UFPR
IIIIIIIIIII;_'_'_'_'_‘IIIIIIIIII UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA Bioldgicas

o%e, _00%s, (1]
.

U FPR Setor de Ciéncias Biologicas . Y .
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA Departamento de Bi0|ogia CeIU|ar ... .:."'.'::L,'.".:‘.‘...... Ir"':'.

ALINE VIANA BEDNASKI

REVISAO BIBLIOGRAFICA: HEMOLINFA DE ARTROPODES COM
ENFASE EM ARANHAS, ESCORPIOES E INSETOS VENENOSOS

CURITIBA
2013



ALINE VIANA BEDNASKI

REVISAO BIBLIOGRAFICA: HEMOLINFA DE ARTROPODES COM
ENFASE EM ARANHAS, ESCORPIOES E INSETOS VENENOSOS

Monografia apresentada como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Especialista em
Biologia Celular e Tecidual, Departamento de
Biologia Celular, Setor de Ciéncias Biolégicas,

Universidade Federal do Parana.

Orientadora: Msc. Dilza Trevisan Silva

Co-orientadora: Prof?. Dr?. Andrea Senff Ribeiro

CURITIBA
2013



0SIN)) Op IOPEUIPIOO))
IpUBY BIIOLIQ,] OTUQIUY OJIBIA I(J JOId

"€10T 9P 0IqnIN0 p 80 ‘EqHLND

“BUIIXPUI BJOU B OP1IO OPUR} ,,SOSOUUI A SOISU[ 9 $9Q1dI00SH
‘SeyUBIY WO JSBJUY WO SOpodonIy Op BJUI[OWS]] ‘BgIZ0I[qIg OBSIAdY, O[O U
erjerSouow & opueiudsaide 71 (g Op OUE OU [ENPIOd], d JB[N[)) BISO[OIY Wd 0pdeZI[eld
9P 0SINO O NIN[OUOD [YSEUPIE BUBIA SUI[Y onb suly sopiadp so eied ore[oa(

ovOVIVIDAd

HVv 11130 viD01019 30 OLNINVLHVYCEAA
Sv319071018 SVION 3a "oli3s

.. oo oo, oo
.. & Co @ - @

0.......00.'..0.00....:0
seoibojoig
dddnN

TvNaiodl 3 HYIN13ID Vino10i8

IN3 1ISNFS 0171 0VYIVvNavy9-Sod




RESUMO

Os artropodes sd@o os animais com maior diversidade de espécies e mais
abundantes de todo reino animal. Obtiveram sucesso evolutivo, habitando os
mais diversos habitats e mantendo caracteristicas peculiares, incluindo manter
substancias como lipidios e agua na hemolinfa, 0 que permite aos artrépodes
sobreviverem a longos periodos sem ingestdo de agua e nutrientes. A
hemolinfa é o fluido intracorporeo, se assemelha ao sangue dos vertebrados,
mas com algumas diferencas e particularidades. E composta de células
(hemdcitos), altas concentragbes de aminoacidos e fosfatos orgéanicos,
concentracbes variadas de acUcares, vitaminas, &acidos organicos (acidos
graxos), diacilglicerol, triacilglicerol, horménios, ions inorganicos e outros
compostos importantes para processos homeostaticos. Entender como os
artropodes mantém a hemdstase mesmo em ambientes aparentemente
inéspitos, abre um leque de possibilidades. Além disso, ha poucos trabalhos
gue investigam a bioquimica da hemolinfa dos artrépodes, e pouco se conhece
da fisiologia desses animais. Aliando as informacdes sobre a hemolinfa dos
mais diversos artropodes em uma revisao, ficard mais facil identificar quais séo
os pontos falhos quando se trata desse assunto, e quais S0 0S pontos mais
solicitados, norteando novas pesquisas cientificas. Conhecer novas proteinas,
processos e mecanismos podem levar ao desenvolvimento de novos produtos
biotecnolégicos. Com o0 exposto, o objetivo deste trabalho é reunir em uma
revisdo bibliografica informacfes da literatura cientifica sobre a composicao
bioquimica e celular e as fun¢cBes bioldgicas de hemolinfas de aranhas,

escorpides e insetos venenosos.
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1. INTRODUCAO

No filo Arthropoda estdo incluidos, aranhas, escorpifes, insetos,
centopéias, lacraias, caranguejos e camardes. Na realidade, a maioria dos
animais conhecidos e descritos no mundo pertence ao filo dos artrépodes, o
qual abriga cerca de um milhdo de espécies (RUPPERT et al., 2005). Sendo
assim, constitui a maior representacdo de fauna do mundo, com grande
sucesso evolutivo na diversidade de espécies. Esse filo tornou-se uma fonte
poderosa e inesgotavel de material para biologia molecular e bioquimica e
muito conhecimento cientifico tem sido gerado a partir de estudos nestas areas
(VILCINSKAS e WEDDE, 2002; ZACHARIAH et al., 2007).

Os artrépodes podem ser encontrados em todos os ambientes: aquatico,
terrestre e aéreo. Esses animais apresentam a maior taxa de sucesso na
colonizacdo de habitats devido sua enorme diversidade adaptativa (RUPPERT
et al., 2005).

As caracteristicas dos artropodes sdo: possuir exoesqueleto quitinoso,
apresentar processo de ecdise, ter apéndices articulados e auséncia de cilios
locomotores, dentre outras (RUPPERT et al.,, 2005; GULLAN e CRANSTON
2008). A morfologia externa varia dependendo da classe dos artropodes, 0s
insetos apresentam cabeca, torax e abdbmen; jA os aracnideos possuem
cefalotérax (fusdo da cabeca e térax) e abdomen. (RUPPERT et al., 2005;
GULLAN e CRANSTON 2008).

O sistema de transporte interno dos artrépodes (figura 1) € um sistema
hemal constituido de coracdo, artérias, seios, hemolinfa e hemocele. Os
tecidos sdo banhados pela hemolinfa que funciona como um sistema de
transporte de nutrientes, residuos, horménios e, as vezes, gases. Na auséncia
de celoma, a hemocele € a cavidade funcional dos artropodes. (RUPPERT et
al., 2005).
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Figura 1- Desenho esquematico do sistema de transporte interno de aranha (Artropode da
classe Arachnida). Fonte: http://araneae.hdfree.com.br/anatomiainterna.html.

Todas as trocas quimicas entre os tecidos dos artropodes sdo mediadas
pela hemolinfa, a qual € um liquido incolor ou levemente pigmentado, em cores
gue variam entre amarelo, verde e azul (GULLAN e CRANSTON, 2008; JALAL
et al., 2010). A hemolinfa circula nos vasos do sistema hemal, é composta de
células (hemdcitos) e altas concentracbes de aminodcidos. Outros
componentes estdo presentes em concentragdes variadas, como agucares e
carboidratos, sendo a trealose o principal carboidrato encontrado na hemolinfa
dos insetos (MAYACK E NAUG, 2010). Encontram-se também vitaminas,
acidos organicos (acidos graxos), diacilglicerol, triacilglicerol, horménios, ions
inorganicos e outros compostos importantes para processos homeostéaticos
(GULLAN e CRANSTON, 2008; JALAL et al.,, 2010). A hemolinfa pode
eventualmente transportar gases associados aos pigmentos, mas insetos e
aracninedos possuem um sistema de trocas gasosas traqueal, no qual as
trocas ocorrem diretamente com o tecido (CUNNINGHAM et al.,, 1994;
RUPPERT et al.,, 2005; GULLAN e CRANSTON, 2008). Além disso, a
hemolinfa também é uma reserva de agua importante para esses animais
(ZACHARIAH e MITCHELL, 2009). A circulacdo da hemolinfa se da por
sistemas de bombas musculares que a movimentam por compartimentos
separados por septos fibromusculares ou membranas (GULLAN e
CRANSTON, 2008).


http://araneae.hdfree.com.br/anatomiainterna.html

Considerando as inumeras func¢des e a importancia da hemolinfa nesses
animais, neste trabalho de revisdo da literatura abordaremos somente a
hemolinfa de artrépodes venenosos das classes Arachnidae e Insecta.

Os artropodes predadores matam e consomem varias presas durante seu
ciclo de vida. Segundo estimativas, cerca de 25% dos insetos sao predadores
ou parasitas. Entre as estratégias de caca dos insetos e aracnideos, sao
observadas trés importantes: sentar e esperar, fazer armadilhas e busca ativa,
sendo que cada uma destas requer um investimento de tempo e gasto de
energia distinto (GULLAN e CRANSTON, 2008). Na busca ativa, os insetos e
aracnideos precisam detectar e capturar a presa ou prendé-la antes de se
alimentar. Diferentes estratégias de captura foram surgindo ao longo da
evolucédo, de acordo com o estilo de vida do inseto predador, como possuir
espiculas nas pernas, o desenvolvimento de pecas bocais e a producdo de
veneno (RUPPERT et al., 2005; GULLAN e CRANSTON 2008).

