstrado, através de ensaios de imunoprecipitacdo, que a toxina interage
fisicamente com a UAP e quando sua atividade enzimatica foi avaliada em sistema nervoso
de Triatoma infestans, a elevacdo da atividade foi constatada. Entretanto, FRUTTERO et
al. (2017) ndo observaram alteragfes induzidas pela toxina na atividade da UAP
recombinante, indicando que outros fatores celulares podem estar envolvidos na ativacéo

da enzima in vivo. Em N. cinerea, PERIN et al. (2018) demonstraram que no sistema
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nervoso de baratas, a atividade enziméatica da UAP é diminuida em periodos mais longos
de tratamento (18 h). Nos mesmos periodos de tratamento onde sdo observados aumento da
atividade enzimatica da UAP em R. prolixus (FRUTTERO et al., 2017; MOYETTA et al.,
2017) ndo se observam alteracdes da atividade enzimatica nas baratas. Assim, é possivel
que a interacdo observada aqui entre o Jbtx e a UAP esteja ausente ou ocorra de maneira
distinta em N. cinerea. Nao ha informacfes de sequéncia da UAP de N. cinerea,
impossibilitando uma analise de conservacdo de sequéncia entre as proteinas destas duas

espécies.

4. Perspectivas

A fim de elucidar as diferentes respostas observadas por FRUTTERO et al. (2016)
e PERIN et al. (2018) quando modelos de insetos distintos sdo utilizados, é necessario
realizar experimentos de modelagem com a UAP de N. cinerea (ou de um organismo mais
préximo a barata) e posteriormente utilizar algoritmos de atracamento molecular para
averiguar a interacdo entre o peptideo e a UAP. Experimentos de interacdo in vitro, por
ultracentrifugacdo analitica entre UAP e Jbtx, para avaliar afinidade e estequiometria de
unido, sdo complementares para averiguar a forca das interacGes entre os residuos das
proteinas. A realizacdo de analises filogenéticas da UAP de diferentes organismos também

é de nosso interesse para integrar este trabalho.
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Fig suplementar 1. Distribuicdo entre populagfes de hemaocitos. Ninfas de quinto instar de R. prolixus
foram injetadas com Jbtx (1 pg/inseto) ou com o mesmo volume de PBS (controle). Cada grupo continha 3
insetos. 18 h apos injegcdes a hemolinfa foi coletada em solugdo anticoagulante e feniltiuréia e em seguida
diluida com solucéo salina de Rhodnius para um volume final de 400 uL. As amostras foram submetidas a
citometria de fluxo em um equipamento BD FACSCanto II™ (BD Biosciences) com a configuragdo de
poténcia do laser em side-scattered light (SSC) 550 e forward-scattered ligh (FSC) 430. As imagens
indicam a distribuicdo populacional das células. O nimero abaixo de P1 (populagdo 1) demonstra em % a
quantidade de células neste quadrante.
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—-—Mediante el presente, s= deja constancia gue & estudiante de Maestria
Matheus Winicius Coste Grahl, CPF: 833784 700-30, matriculado en el
programa de pos-graduacion en la Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(n® 0024EE47), realizd como parte complementaria de su formacion una pasantia
en & Departamento de Bioguimica Clinica — CIBICI — COMICET de la Facultad
de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Cordoba. La pasantia fue
realizada durante el pericdo del 15072013 al 030372018, comprendid una
carga horaria de 120 horas yfue supervisada por los Doctores Lilian E. Canavoso
¥ Leonardo L. Fruttero. Las actividades experimentales realizadas incluyeron
ensayos de citomefria de fiujo e mmunofluorescencia con el objetive de
caracterzar el efecto de Jaburetoo, una toxing de ongen vegetal, en la respuesta
inmune del insecto vector de la enfermedad de Chagas Rhodnius prolixws.

Por otro lado, el alumno participe en & curso de doctorado titulado “Insectos
con importancia medica, economica y forense: Avances en el conocimients de
su fisiclogia, bioguimica y estrategias para control”, organizado por la Facultad
de Ciencias Quimicas de la Universidad Macional de Cordoba. El curso, dinigido
por la Dra. Lilian E. Canavoso v coordinado por el Dr. Leonarde L. Fruttero, fue
realizado entre el 23/07/2018 v el 23/07/2018 y presento una duracion iotal de
24 hs. Dicho curso cuenta con aprobacion del Honorable Consejo Directivo de la
Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Macional de Cordoba segun
Res. 3B5/2013.

A pedido del interesado, se emite el presente a los siete dias del mes de
agosto del ano dos mil dieciocho.
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Prof. Dra. Lilian E. Canavoso Dr. Leonards L. Frutters
Directora de la Escuela de Posgrado CIBICI - COMICET
Facultad de Ciencias Quimicas Depart de Biog. Clinica
Universidad Nacional de Cordoba Fac. de Ciencias Quim. - UNC
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