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RESUMO

Riciluca KCT. Peptideos Bioativos do Plasma de Acanthoscurria rondoniae. [Tese
(Doutorado em Biotecnologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo; 2016.

Na hemolinfa dos artropodes encontramos os peptideos antimicrobianos (AMP) que
sdo importantes componentes do sistema imune de todos os organismos vivos. Na
hemolinfa também encontramos a hemocianina, que é uma proteina constituida de
multiplos hexameros, onde cada um € constituido por mondémeros de
aproximadamente de 72 kDa. Além do seu papel de carregadora de oxigénio
também pode atuar na osmorregulacéo e algumas reacdes imunes. Em quelicerados
também foi sugerido que esta proteina pode apresentar atividade de fenoloxidase,
apos clivagem proteolitica. Purificamos do plasma de Acanthoscurria rondoniae um
peptideo, rondonina, com atividade antifungica, massa molecular de 1.236 Da e
sequéncia primaria IIQYEGHKH. Mostrou identidade com o C-terminal da
subunidade “D” da hemocianina da aranha Aphonopelma hentzi. Este resultado nos
levou a propor uma nova via do sistema imune de aracnideos, atribuindo assim uma
nova funcdo para a hemocianina: producdo de peptideos antimicrobianos. Sendo
assim, o objetivo deste trabalho foi continuar a identificacdo dos peptideos
antimicrobianos do plasma da aranha Acanthoscurria rondoniae, obter a sequéncia
das subunidades da hemocianina e sua estrutura tridimensional, avaliar as
atividades da rondonina: antifangico pH dependente, associagdo com gomesina (um
peptideo presente nos hemdcitos), avaliacdo da citotoxicidade contra células de
mamiferos, mecanismo de acgéo utilizando membranas artificiais lipidicas e material
genético e atividade contra virus humanos. Através de técnicas cromatograficas
identificamos 15 fragbes com atividade antimicrobiana no plasma. Encontramos
duas fragdes contra E.coli, e outras treze contra C.albicans (incluindo a rondonina).
A maioria das fragOes ativas (dez) mostraram similaridade com subunidades da
hemocianina. As sequéncias das subunidades se mostraram muito conservadas e o
primeiro modelo estrutural de hemocianina de aranha foi obtido por criomicroscopia.
A producdo de rondonina ocorre em condi¢cdes &acidas, provavelmente pelo
processamento da hemocianina a partir de uma enzima presente no plasma. Sua
atividade antifungica foi ampliada para C. neoformans. Apresentou melhor atividade
em pH acido para C. albicans e sinergismo com gomesina. Quando avaliada em
células de mamifero, tumoral e ndo tumoral, ndo alterou a viabilidade celular. O
peptideo nado foi capaz de interagir com membranas artificiais lipidicas. Apresentou
protecdo as células da infec¢éo por virus humanos de RNA, Sarampo, HIN1 e EMC,
e a primeira vez demonstrado um fragmento de hemocianina com atividade antiviral
e seu mecanismo de ac¢do quando avaliado demonstrou estar relacionado com
material genético de levedura. Neste contexto, nossos resultados nos ajudam a
entender porque aracnideos sobreviveram por um longo tempo na escala evolutiva.
E como as doencas infecciosas estdo entre as principais causas de morte da
populacdo humana torna-se vital investir na busca de substancias naturais ou
sintéticas que exibam atividades antimicrobianas especificas e, acima de tudo, que
as exercam através de mecanismos de acdo alternativos daqueles dos antibidticos
disponiveis.

Palavras-chave: Fragmentos de Hemocianina. Rondonina. Atividade Antiviral.
Ligacdo com DNA. cryo-EM. Transcriptoma.



ABSTRACT

Riciluca KCT. Bioactives Peptides from Plasma of Acanthoscurria rondoniae. [Thesis
Ph. D (Biotecnology)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo; 2016.