O veneno dos artrépodes € produzido por glandulas que muitas vezes
possuem ligacdo com as queliceras, os aparelhos inoculadores, presentes nas
aranhas (RUPPERT, 2005; PALUDO, 2008). Porém, ha a possibilidade do
veneno ser produzido por um epitélio e estar presente ndo no individuo adulto,
mas sim em sua fase larval. Nestes casos ndo ha aparelho inoculador, mas
cerdas que armazenam veneno proteico (VEIGA, 2005). Quando a cerda é
rompida, por exemplo, pelo contato acidental como humanos, o veneno €
liberado e pode causar desde sintomas locais até manifestacdes sistémicas
graves. Os acidentes com a lagarta Lonomia obliqua, vulgarmente conhecida
como taturana, ocorrem dessa forma (DONATO et al.,, 1998; ZANNIN et al.,
2003; GRECO et al., 2009; VIEIRA et al., 2010).

Por definicAo sdo considerados artropodes venenosos aqueles que
possuem um aparelho inoculador, bem como a glandula produtora de veneno e
injetam toxinas e/ou saliva proteolitica nas presas. Como exce¢ao tem-se as
lagartas do género Lonomia, nas quais 0 veneno esta localizado nas cerdas.
Apos a inoculacao/liberacdo do veneno, a presa € primeiramente liquefeita pela
acdo de enzimas e, em seguida, o material da presa digerido é sugado através
do aparelho bucal do animal predador (RUPPERT et al.,, 2005; GULLAN e
CRANSTON 2008; PALUDO, 2008). Alguns estudos sugerem que
componentes do veneno podem participar na pre-digestdo da presa, entretanto



essa questdo ainda ndo estd totalmente esclarecida (RASH e HUDGSON,
2002; PALUDO, 2008).

O veneno dos artrépodes é uma mistura complexa de proteinas de baixa
massa molecular com ou sem atividade catalitica (hemolitica, proteolitica,
colinesterasica, fosfolipasica) e associadas a pequenas quantidades de
aminoacidos (CUPO et al., 2003; GREMSKI et al., 2010; CHAVES-MOREIRA
et al., 2011). O veneno tem funcado de protecéo e alimentacéo para 0s animais
que o possuem. Considerando a cadeia alimentar dos artropodes venenosos, a
grande maioria das presas sdo outros individuos do mesmo filo, sendo assim, é
esperado que o veneno contenha toxinas com acado inseticida. As proteinas
dos venenos dos artropodes podem apresentar as mais diversas a¢des nos
mamiferos. Estas toxinas podem atuar em sitios especificos dos canais de
sédio, produzindo despolarizacdo das terminacfes nervosas pos-ganglionares
dos sistemas simpatico, parassimpatico e da medula da supra-renal,
desencadeando liberacdo de adrenalina, noradrenalina e acetilcolina,
ocasionando diferentes sintomas nas vitimas (CUPO et al., 2003).

Dentre os milhares de artrépodes existentes, 0s venenosos estdo
alocados nas classes: Insecta, Arachnida (ordens Scorpiones e Araneae) e
Chilopoda. Alguns outros taxons de artropodes, que nao pertencem a
nenhumas das classes acima citadas, apresentam animais venenosos em fase
larval, como é o exemplo da Lonomia obliqua (Lepidoptera). Quando o homem
entra em contato com as cerdas desta lagarta, o veneno age sobre o
organismo (GRECO et al., 2009; VIEIRA et al., 2010).

A classe Insecta possui individuos que variam de tamanho (0,2 mm a 30
cm) e aparéncia, como exemplo de insetos venenosos tém as abelhas. Os
adultos da classe Insecta em geral apresentam ocelos e olhos compostos,
pecas bucais expostas, térax evidente, pernas toracicas com mais de cinco
articulos e abdomen segmentado. Nos insetos, as trocas gasosas ocorrem
predominantemente por traquéias com espiraculos presentes tanto no torax
quando no abdémen. Uma caracteristica importante que diferencia a classe
Insecta da classe Arachnida é que os individuos da classe Insecta podem ser
alados e possuem trés pares de pernas, enquanto os individuos da classe
Arachnida ndo sdo alados e possuem quatro pares de pernas.
Tradicionalmente, existem 30 ordens de insetos (GULLAN e CRANSTON,

2008).
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A classe Arachnida é composta por 14 ordens dentre elas, as ordens
Scorpiones (escorpides) e Araneae (aranhas) sdo as que possuem
representantes produtores de veneno (RUPPERT et al., 2005). Os aracnideos
sdo popularmente conhecidos devido aos acidentes de envenenamento que
acometem humanos e outros mamiferos (CUPO et al., 2003; AMORIM et al.,
2003; RUPPERT et al., 2005).

A ordem Scorpiones é representada por escorpides, esses artropodes
possuem habitos noturnos e sdo encontrados na maioria dos ambientes
terrestres, incluindo florestas, pastagens e ambientes desérticos. Algumas
espécies de escorpido podem se associar a vegetacdo e sdo encontradas
proximas ou mesmo dentro das habitacdes de humanos (RUPPERT et al.,
2005).

Araneae € uma ordem impar na classe Arachnida, pois seus
representantes sdo os Unicos que produzem seda e constroem teias, como
exemplo dessa ordem h& a aranha marrom, género Loxosceles (Mello-leitéo,
1964). As aranhas realizam as trocas gasosas por meio de pulmdes folidceos
e/ou tragquéias, além de muitos individuos possuirem glandulas de veneno e
apresentarem dimorfismo sexual. Algumas espécies sdo canibais, como por
exemplo, a “vidva-negra” Latrodectus mactans (DIAS e BRAZIL, 1999;
GILBERT, 1997; RUPPERT et al., 2005).

Outra Classe dos artrépodes que possui representantes venenosos é a
Chilopoda, onde estdo incluidas as lacraias e centopéias. As caracteristicas
principais desses animais sdo: possuir no minimo 12 pares de patas, variando
de acordo com o tamanho do animal, e serem predadores velozes, que
inoculam seu veneno por meio de garras dianteiras. Outra caracteristica
relevante € possuir pernas no ultimo segmento em formato de pinc¢as, que néo
tem funcéo locomotora, mas destinam-se a percepcéo do ambiente (RUPPERT
et al., 2005).

Um aspecto interessante dos artropodes é fato de estarem em contato
com os mais diversificados microorganismos. Muito embora ndo apresentem
um sistema de resposta imune adaptativa, esses animais lidam com invasores
de forma curiosa e eficiente, liberando na hemolinfa peptideos que combatem
0s invasores.

A curiosidade da comunidade cientifica em entender melhor a fisiologia

desses pequenos animais, bem como entender as relacbes de transporte
11



fisiologico interno com a producdo de veneno € justificada. Os artrépodes sao
0s animais mais abundantes do planeta Terra, com maior nimero de espécies
conhecidas, dominam cadeias e teias alimentares e trazem ao homem diversos
problemas de saude publica e de ordem econémica (GULLAN e CRANSTON
2008).

Em dias atuais, onde cada vez mais a informacao € a grande motivadora
da ciéncia e geradora das novas ideias e novas perguntas, fica evidente a
importancia de se compreender os processos fisiolégicos que regem a vida de

animais tao interessantes como os artropodes produtores de veneno.
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2. JUSTIFICATIVA

A motivacdo para elaboracdo deste trabalho de revisdo de literatura
apresenta-se sob diferentes aspectos do conhecimento:

A auséncia de revisdes bibliograficas na literatura que abordem hemolinfa
de forma geral;

A compilacao de dados da literatura ird permitir uma melhor compreenséo
dos processos fisioldgicos, por meio do conhecimento da composicao
bioquimica e papel funcional da hemolinfa de aranhas, escorpifes e insetos.

A reunido de dados da literatura relacionada a hemolinfas de artropodes
venenosos permitird novos estudos, uma vez que, indicara quais processos
e/lou caracterizacbes de hemolinfas sdo pouco conhecidos ou pouco
estudados.

O conhecimento a cerca da hemolinfa de animais venenosos apresenta
ainda maior relevancia quando consideramos o problema de saude publica
causado pelo envenenamento, como € o caso de Curitba e Regiao
metropolitana no Parana que é considerada area endémica para acidentes com

a aranha marrom da espécie Loxosceles intermedia (SILVA et al., 2004).

13



3. OBJETIVO

Reunir em uma revisdo bibliografica informacdes da literatura cientifica
sobre a composicdo bioquimica e celular e as fungfes biolégicas de hemolinfas
de aranhas, escorpides e insetos venenosos. As diferentes metodologias

utilizadas para manipulacao e estudo da hemolinfa também serao discutidas.

14



4. MATERIAL E METODOS

A revisdo de literatura foi do tipo exploratorio descritiva, realizada com o
auxilio das seguintes bases de dados: Pubmed; Lilacs; Medline; Scielo;
Science Direct, Google, além do acervo da Biblioteca do Setor de Ciéncias
Biologicas da UFPR. As palavras chaves utilizadas na busca foram: hemolinfa
(titulo), hemolinfat+escorpido (titulo e resumo), hemolinfa+ aranha (titulo e
resumo) hemolinfa+himenoptera (titulo e resumo) e hemolinfa+ chilopoda (titulo
e resumo). As palavras chaves foram colocadas em inglés e em portugués.

As referencias bibliograficas foram selecionadas de acordo com
publicacdes em portugués e inglés e totalizaram 62 referencias bibliograficas. A
partir dessas referéncias, foram selecionados os artigos que apresentavam
resultados de investigacao bioquimica e bioldgica de hemolinfa somente de
insetos e aracnideos venenosos. Durante a selecdo ndo houve restricdo
temporal de publicacdo, devido ao fato de existir um numero restrito de
trabalhos relacionados ao tema, e também porque alguns artigos antigos
trazem informacgdes importantes que ndao sdo encontradas em estudos mais
recentes, como por exemplo, o artigo de 1994 de Cunningham e

colaboradores.
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5. DISCUSSAO

Muitos estudos que investigam os componentes da hemolinfa de
artropodes venenosos buscam aplicagbes médicas, farmacéuticas e/ou
biotecnoldgicas desses compostos. Ja foram identificadas diversas moléculas
interessantes, como por exemplo, peptideos com atividade antimicrobiana
(FUKUZAWA, 2007). Na hemolinfa de aranhas da espécie Cheiracanthium
mildei e de escorpibes da espécie Uroctonus mordaxi foram identificados
fluoréforos, que sdo pequenas moléculas que podem servir como forma de
comunicacdo entre artropodes dessas espécies (REED et al., 2008). Em
consequéncia dessa busca por moléculas com aplicacdes biotecnolégicas,
foram descobertos diversos componentes de hemolinfas, e alguns desses
levantaram questionamentos sobre a origem biolégica dessas moléculas. Por
exemplo, a origem de vitamina D3 na hemolinfa de aranhas da espécie
Theraphosa blondi € incerta, discute-se que ela possa ser sintetizada devido a
exposicdo a radiacdo ultravioleta, ou ainda, que ela seja obtida através da
alimentacéo das aranhas (ZACHARIAH et al., 2009).

Raros artigos investigam a hemolinfa de individuos do género
Scolopendra sp. popularmente conhecidos como lacraias, muito embora esses
animais tenham importancia médica. Acidentes com lacraias ndo sao
incomuns. Um dos aspectos mais discutidos sobre a hemolinfa das lacraias é a
sua composicao bioquimica. Foi visto que a proteina hemocianina, que é uma
proteina pigmentar complexada com cobre, e que facilita o transporte de
oxigénio na hemolinfa dos mais diversos artropodes, € conservada em
espécies do subfilo Myriapoda, ao qual esta incluida a lacraia (JAENICKE et
al., 1999).

A hemolinfa dos escorpides € estudada desde o século passado, com o
intuito tanto de encontrar peptideos com aplicacdo médica (EHRET-SABATIER
et al., 1996), quanto de relacionar os componentes da hemolinfa com
moléculas do veneno desses animais (ZHU et al., 2000).

De maneira geral, em hemolinfas de insetos e aracnideos venenosos sao
descritos varios tipos de peptideos (lineares, com pontes dissulfeto ou em alfa-
hélice) que apresentam diversas fungdes. Analisando somente as sequencias
aminoacidicas desses peptideos € muito dificil prever ou sugerir quais funcdes

cada peptideo pode exercer na hemolinfa. Saidemberg e colaboradores (2011)
16



utilizaram peptideos presentes na hemolinfa e no veneno de Heminoptera para
propor um modelo matematico com intuito de predizer e discriminar funcdes
desses peptideos classificando-os como peptideos antibidticos ou
quimiotaticos, sem a necessidade de testa-los um a um, facilitando a
descoberta de peptideos para os mais diversos interesses. Contudo, somente
o0 avanco da ciéncia e do conhecimento nesta area poderdo validar este

modelo matematico.

5-1. Funcgdes gerais da hemolinfa

A hemolinfa € o Unico tecido fluido extracelular no corpo dos artropodes,
portanto, € a maior reserva de &agua e metabdlitos desses animais. A
quantidade e composicdo da hemolinfa variam conforme a espécie, momento
fisioloégico e a idade do animal. Pode corresponder de 15 a 75% do volume
total do corpo dos insetos e em aranhas geralmente perfaz cerca de 20% do
seu volume corpéreo (ARAUJO, 2009; TRABALON et al., 2010).

Em contato com o ar a hemolinfa tem grande tendéncia de se tornar
escura, devido a acdo da enzima tirosinase frente aos diferentes pigmentos
que conferem cor & hemolinfa (ARAUJO, 2009).

A hemolinfa de aracnideos e insetos exerce muitas fun¢des importantes
ao longo da vida desses animais. Pelo fato dos artrépodes possuirem um
sistema traqueal, onde os gases de respiracdo entram em contato direto com
os tecidos, a hemolinfa é pouco relevante para a respiracdo. Embora seja
essencial para o animal, pois participa de varios outros processos
homeostasicos (RUPPERT e BARNES, 1996), como o transporte de horménios
e enzimas para todo o corpo do animal, transporte de elementos nutritivos do
sistema digestivo para os demais 6rgdos e transporte de residuos do
metabolismo para excrecdo. Aléem disso, participa da defesa do animal e
armazenamento de agua e lipideos, bem como de outras funcdes
exemplificadas na sequencia (ARAUJO, 2009). Ainda, a distribuicdo diferencial
da pressédo da hemolinfa pode facilitar os processos de eclosdo e de ecdise
(trocas periddicas do exoesqueleto quitinoso para crescimento do animal)
(ARAUJO, 2009; RUPPERT et al, 2005).

Ha relatos da relevancia da hemolinfa de aracnideos na locomocéo, na

captura de presas e em situacdes de fuga (WEIHMAN et al., 2010). Os
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aracnideos ndo possuem musculos extensos e a pressdo da hemolinfa
auxiliaria nos movimentos (RUPPERT et al., 2005).

Outra importante funcdo descrita para hemolinfa de artropodes é a
protecdo que pode ser separada em trés eventos distintos: (a) apos ferimentos
fisicos onde componentes da hemolinfa promovem a coagulagéo e vedacgéo do
ferimento, evitando a perda desse fluido e evitando a entrada de bactérias; (b)
combate de microorganismos invasores, parasitas ou outras substancias
estranhas, pois caso ocorra 0 contato com contaminantes e/ou
microorganismos invasores inicia-se a resposta imunoldgica, a qual tem pouca
semelhanca com a resposta imunoldgica dos vertebrados, mas é muito
eficiente; (c) combate a predacdo, isso porque, a hemolinfa de alguns
artropodes podem conter substéncias malcheirosas ou repugnhantes a
predadores (GULLAN e CRANSTON, 2008).

Os estudos de hemolinfa acrescentam informacgdes importantes sobre a
biologia e fisiologia do animal. E descrito, para aranhas da espécie
Brachypelma albopilosa, que em épocas de acasalamento e dependendo da
fase da vida do artrépode ocorrem alteracdes na composicao lipidica circulante
na hemolinfa e tais mudancas podem influenciar no comportamento de
predacdo, inibindo-o ou estimulando-o de acordo com a disponibilidade de
nutrientes circulantes na hemolinfa (TRABALON, 2011).

Acredita-se que um dos fatores que levaram os artrépodes ao sucesso
evolutivo € a capacidade de armazenamento de agua e lipidios na hemolinfa.
Essa propriedade da hemolinfa impede o dessecamento do animal em tempos
de seca, além de ser uma fonte de energia de facil armazenamento. Os lipidios
circulantes associados as proteinas na hemolinfa e os lipidios da propria
membrana dos hemdcitos podem constituir fonte de energia por meio de
processos bioldgicos, quando necesséario (ANGELO et al., 2010).

Além da participacado em diferentes processos fisiologicos, € sabido que a
hemolinfa de alguns artropodes podem apresentar funcdo toxica quando em
contato com outros organismos. Akhunov e colaboradores (2001) constataram
que a hemolinfa de aranhas da espécie Latrodectus tredecimguttatus é toxica
para mamiferos, levando a morte de camundongos apos a administracdo de
apenas 10 ug de hemolinfa. Outro estudo mostra que a hemolinfa de Lonomia
achelous apresenta uma inesperada atividade fibrinolitica, sendo esta atividade

responsavel pelo restabelecimento do fluxo sanguineo no interior dos vasos
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apos uma injaria vascular por meio da dissolugdo do coagulo formado
(AROCHA-PINANGO et al., 2000).