In the hemolymph of arthropods we found the antimicrobial peptides (AMP) which are
important components of the immune system of all living organisms. We also found
in the hemolymph, the hemocyanin, a protein which is composed of multiple
hexamers, wherein each monomer consists of approximately 72 kDa. In addition to
its oxygen carrier function can also act in osmoregulation and some immune
reactions. In quelicerados it was also suggested that this protein may exhibit
phenoloxidase activity after proteolytic cleavage. We purify in the Acanthoscurria
rondoniae plasma a peptide, rondonin, with antifungal activity, molecular weight of
1,236 Da and primary sequence HIQYEGHKH. It showed identity with the C-terminus
of subunit "D" of the hemocyanin of Aphonopelma hentzi spider. This result led us to
propose a new pathway of the immune system of arachnids, thus giving a new
function to hemocyanin: production of antimicrobial peptides. Thus, the objective was
to continue the identification of antimicrobial peptides from plasma of the
Acanthoscurria rondoniae spider, obtain the sequence of subunits of hemocyanin
and its three-dimensional structure, evaluate the activities of rondonina: antifungal pH
dependent, association with gomesin (a peptide from hemocytes), evaluation of
cytotoxicity against mammalian cells, mechanism of action using artificial lipid
membranes and genetic material and activity against human viruses. By
chromatographic techniques we identified 15 fractions with antimicrobial activity in
plasma. We found two fractions against E. coli, and other thirteen against C. albicans
(including rondonina). The most active fractions (ten) showed similarity to the
subunits of hemocyanin. The sequences of the subunits were very conserved and
the first structural model of spider hemocyanin was obtained by cryomicroscopy. The
production of rondonin occurs under acidic conditions, probably by the processing of
hemocyanin from an enzyme present in the plasma. Its antifungal activity was
expanded to C. neoformans. It showed better activity in acid pH to C. albicans and
synergism with gomesin. When available in mammalian cells, tumor and non-tumor,
it did not alter cell viability. The peptide was not able to interact with artificial lipid
membranes. It presented protection to infection of cells by human RNA viruses,
measles, HIN1 and EMC, and the first time demonstrated a fragment of hemocyanin
with antiviral activity and its mechanism of action when evaluated showed to be
related to genetic material of yeast. In this context, our results help us understand
why arachnids have survived for a long time on the evolutionary scale. And how
infectious diseases are among the leading causes of death in human population
becomes vital to invest in the search for natural or synthetic substances that exhibit
antimicrobial activity specific and, above all, that carry through alternative
mechanisms of action of these antibiotics available.

Key-words: Hemocyanin’s fragments. Rondonin. Antiviral Activity. cryo-EM.
Transcriptome.
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1 INTRODUCAO

Todos os organismos multicelulares dependem de um sistema de defesa para
sua sobrevivéncia. Historicamente, o sistema imunolégico estd dividido em
imunidade inata e imunidade adaptativa. A imunidade inata representa uma resposta
rapida e apresenta um grande numero, porém limitado, de estimulos. Esta
representada por barreiras fisico-quimicas e biologicas, ativacdo de células
especializadas, como macréfagos, neutroéfilos, células dendriticas e células Natural
Killer — NK e moléculas sollveis que podem estar relacionadas com ativacao
enzimaticas, liberacdo de mediadores inflamatérios, ativacdo de proteinas do
sistema complemento, assim como sintese de proteinas de fase aguda, citocinas e
guimiocinas (Boehm, 2012; Medzhitov et al.,1997; Medzhitov, Janeway, 2000).

Por outro lado, a imunidade adaptativa depende da ativacdo de células
especializadas, os linfécitos e células apresentadoras de antigenos, e das moléculas
por eles produzidas. As principais caracteristicas da resposta imune adquirida séao
especificidade, que é caracterizada pela variabilidade de seus receptores e memoria
imunolégica e diversidade de reconhecimento, especializacdo de resposta,
autolimitacdo e tolerancia a componentes do préprio organismo (Cruse, Lewis, 2009;
Delves, Roitt, 2000).

Nos vertebrados encontramos tanto a resposta imune inata quanto a
adaptativa, Mamiferos, passaros, reptéis, anfibios, peixes 6sseos e cartilaginosos
possuem células do sistema adaptativo de dois tipos: células T e células B. Ambas
as células expressam receptores da familia de imunoglobulinas (Litman et al., 1999).
Essa memoéria imunolégica de células antigeno-especificas disponibiliza em
vertebrados uma resposta imune mais rapida e mais efetiva depois de repetidos
estimulos do sistema imune pelo mesmo e/ou patégeno relacionado (Bulet et al.,
2004; Franco et al.,2006; Lie, Heyneman 1979; Pelegrini, Franco, 2005).

Nos invertebrados, a defesa é muito semelhante a imunidade inata dos
vertebrados, reconhecida como um mecanismo mais primitivo e foi conservada ao
longo da evolucédo, sendo que atualmente € encontrada em todos os representantes
do reino animal (Hancock et al., 2006) (Figura 1). Os insetos sao considerados o
grupo mais bem estudado. Apds o rompimento da barreira fisico-quimica constituida
pela cuticula e invasdo dos microrganismos, o sistema é ativado. A ativacdo desse

sistema é mediada por fatores presentes na hemolinfa, que € composta por células
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(os hemdcitos) e pelo plasma (fluido rico em proteinas, aminoacidos, carboidratos,
acidos graxos, horménios e ions). Desta forma, a resposta imune dos invertebrados
consiste em reacdes celulares como a fagocitose, encapsulacdo e/ou formacéo de
nodulos, e de reagBes humorais incluindo as cascatas de serina proteinases que
participam da coagulacdo e da melanizacdo, além da producédo de intermediarios
reativos de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) e peptideos antimicrobianos (PAMS)
(Ratcliffe, Whitten, 2004).

Degranulagio

\Ielamzagao

Ca* Coagula(;ao

Ades3o celular
opsonizagio

Fagocitose ‘0 B-1.3-glucana ? Proteina da coagulago
N.»'A O BGBP Transghitaminase
= t "M @ Peroxinectina ‘ Peptideos antimicrobianos
"::."g ) i . Becepa SOD G Proteina Mas-like
Peptideos antimicrobianos Infecg3o por virus p Integrina

Figura 1 — Esquema representativo do sistema imune de artrépodes. Uma vez que patdgenos
entram na hemocele do hospedeiro, eles devem encontrar um mecanismo complexo de defesa do
sistema imune inato (modificado de Jiravanichpaisal et al., 2006).