5-2. Metodologias para obtenc&o da hemolinfa e separacdo de seus

componentes

Diferentes metodologias sdo aplicadas para coleta, manipulacdo e
separacdo dos componentes da hemolinfa. A escolha de uma determinada
metodologia depende dos objetivos de cada estudo. Na tabela 1 estao reunidas
algumas metodologias descritas para os diferentes objetivos em estudos de
hemolinfas de insetos e aracnideos venenosos. A coleta da hemolinfa na
maioria das vezes é letal para o animal, principalmente para aracnideos e
insetos pequenos (RIMOLDI et al., 1998). Para invertebrados em geral, €
recomendado gque a coleta de amostras da hemolinfa ndo exceda 1 mL a cada
100 g de peso corpéreo para que o animal sobreviva ao procedimento.
Especificamente para tarantulas, ja foi demonstrado que elas sobrevivem a
coleta de até 2 mL de hemolinfa por 100 g do animal (ZACHARIAH et al.,
2007). Em todos os estudos analisados de aracnideos e insetos venenosos, 0S
animais sao anestesiados previamente a coleta. Trabalhos mais antigos sobre
hemolinfa relatam que a coleta deve ser feita anestesiando os artropodes, seja
com baixas temperaturas -20°C por poucos minutos (RIMOLDI et al., 1989)
seja com gas dioxido de carbono por 1 ou 2 minutos (CARREL, 1990;
TILLINGHAST e TOWNLEY, 2008). Trabalhos mais atuais recomendam que a
anestesia dos artrépodes seja feita a 4°C por uma hora (TRABALON et al.,
2010), com éter (ZACHARIAH et al., 2007; YIGIT e BENLI, 2008) ou até
mesmo com alcool (JALAL et al., 2010). No trabalho de Zachariah e
colaboradores (2007) é utilizado o isoflurane 5% para anestesiar aranhas
(Theraphosa blondi e Grammostola rosea) com o0 objetivo de estudar a
bioquimica da hemolinfa, nesse caso as aranhas puderam ser recuperadas
apos a coleta da hemolinfa com oxigénio 100%.

As formas de obtencdo da hemolinfa sédo de um modo geral manuais,
utilizando seringa e agulha ou seccionando as pernas e coletando a hemolinfa
com o auxilio de uma micropipeta, sempre na presenca de anticoagulantes
(SILVA JUNIOR, 2000; YiGIT e BENLI, 2008; JALAL et al., 2010; TRABALON

et al., 2010). Existem quatro maneiras principais de se coletar hemolinfa em
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espécimes adultas: seccdo das pernas do animal, puncdo do vaso dorsal,
puncdo da articulacdo coxa-trocanter e puncao perdicardica (Tabela 1). Em
casos de coleta de hemolinfa de larvas, a metodologia mais simples e mais
difundida é inserir um capilar de vidro no segundo segmento abdominal, sendo
gue desta forma pode ocorrer a contaminacéo com fezes. Com intuito de evitar
essa contaminacdo, uma alternativa é realizar uma pequena incisdo em regiao
mais anterior da larva e coletar a hemolinfa com um capilar de vidro (CHAN et
al., 2006;). Os principais anticoagulantes utilizados sdo N-acetil-L-cisteina e
heparina, ambos na molaridade de 5 mM (RIMOLDI et al., 1989; ZACHARIAH
et al, 2007) ou tampao citrato de sodio pH 4,6 contendo NaCl 0,45 M; glicose
0,1 M; citrato trissédico 30 mM; acido citrico 26 mM; EDTA 10 mM (SILVA
JUNIOR, 2000; FUKUZAWA et al., 2008 e TRABALON et al.,, 2010).
Dependendo do objetivo do estudo, a hemolinfa ndo pode ser coletada com
coquetéis de inibicdo que contenham quelantes como anticoagulantes, com
proteinas que inibam a acdo de proteases ou inibam a oxidacdo, e nesses
casos uma boa alternativa € a coleta em solucao salina (0,3 M de NacCl, 0,025
M de KCI, 1,44 mM de CaCl,, 0,047 mM de NaHCO3; em 100 ml de agua
destilada) (YiGIT e BENLI, 2008).

Independente da metodologia de coleta escolhida, a hemolinfa pode ser
coletada separadamente de machos e fémeas quando ha o objetivo do
pesquisador em ver as diferencas entre os géneros e pontué-las. Isso ocorre
também quando se investiga determinadas substancias da hemolinfa
relacionadas com a nutricdo do animal, seu estado de hidratacdo ou épocas do
ano, bem como acasalamento e reproducao. Como exemplos, ha o trabalho de
Zachariah e colaboradores (2007), que buscou estabelecer valores de
referéncia dos componentes bioquimicos da hemolinfa de duas espécies de
tarantulas (Grammostola rosea e Theraphosa blondi). Esse estudo investigou
também a existéncia de diferencas na hemolinfa de machos e fémeas da
espécie T. blondi. Para tanto, os autores coletaram separadamente hemolinfa
das duas espécies de aranhas, e de machos e de fémeas da espécie T. blondi.

Essa forma de coleta possibilitou a avaliagdo comparativa de diversos
parametros como peso corporal, concentracdo de ions (calcio, sédio e
potassio), osmolaridade e quantidade de proteina total. Jalal e colaboradores
(2010) também realizaram coleta de hemolinfa de varias espécies de aranhas

(Myrmarachne maratha, M. orientales, M. bengalensis, M. laetus, M. japonica,
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Phidippus workmani, Thyene imperialis, Plexippus paykulli, Phintella sp., P.
castriesiana, Pelegrina verecunda, Cheiracanthium mildei, Elaver sp.,
Stegodyphus sarasinorum Heteropoda kandiana, Olios lutescens, O. flavidus
and O. giganteus) e analisaram concentracfes de ions, existéncia de atividade
caseinolitica e gelatinolitica, levando-se em consideracdo o sexo das aranhas.

Para se estudar a hemolinfa de uma forma geral, ou seja, todos os seus
componentes, hemacitos, proteinas e lipideos, ndo ha discriminacdo dos
individuos, mas é importante que a hemolinfa seja coletada de espécimes que
estejam em faixas etarias proximas. Individuos juvenis possuem hormonios
circulantes diferentes daqueles observados em animais adultos (TRABALON et
al., 2010). Além disso, deve-se sempre lembrar que é importante conter na
amostra de hemolinfa uma representagcdo significativa da populacdo dos
artropodes em estudo, ndo apenas individuos isolados. O recomendado € fazer
um “pool” de hemolinfa com diversidade bioldgica relevante, como realizado
por Chan e colaboradores (2006), onde analisam as diferentes proteinas na
hemolinfa de abelha (Apis mellifera), e comparam entre as classes
hierarquicas.

Alguns estudos com hemolinfa requerem que haja separacao das células
e do plasma (hemolinfa livre de células), a qual pode ser realizada por
centrifugacdo apdés a coleta da hemolinfa (Tabela 1). Em geral, as
centrifugagdbes sdo realizadas por 10 min a 4°C variando as rotagdes entre
10.000 rpm, 800g (RIMOLDI et al., 1989; TRABALON et al. 2010; CHAN et al.,
2006; FUKUZAWA, 2007 e SILVA JUNIOR, 2000). Ap6s a centrifugacéo, os
hemdécitos formam um delicado “pellet” e o plasma pode ser estocado a -30°C
para andlises futuras. O plasma é geralmente utilizado para estudos dos

componentes proteicos da hemolinfa.
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Metodologias para

o ) Metodologias de obtencéo do Referéncia
. Espécie estudada | Analgesia ) )
Objeto de estudo coleta de hemolinfa |plasma (hemolinfa
livre de hemocitos)
] . ) . Seccdo das pernas e Centrifugagéo
Lipoproteinas da Barbeiro Triatoma ) . ~ | RIMOLDI et al.,
) ] ) centrifugacéo 120g por | 10.000g por 10min
hemolinfa infestans Resfriamento . 1989
Imina4°C a4°C
Puncéo do vaso dorsal
] em adultos e pequena Centrifugacéo
i ) Abelha Apis Nao o . CHAN et al.,
Proteinas da hemolinfa ] ) incisdo em larvas e | 16.100g por 10min
Mellifera mencionado ) 2006
coleta com capilar de a4°C
vidro
i} Aranha ) .
Peptideos _ ] . Centrifugacdo 800g| FUKUZAWA,
o . Acanthoscurria | Resfriamento | Pungdo do vaso dorsal .
antimicrobianos ) por 10min 2007
gomesiana
Centopéias _
o ) N&o Puncéo do dorso Centrifugagéo JAENICKE et
Hemocianina Spirostreptus sp. e } ) .
. | mencionado |segmentar com seringa| 10.000g por 10min al.,1999
Telodeinopus aoutii
) Aranha , .
Peptideos ) ] . Centrifugacdo 800g | SILVA JUNIOR,
o . Acanthoscurria | Resfriamento | Pungdo do vaso dorsal .
antimicrobianos ) por 10min 2000
gomesiana
Peptideos com acdo | Lagarta Lonomia Nao ) Centrifugagdo GRECO et al.,
o ) ) N&o mencionado )
antiviral obliqua mencionado 1000g por 10min 2009
Aranha ] Centrifugacéo
) Resfriamento | Coleta com agulha no TRABALON et
Proteinas da hemolinfa|  Brachypelma ] i 10.000 rpm por
_ 4°C por lhora pericardio ) al., 2010
albopilosa 10min a 4°C

Peptideos
antimicrobianos

Opilido Acutisoma

longipes

Nao

mencionado

Puncéo da articulacéo

coxa-trocanter

Centrifugacdo 800g
por 10min a 4°C

SAYEGH, 2011

Tabela 1- Metodologidas aplicadas a obtencéo e ao estudo de hemolinfas de diversos artropodes.

As fragbes lipidicas presentes nas hemolinfas s&o identificadas e

separadas pelas mais diversas formas de cromatografias, como a HPTLC -

(High-performance

thin-layer

chromatography)cromatografia de

camada

delgada, entre outras (CUNNINGHAM et al.,, 1994; LAINO et al.,, 2009;

TRABALON,

2011).

Utilizando-se

tais métodos cromatograficos foram

identificados acidos graxos, fostatidiletaloamina, fostatidilcolina e triacilglicerol

em hemolinfa da tarantula da familia Theraphosidae (CUNNINGHAM et al.,

1994).
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Para estudos de hemolinfa de escorpides e centopeias as metodologias
de coleta de hemolinfa ndo se alteram muito. Como visto em Ehret-Sabatier e
colaboradores (1996) a hemolinfa € coletada do cefalotérax e centrifugada por
800 g em 30 min e armazenadas em freezer -30°C. J& no estudo de Jaenicke e
colaboradores (1999) a hemolinfa é retirada do dorso segmentar com seringa e
agulha de individuos da familia Spirostreptidae, na presenca de anticoagulante
contendo 100 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM MgCl,, 5 mM CaCl,. Para obtencéao
de uma hemolinfa livre de células foi necessario centrifugar o coletado a 10.000
g por 10 min, e estocado a 4°C ou -20°C.

Foi relatado que para se estudar as cascatas de coagulacdo presentes na
hemolinfa de abelhas — Apis mellifera, a hemolinfa foi coletada com micropipeta
a partir de fissura feita no cefalotérax, porém a hemolinfa recebeu como
anticoagulante apenas EDTA em PBS, sem adig&o de inibidores de proteases,
além disso, durante a coleta a hemolinfa foi sempre mantida em gelo (CHAN et
al., 2006).

Para estudar peptideos presentes na hemolinfa de Lonomia obliqua, as
cerdas foram cortadas, e a hemolinfa foi coletada em larvas de sexto instar,
clarificada por centrifugacdo. O sobrenadante foi termicamente tratado a 60°C
por 30min, em seguida foi filtrado através de uma membrana de 0,2 ym e
estocado a 4°C, do peptideo de interesse foi obtido por gel filtracdo (GRECO et
al., 2009).

Para deteccdo dos fons K*, Ca®" e Na* na hemolinfa é empregada a
técnica de fotometria de chama, e para detectar Cl- € realizado uma titulacédo
com nitrato de prata (JALAL et al.,, 2010). Em aranhas e escorpifes, as
concentracdes de fons, principalmente Mg®*, Na*, Ca®*, K* e CI', s&o distintas e
espécie dependente, acarretando alteracdes na osmolaridade e pH dessas
hemolinfas (JALAL et al., 2010).
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5-3. Componentes Celulares da Hemolinfa

As células presentes na hemolinfa sdo denominadas de hemdcitos, os
quais sdo nucleados e possuem quatro funcdes basicas: fagocitose,
coagulagcdo da hemolinfa, armazenamento e distribuicdo de nutrientes (LAN e
CRANSTON, 2008). Ha trés tipos comuns de hemodcitos que a maioria dos
invertebrados apresenta: pré-hemdacitos, plasmatoécitos e os granulécitos (figura
2) (LAVINE e STRAND, 2002; FUKUZAWA, 2007). Os pré-hemacitos sdo as
menores células dos artropodes, com nucleo central e contendo pouca
quantidade de citoplasma que é fortemente eosinofilo com finas granulacdes
(Figura 2- A e B). Os plasmatocitos sao células polimérficas, de tamanho
variavel, com citoplasma baséfilo onde pode haver granulacdes ou vacuolos,
de nucleo oval fortemente eosindfilo (Figura 2- C, D, E e F) . E os granulécitos
séo ceélulas arredondadas com nucleo eosindfilo de tamanho variavel e central,
contem citoplasma aciddéfilo e com granulagbes (Figura 2- G, H, | e J)
(CARNEIRO e DAEMON, 1996).
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Figura 2- Tipos celulares presentes na hemolinfa de Rhipicephalus sanguineus
(Familia:Ixodoidea, Classe: Arachnida). A, B: pro-hemécito; C, D, E, F: plasmatdcito; G, H, I, J:
granulécito. Os hemacitos foram fixados em metanol por trés minutos e corado por Giemsa por
30 minutos. Adaptado de CARNEIRO e DAEMON (1996).

O papel principal dos hemécitos nos artropodes na defesa imune é
reconhecer os microorganismos invasores, realizar a fagocitose, citotoxicidade
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e promover melanizagdo, encapsulacdo e nodulacdo, que sao processos da
defesa imune inata onde o microorganismo invasor € isolado por proteinas de
melanina de coagulacdo (melanizacdo) ou por camadas de hemadcitos que se
fixam aos tecidos sendo encapsulados formando os nddulos (encapsulacéo e
nodulacao) (GILLESPIE e KANOST, 1997). Diferentemente do que ocorre nos
vertebrados, onde o0s eritrOcitos sao responsaveis principalmente pelo
transporte de oxigénio (JIRAVANICHPAISAL et al., 2006).

E descrito que os hemdcitos do tipo oenocitdides (figura 3) presentes em
diversos artrépodes sé@o células que possuem em seu citoplasma as proteinas
pro-fenoloxidades, precursores de enzimas responsaveis pela melanizacéao,
isolamento do organismo invasor (LAVINE e STRAND, 2002).

Figura 3- Oenocitbide da hemolinfa de
Rhipicephalus sanguineus (Familia:Ixodoidea,
Classe: Arachnida). Fixado em metanol por trés
minutos e corado por Giemsa por 30 minutos.
v Adaptado de CARNEIRO e DAEMON (1996).

Os hemdécitos sao constantemente produzidos, embora sua taxa de
producdo possa ser alterada de acordo com as influencias de diversos fatores
ambientais (JIRAVANICHPAISAL et al., 2006).

Os estudos sobre morfologia dos hemodcitos séo antigos, e como a
tecnologia atual permite analises especificas de tais células, nos trabalhos
recentes sdo utilizadas as metodologias de marcacdo especifica
(imunomarcacdes com observacées em microscopia confocal), pois somente
os dados de morfologia ndo fornecem informacdes suficientes sobre estas
células. Como no caso de Fukuzawa e colaboradores (2008) que utilizam
técnicas de imunofluorescéncia para observar a co-localizacdo de dois
peptideos antimicrobianos em hemdcitos. Além disso, atualmente a
identificacdo de hemocitos pode ser realizada por meio da utilizacdo de
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anticorpos especificos, isto foi possivel com o desenvolvimento de novas
ferramentas biotecnoldgicas (LAVINE e STRAND, 2002).

Os hemocitos de aracnideos podem ter as mais diversas origens,
dependendo da espécie do animal, alguns se encontram indiferenciados na
hemocele, outros sdo originados de células que se desprendem do coracao e
alguns tem origem em orgaos linféides e na glandula neural (FUKUZAWA,
2007). Estudos de Lavine e Strand (2002) afirmam que os hemocitos sao
originados durante a embriogénese, provenientes da mesoderme do dorso ou
da cabeca do inseto. O pico da producdo de hemdcitos ocorre durante a fase
larval e de ninfa em insetos, apds esses periodos a producdo de novos
hemocitos se da pela divisdo de células hematopoiéticas da mesoderme ou
dos hemdcitos da circulacdo (LAVINE e STRAND, 2002).

Os artrépodes apresentam ainda os nefrécitos que séo células localizadas
na hemocele e atuam como glandulas sem ducto que filtram a hemolinfa,
retirando certas substancias e metabolizando-as para excrec¢do. E os endcitos
que podem estar na hemocele, no corpo gorduroso (reserva lipidica) ou na
epiderme, aparentemente apresentam funcdo de sintese de lipidios
(hidrocarbonetos), embora isto ainda ndo tenha sido totalmente esclarecido
(GULLAN e CRANSTON, 2008).

5-4. Composicéao proteica da hemolinfa

Existem poucos estudos a respeito da composicao proteica de hemolinfas
de artrépodes, a maioria dos trabalhos estuda proteinas especificas e nao
realiza uma caracterizacdo ampla do contetudo proteico (TRABALON et al.,
2010).

A andlise do perfil proteico de hemolinfa de tarantulas, espécie
Lactrodectus tredecinguttatus, mostra que existem proteinas de 8kDa a 300
kDa. Portanto, a hemolinfa destas aranhas é composta tanto de proteinas com
baixa massa molecular quanto com alta massa molecular (Figura 4),
caracteristica similar ao perfil proteico observado nos seus venenos (JALAL et
al., 2010).
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Figura 4- Perfil proteico da hemolina de diversas espécies de aranhas (SDS-PAGE
10%). M= Marcador de massa molecular (kDa), 1= Thyne imperialis 2= Pelegrina
verecunda, 3= Stegodyphus sarasinorum, 4= Phidipus workmani, 5= Cheiracanthium
mildei 6= Phintella castriesiana, 7= Plexippus Paykulli, 8= Phentella sp., 9= Elaver sp.,
10= Heteropoda kandiana. Adaptado de JALAL et al., 2010.

A composi¢do protéica da hemolinfa inclui proteinas que atuam em
diferentes funcdes fisiologicas: na armazenagem (hexamerinas), no transporte
de lipidios (lipoforinas ou lipoproteinas), no transporte de oxigénio
(hemocianinas), em complexos com ferro (ferritinas) e horménios de modo
geral (CHAN et al., 2006; GULLAN e CRANSTON, 2008; TRABALON et al.,
2010). Estudos que quantificaram proteinas totais da hemolinfa de aranhas
mostram uma grande variabilidade nesse parametro. Em hemolinfa de aranhas
da espécie Theraphosa blondi foi descrito 0.8 a 6.5 g/dl de proteinas totais e
para a espécie Grammostola rosea foi descrito 3.2 a 7.3 g/dl de proteinas totais
(ZACHARIAH et al., 2007). Embora essas espécies sejam da mesma familia
(Theraphosidae) possuem gquantidades de proteinas totais em suas hemolinfas
bem diferentes. Isso pode ser explicado devido a diferencas de idade, de
época de acasalamento, ou ainda, hidratacdo dos animais utilizados no estudo
(ZACHARIAH et al.,, 2007). Por outro lado, quando foram comparadas a
concentracdo proteica total da hemolinfa de individuos da mesma espécie,
mesmo sexo, mas de idade distintas (jovens e adultos) ndo foram observadas
diferencas significativas. Trabalon e colaboradores (2010) observaram isso em

aranhas fémeas da espécie Brachypelma albopilosa mostrando que a
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concentracéo proteica entre aranhas fémeas juvenis varia de 54,9 - 65 g/L e
em adultas de 61,6 - 74,8 g/L.

Ha diferencas na quantidade total de proteinas, nos niveis hierarquicos de
insetos sociais. Nas abelhas, a hemolinfa de larvas e adultos de abelhas
trabalhadoras contém quantidade de hexamerinas maior do que a observada
na abelha rainha. Por outro lado, a vitelogenina, que € uma proteina de
armazenamento de lipidios, de proteinas e pelo transporte de nutrientes em
fémeas, € abundante na rainha e insignificante no zangéo (CHAN et al., 2006).

As proteinas mais abundantes na hemolinfa dos artropodes séo as
hemocianinas, proteinas transportadoras de oxigénio. Até o presente momento
ndo foram identificadas hemocianinas dentro de células, estas ocorrem como
grandes moléculas extracelulares (JIRAVANICHPAISAL et al., 2006). Em
artropodes, 80-86% das proteinas totais da hemolinfa sdo hemocianinas
(RUPPERT e BARNES, 1996). Estudos de hemolinfa de duas espécies de
aranhas migalomorfas (Eurypelma californicum e E. helluo) mostraram que as
hemocianinas representam 80-82% das proteinas totais, ja para duas espécies
de aranhas araneomorfas (Nephila inaurata e Cupiennus salei) elas podem
variar de 70-95% dentre todas as proteinas que compdem a hemolinfa
(TRABALON et al., 2010).

A hemocianina de artropodes possui subunidades proteicas com massa
molecular de 70-75 kDa por cadeia polipeptidica, as quais sdo organizadas em
hexameros, podendo estar estruturadas em hexameros simples (1 x 6mers) ou
multiplos (2x6mers, 4x6mers, 6x6mers e 8xémers) (Figura 5) (CERENIUS e
SODERHALL, 2004; DECKER et al., 2007; JALAL et al., 2010). Ja foram
identificadas cadeias de hemocianinas com maior massa molecular (100 kDa,
110-140kDa e 200-210 kDa) e com menor (30-60kDa e 35-65 kDa). Os autores
sugerem que essa identificacdo de cadeias de hemocianinas com massas
moleculares menores ou maiores do que 70-75 kDa possa refletir modificacbes
pos-traducionais, modificagbes quimicas e/ou protedlise. Outra hipétese, € que
possam ser dimeros (110-140 kDa) e trimeros (200-210 kDa), os quais nao
foram desfeitos por falha nas reacdes de reducdo antecedentes a corrida
eletroforética. Ha descricdo de cadeias de hemocianina que permanecem
unidas mesmo apos tratamentos com agentes redutores e detergentes como o
dodecil sulfato de sédio (SDS) (TRABALON et al., 2010). Nesse mesmo

trabalho, apés a separacdo proteica da hemolinfa de aranhas Brachypelma
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albopilosa, realizada em SDS-PAGE unidimensional, foram identificadas 22
bandas. O mesmo material quando analisado em gel bidimensional permitiu a
identificacdo de 10 spots distintos. O sequenciamento dessas proteinas revelou
sete subunidades distintas de hemocianina (cadeias a, b, c, d, e, f e g) e actina
(TRABALON et al., 2010). A grande quantidade de hemocianina identificada
nessa espécie de aranha é comum para os demais artropodes, corroborando
gue a hemocianina € o componente proteico mais abundante em hemolinfas
(TRABALON et al., 2010; DECKER et al., 2007, RUPPERT et al., 2005). Ja a
identificagéo de actina como componente de hemolinfa foi descrita somente em
Drosophila melanogaster. Sugere-se que a actina possa ser um contaminante,
devido a lise de células durante a coleta do material, mas ndo se pode excluir
uma possivel secrecao fisiologica dessa molécula. As funcgdes fisioldgicas de
actina circulante ainda n&o s&o caracterizadas, mas acredita-se que poderia
estar envolvida na resposta imune e/ou nos eventos de coagulacéo interagindo

com componentes da cascata de coagulagédo (TRABALON et al., 2010).

Arthropod hemocyanin

Figura 5- Estrutura tridimensional
de hemocianina de artrépodes.
Note apenas um sitio ativo e
uma unidade funcional.
Adaptado de Decker et al., 2007.

Diferentes trabalhos que estudam as hemocianinas de artropodes
apontam para participacdo desta proteina em diferentes eventos fisioldégicos
dos animais. Cunningham e Pollero (1996) ao analisar o plasma de Polybetes
pythagoricus afirmam que a hemocianina é um pigmento respiratorio, e que
estd envolvida também no transporte de lipideos. Os autores identificaram
hemocianina em complexos de HDL (High-Density Lipoprotein - lipoproteina de
alta densidade) e de LDL (Low-Density Lipoprotein- lipoproteina de baixa
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densidade). Portanto, esse pigmento respiratorio pode carregar uma
quantidade significativa de lipidios no plasma da hemolinfa dessa aranha.
Outros trabalhos mostram que a hemocianina do plasma de artropodes
quelicerados (aranhas e escorpides) pode exibir atividade de fenoloxidase e
catalisar a sintese de melanina. Isso porque, em quelicerados, falta uma
fenoloxidase especifica que catalisa a oxidacdo de fendis a quinonas,
constituindo o primeiro passo para a producdo da melanina, que € importante
para os artropodes, pois exerce participacdo no processo de melaniza¢do na
defesa inata (DECKER et al., 2007; CERENIUS e SODERHALL, 2004;
FUKUZAWA, 2007). Um estudo recente mostrou que a hemocianina também
pode ser utilizada como um componente estrutural na construcdo da cuticula,
especialmente na tarantula Eurypelma californicum (TRABALON et al., 2010).
Estudos de composicdo bioquimica com a hemolinfa de escorpides relatam que
a hemocianina é funcionalmente semelhante as hemoglobinas e € uma das
proteinas mais complexas e sofisticadas dos artropodes (MOUSLI et al., 1998).
Os requisitos estruturais necessarios para as hemocianinas atuarem
eficientemente no transporte de oxigénio e metabolizando componentes
fendlicos ainda estdo sob investigacdo (CERENIUS e SODERHALL, 2004). As
hemocianinas podem participar na ativacdo da pré-fenoloxidase, que apds
clivagem por tripsina e quimiotripsina, desencadeia 0 processo de melanizacao
(CERENIUS e SODERHALL, 2004; DECKER et al., 2007; FUKUZAWA, 2007).
A composicao de aminoacidos livres em hemolinfas de aranhas é pouco
estudada, mas é descrito que a glutamina € o aminoacido mais abundante,
sendo outros aminoé&cidos, como a glicina, taurina, prolina, histidina e alanina
bastante comuns (TILINGHAST e TOWNLEY, 2008).
Maranga et al., (2003) realizou suplementacdo de células Sf-9 ( células
de Spodoptera frugiperda) com hemolinfa de Lonomia obliqua e mostrou que a
hemolinfa desse artréopode é um elemento que da longevidade e promove
crescimento das células Sf-9. Sendo assim, Souza e colaboradores (2005)
identificou elementos anti-apoptéticos na hemolinfa de Lonomia obliqua e
purificou a fracdo proteica que € responsavel pelo efeito através de

cromatografia de gel filtrac&o.
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5-5. Lipoproteinas e composicao lipidica da hemolinfa

O corpo gorduroso dos insetos armazena e metaboliza lipidios de vital
importdncia para esses artropodes, 0s quais suprem necessidades
metabdlicas, tais como metamorfose, manutencdo das membranas, energia
para sistemas fisiologicos e reproducdo. Em aracnideos ndo existem uma
estrutura analoga ao corpo gorduroso dos insetos. Porém, baseando-se em
evidéncias histolégicas e ultraestruturais acredita-se que um local
especializado do intestino seja o 6rgdo responsavel por armazenar e
metabolizar lipideos nos aracnideos. Ha pouca informacdo e pouco se sabe
sobre a quimica da hemolinfa dos aracnideos do ponto de vista lipidico (LAINO
et al., 2009; TRABALON, 2011).

Em artrépodes os lipidios ndo circulam livremente pela hemolinfa, pois
apresentam carater hidrofébico, sendo assim, associam-se essencialmente a
proteinas hidrossoluveis conhecidas como lipoforinas (lipoproteinas), onde os
lipideos sdo carreados principlamente na forma de diacilglicerol
(CUNNINGHAM et al., 2000; LAINO et al., 2009). Cunningham e Pollero (1996)
encontraram associados as proteinas na hemolinfa das aranhas da espécie
Polybetes pythagoricus lipidios de diversas classes. Foi encontrado
fosfolipidios, como a fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina em maior proporc¢éao,
em quantidade um pouco menor 0s acidos graxos livres e triacilgliceréis e com
pouca ocorréncia na hemolinfa diacilglicer6is e colesterol. Sendo que, 0s
fosfolipideos representam mais da metade do contetudo lipidico do plasma,
com predominancia da fosfatidilcolina. Para a espécie P. pythagoricus, a
lipoproteina de densidade muito alta (VHDL) € responsavel pelo transporte de
47% do total de lipideos do plasma enquanto a fracdo de lipoproteina de alta
densidade € responsavel pelo transporte de somente 23%.

Cunnighan e colaborados (2007) fizeram uma revisdo de literatura
comparando as caracteristicas de lipoproteinas em trés espécies de aranhas:
Eurypelma californicum, Polybetes pythagoricus e Latrodectus mirabilis.
Resultando nas seguintes observacoes: P. pythagoricus e L. mirabilis contém
HDL que variam em massa total e composicao lipidica, além disso, viram que
P. pythagoricus e E. californicum possuem na hemolinfa uma lipoproteina

VHDL. Concluiram entdo, que a composi¢ao das lipoproteinas e a composigao
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lipidica pode variar de acordo com a espeécie da aranha, embora estejam
inclusas na mesma classe. Outro ponto interessante € que Cunnighan e
colaborados (2007) relatam a possibilidade da hemocianina além de ser um
pigmento respiratorio, poder ter uma fungcdo de apolipoproteina, baseando-se
nas caracteristicas da proépria molécula e sua afinidade com fosfolipidios.

Outro trabalho que aborda o assunto de lipoproteinas é de Shenk e
colaboradores (2009), onde conseguem purificar e caracterizar uma
lipoproteina da hemolinfa de escorpido Pandinus imperator. As lipoproteinas
foram separadas submetendo a hemolinfa a um gradiente de densidade e em
seguida passou por uma ultracentrifugacao durante 3 horas a 417.000 g, e 4°
C. A lipoproteina identificada € uma HDL com diametro de aproximadamente
15 nm. A massa molecular foi identificada em 500 kDa e o teor lipidico obteve
70% de lipidios neutros e 30% de fosfolipidios, dentre estes foi identificado
fosfatidilserina, fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina. E a analise de
carboidratos sugere a presenca de apenas um sitio de N-glicosilacdo alta
manose.

E Trabalon e colaboradores (2011) ao avaliar o proteoma combinado a
analises de espectrometria de massa de hemolinfa da aranha Brachypelma
albopilosa, afirma ter hemocianina com sete subunidades diferentes e
possiveis modificacdes pos-traducionais. Além disso, identificou lipoproteinas
dos tipos HDL e VHDL em quantidade diferentes em sub-adultos e adultos,
supondo que a fase de ecdise pode realmente alterar na composicdo da

hemolinfa.

5-6. Moléculas antimicrobianas

Os peptideos antimicrobianos (AMPSs) presentes na hemolinfa de
artrépodes sdo foco de muitos estudos. Muitas moléculas com atividades
contra os mais diversos tipos de microorganismos ja foram identificadas. Isto
porque, os artropodes sdo encontrados principalmente no ambiente terrestre e
possivelmente entram em contato com as mais diversificadas formas de
bactérias, fungos, protozoarios e virus. Uma grande diversidade de moléculas
foi adquirida evolutivamente para combater a infec¢do ou infestacdo dos varios
microorganismos existentes (FUKUZAWA et al., 2008; YiGIT e BENLI, 2008).
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Os SCAMPs (Small Cationic Antimicrobial Peptides) ou AMPs sé&o
peptideos encontrados na hemolinfa de diversos artropodes. A primeira
identificacdo de peptideos com acdo antimicrobiana foi realizada em
Hyalophora cecropia (borboleta), porém; ja foram encontradas sequéncias
similares deste peptideo em veneno de escorpido (ZHU e TYTGAT, 2004).

O principal mecanismo de acdo dos AMPs é o0 aumento da
permeabilidade da membrana plasmatica do microorganismo. Esses peptideos
carregam uma carga positiva que € atraida por componentes negativos
membrana plasmatica do invasor. A interacdo entre estas moléculas causa
formacdo de poros na membrana e leva a destruicdo do agressor (KUHN-
NENTWIG, 2003; SILVA JUNIOR, 2000).

Peptideos antimicrobianos isolados da hemolinfa de artrGpodes
venenosos possuem estruturas primarias bastante diferentes dos peptideos
citoliticos identificados em seus venenos (KUHN-NENTWIG, 2003). Entretanto,
€ comum a todos esses peptideos apresentarem estrutura anfipatica e
desorganizarem a estrutura das membranas biol6gicas. Em hemolinfas, os
peptideos sdo encontrados em concentragcdes de poucos micromolares e, em
venenos, em altas concentracdes. Quanto a estrutura, os AMPs podem
pertencer a quatro familias: a-helices, peptideos lineares sem cisteinas, ricos
em prolina e glicina, ricos em cisteina e os ciclicos, como é o caso das
defensinas de insetos. Porém, os AMPs encontrados em hemolinfa de
artrépodes venenosos sdo representantes de apenas trés dessas familias:
peptideos ricos em cisteinas, ricos em prolina e ricos em glicina (KUHN-
NENTWIG, 2003).

A grande variedade de AMPs e de peptideos citoliticos encontrados na
hemolinfa e no veneno dos artrépodes conferem protecdo imunoldgica ao
animal. Os componentes destas secre¢cdes muitas vezes atuam de forma
sinérgica, tornando o veneno ainda mais potente. Um exemplo é o veneno da
abelha Apis mellifera, que possui 0 peptideo meliina, molécula citolitica que
facilita a atividade das fosfolipases A2 presentes no veneno desta espécie
(KUHN-NENTWIG, 2003).

A maioria dos estudos relacionados a hemolinfa, especificamente em
insetos e aracnideos, abrange principalmente o tema dos AMPs, hemolinfa e
lectinas. Essas moléculas fazem parte da imunidade inata e possuem um

amplo espectro de atividade contra bactérias, fungos, virus e parasitas. Em
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alguns quelicerados, os AMPS ficam armazenados principalmente em granulos
no interior dos hemocitos e sao liberados por exocitose apds a deteccédo de
entrada de algum microorganismo. Em insetos, além do armazenamento em
hemdécitos, a transcricAo de peptideos distintos pode ser estimulada
dependendo do carater imonugénico do microorganismo invasor e, entao,
secretados na hemolinfa em questdo de horas (GRASSO, 1976; ZHU et al.,
2000; SZOLAJSKA et al.,, 2004; FUKUZAWA et al.,, 2008; SILVA JUNIOR,
2000; YiGIT e BENLI, 2008; KUHN-NENTWIG, 2003). A expresséo constitutiva
dos AMPS é encontrada ndo s6 em hemdcitos, mas também nas glandulas
salivares e no intestino médio (KUHN-NENTWIG, 2003).

Em 2003, cerca de trinta peptideos isolados da hemolinfa de artropodes
venenosos ja tinham sido descritos (KUHN-NENTWIG, 2003). Esses peptideos
podem desempenhar as mais diversas atividades biolégicas nos artrépodes,
nao possuem somente atividades antimicrobianas. Podem atuar também como
neurotransmissores, toxinas e horménios. Além disso, os AMPs sdo moléculas
que tem um amplo espectro de interacdo com fosfolipidios de membranas
plasméticas, com organelas membranosas e proteinas citosélicas, mediando
as mais diversas vias de sinalizagédo (SAIDEMBERG et al., 2011).

A espécie de aranha Acanthoscurria gomesiana possui dois peptideos
antimicrobianos, denominados gomesina e acanthoscurrina, com acao
comprovada no combate a Candida albicans, Candida tropicalis, Cryptococcus
neoformas, Saccharomyces cerevisiae e fungos filamentosos. Outros dois
peptideos, denominados mygalomorphina e theraphosinina, foram descritos,
mas ainda n&o foram testados (SILVA JUNIOR, 2000; FUKUZAWA, 2007).
Yigit e Benli (2008) afirmam que ha AMPs na hemolinfa de Agelena labyrinthica
(Araneae: Agelenidae) que € uma aranha venenosa encontrada na Turquia e
esses peptideos sdo efetivos no combate de Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa, Shigella sp., Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Greco e coladoradores (2009) avaliaram na hemolinfa de Lonomia obliqua
a presenca de uma molécula com atividade antiviral. Perceberam que havia
varios autores pesquisando a existéncia e funcionalidade destes antivirais na
hemolinfa de diversos insetos ndo venenosos. Por exemplo, na lagarta do
tabaco (Heliothis virescens) foi encontrada uma molécula com atividade
antiviral sobre virus de vertebrados, como o virus do Herpes tipo 1 e 2

(GRECO et al.,, 2009). A hemolinfa da L. obliqua foi avaliada quanto a
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atividade antiviral, analisando a viabilidade celular de células VERO e MDCK
infectadas com virus da influenza (H1N1), Polio (Sabin 1) e Sarampo
(Edmonston). Observou-se que 0s grupos tratados com hemolinfa
apresentaram maior taxa de viabilidade celular do que o grupo controle. Estas
observagbes sugerem um mecanismo intracelular de acdo e que a proteina
antiviral pode atuar como um agente constitutivo que afeta a resposta imune
inata (GRECO et al., 2009).

Recentemente, diversos peptideos com acdo antimicrobiana originarios
de veneno e hemolinfa de artrépodes venenosos, como escorpides e aranhas,
foram isolados. Como exemplo, o gomesin, que foi o primeiro peptideo
antimicrobiano isolado de células da hemolinfa de aranhas (YIGIT e BENLI,
2008).

Os estudos com hemolinfa dos mais diversos artropodes realizados até o
presente  momento demonstram e evidenciam a importancia de se
compreender e pesquisar esse material. A hemolinfa desses animais apresenta

muitas moléculas com alto potencial para aplicaces biotecnolégicas.

5-7. Resposta imunolégica

A imunidade inata é uma linha de defesa muito importante para os
artropodes, e sua ativagcdo tem como consequéncia principal a producdo
induzida de peptideos. A producdo de peptideos de forma constitutiva pelo
hemacitos também ocorre (ZHU e TYTGAT, 2004). Os insetos ndo possuem a
complexidade do sistema imune adaptativo, mas a resposta imune inata é
diversificada com defesas eficazes, constituidas pela producdo de peptideos
antimicrobianos, fagocitose, coagulacdo e opsonizacdo (JIRAVANICHPAISAL
et al.,, 2006). Tal resposta pode ser dividida em duas linhas: a humoral e a
celular. A resposta humoral & baseada na secrecdo de AMPSs, reativos
intermediarios de oxigénio e nitrogénio, e pelos complexos enzimaticos que
regulam as cascatas de coagulacédo e melanizacdo da hemolinfa. Ja a resposta
celular esta baseada no envolvimento dos diferentes tipos de hemdcitos no
combate ao patdgeno, relacionados a fagocitose, formacdo de nodulos e o
encapsulamento, e as reacOes citotoOxicas que sdo ativadas (LAVINE e
STRAND, 2002; IWANAGA e LEE, 2005; JIRAVANICHPAISAL et al., 2006).
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A figura 6 mostra como ocorre o sistema de defesa inato dos artropodes,
apos uma infeccao na hemocele (JIRAVANICHPAISAL et al., 2006).
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Figura 6- Mecanismo de defesa inata dos artrépodes. Adaptado de JIRAVANICHPAISAL et al.,
2006.

Peroxinectina tem como funcéo a adesao dos hemdcitos aos patdogenos e
fica armazenada em vesiculas nos hemdécitos, as quais séo liberadas quando
ha infec¢do por microorganismos. Esta proteina tem 75 kDa (mesma massa da
hemocianina) e pode ser uma proteina indutora da degranulacdo dos
hemdcitos (JIRAVANICHPAISAL et al., 2006). E muito comum ocorrer a
melanizacdo em invertebrados para o isolamento dos parasitas. Essa resposta
€ derivada da ativacdo da fenoloxidase (cataliza compostos fendlicos), enzima
que € parte de um complexo sistema de proteases, proteinas de
reconhecimento e inibidores de proteases. Estas moléculas constituem o
conhecido sistema ativador de pro-fenoloxidase que € desencadeado por
pequenas quantidades de lipopolissacarideos, peptidoglicanos e (-1, 3-
glucanos, que sdo moléculas caracteristicas da membrana de microorganismos
(SILVA JUNIOR, 2000). Com a ativagdo da enzima fenoloxidase outras
respostas imunes ocorrem, como a producdo dos peptideos antimicrobianos,
citotéxicos, opsdnicos ou promocdo de atividades de encapsulamento
(CERENIUS e SODERHALL, 2004).
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A ativacdo da fenoloxidase € um processo muito bem regulado por uma
série de eventos, sendo o inicial a clivagem da pro-fenoloxidase, por serino-
proteases. Esta ativacdo das proteinases ocorre por elementos caracteristicos
da membrana de microorganismos, que ativam também elementos necessarios
para regulacdo do sistema. Porém, a cascata de serinoproteases, que séo as
principais enzimas do processo ainda ndo € muito bem conhecida (CERENIUS
e SODERHALL, 2004). A figura 4 mostra de forma resumida como ocorre o
processo de melanizagcdo em invertebrados, de Cerenius e Soderhall (2004).

A enzima pro-fenoloxidase é armazenada no citoplasma de seus
hemocitos produtores, isso significa, que logo apos a infeccdo por um
microorganismo e o rompimento citoplasmatico de apenas um hemdacito, ja é
suficiente para a resposta inata ser desencadeada de forma imediata
(CERENIUS e SODERHALL, 2004).
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Figura 7- Processo de melanizacdo em invertebrados. Adaptado de SILVA JUNIOR
2000.

A coagulacdo é um processo ativado por uma cascata de serino-
proteases, semelhante aquela da pro-fenoloxidase, mas os componentes da
reacdo de coagulacdo em insetos € muito pouco conhecido (SILVA JUNIOR,
2000).

39



6. CONCLUSOES

A hemolinfa de artrépodes venenosos € composta por células, lipideos,
lipoproteinas e proteinas. Tais componentes participam de muitos processos
fisioldgicos importantes na resposta imune, como: melanizacao, opsonizagao e
fagocitose.

O potencial biotecnolégico da hemolinfa é grande e muitos estudos focam
nos peptideos antimicrobianos. Além disso, h4 um grande interesse em
compreender 0s processos envolvidos com a resposta imune dos artropodes,
sendo assim, estdo sendo produzidos varios artigos com esse enfoque.

A justificativa para o interesse na publicacdo de artigos com esses dois
temas: peptideos antimicrobianos e resposta imune, pode ser devido ao fato do
Brasil ser um dos grandes produtores e exportadores de produtos vegetais.
Portanto, gerar conhecimento com a perspectiva de produzir bioinseticidas dara
subsidios para o desenvolvimento de produtos biodegradaveis e ndo toxicos, o
que resolve problemas que sdo comuns na agropecudria atualmente, como o
uso de agrotéxicos, que além de ser prejudicial a0 meio ambiente e ao
consumo, necessitam de grande investimento tanto governamental quando do
préprio produtor agricola.

O estudo dos lipidios como componentes da hemolinfa é negligenciado, é
sabido que os lipidios estdo envolvidos em varios processos fisiolégicos,
principalmente no que se refere a sinalizacdo, porém € uma area que esta se
expandindo e que necessita de mais estudos para compreensdo dos

componentes lipidicos e suas funcdes.
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