Entretanto, a imunidade natural € muito mais comum, e entre suas respostas,
incluem-se componentes cruciais como fendis, substancias secundarias e peptideos
antimicrobianos (PAMs) (Frecer et al., 2006; Thomma et al., 2002).

Em insetos uma memoria imunoldgica patdogeno-especifico foi demonstrado,
em abelhas Bombus terrestris (Sadd, Schmid-Hempel, 2006), moscas Drosophila
melanogaster (Pham et al.,2007) e no besouro Tribolium castaneum (Roth et
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al.,2009). Além disso, outros estudos também indicaram que algum tipo de memoria
imunologica pode persistir através de sucessivas metamorfoses presentes no ciclo
de vida dos insetos (Thomas, Rudolf, 2010). No molusco, Biomphalaria glabrata, foi
verificado que este caramujo pode se tornar resistente a infecdo por trematddeos
através de sua sensibilizacao por trematédeos homélogos antenuados (Hanington et
al.,2010).

Os artrépodes sao animais com ampla distribuicdo e adaptados a sobreviver
em quase todos os ambientes. Sua sobrevivéncia e a enorme diversidade devem-se
a adaptacdo a diferentes ambientes, as vantagens na competicdo com outras
espécies, a excepcional capacidade reprodutora, a eficiéncia na execucdo de suas
funcbes e a resisténcia a substancias toxicas. A conquista de diferentes habitat
provavelmente esta relacionada também a capacidade de se defenderem contra
diversos tipos de microrganismos e parasitas, pois muitos artropodes vivem em
ambientes onde esses microrganismos sdo abundantes. E, portanto, evidente que
esses invertebrados devam possuir um sistema imunolégico eficiente para combater

esses microrganismos perigosamente potentes (Barraviera, 1994).

O sistema imune inato dos invertebrados é separado em reacdes celulares e
humorais. Nas rea¢des celulares os microrganismos, células apoptoticas, a remocao
de debris celulares e a remodelagem de tecidos danificados sdo importantes papéis
da fagocitose, os microrganismos também podem ser aprisionados pela formacédo do
nodulo ou encapsulacao pelos hemdécitos. No processo de defesa humoral trés
reacdes sdo desencadeadas: melanizacdo, coagulacdo da hemolinfa e a sintese
elou liberacao de peptideos antimicrobianos (Fukuzawa et al.,2008; Vilmos, Kurucz,
1998).

Em aranhas, como em outros artropodes, 0s animais precisam reagir a
injurias de maneiras combinadas para evitar a perda de fluidos e se defender de
patdgenos invasores. Sendo assim, os hemdcitos circulantes na hemolinfa, que
pode ser considerada como um orgdo multifuncional, responsavel pela locomoc¢éao
(Kropf, 2013), respiragdo (Burmester, 2013) e nutricdo, apds uma injuria, migram
para o local da infeccdo. Chegando ao local podem fagocitar, formar nédulos para
aprisionar microrganismos (nodulacéo) e formar capsulas para aprisionar patégenos

maiores (encapsulacao). Os hemacitos tambéem liberam componentes da cascata de
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coagulacéo e peptideos antimicrobianos para eliminar os microrganismos invasores
(Fukuzawa et al.,2008).

A cascata de coagulacdo € desencadeada por padrdes moleculares
associados ao patégeno resultando numa cascata proteolitica e a coagulacdo da
hemolinfa (lwanaga, Lee, 2005). Componentes da parede fungica ou parede celular
bacteriana (p-1,3-glucana e lipopolissacaridio, respectivamente) iniciam a cascata
em limulideos, onde todos os componentes sdo liberados pela degranulagdo dos
hemdcitos. Esse processo se caracteriza pela conversdo do coagulogénio em
homopolimeros néo-covalentes de coagulina (Osaki, Kawabata, 2004). Alguns
componentes da cascata de coagulacdo também foram identificados em aranhas
(lwanaga, Lee, 2005; Kuhn-Nentwig, Nentwig, 2013; Lorenzini et al.,2006).

Nos artropodes em geral, a atividade de fenoloxidase segue o0 mesmo padrao
de reconhecimento para a cascata de coagulacdo. Poucos minutos apoés a infeccéo,
a melanina, formada pela ativacdo da fenoloxidase através da profenoloxidase por
serino proteases que é toxica para microrganismos, € depositada tanto na superficie
do patégeno ou dentro da capsula formada, sendo esse processo chamado
melanizacado (Iwanaga, Lee, 2005; Sordehill, Cerenius, 1998).

Em algumas reacfes de defesa, uma série de substancias que estdo
presentes em pequenas quantidades na hemolinfa ou que aparecem somente no
curso de uma infeccdo, tem sua sintese estimulada. Essas substancias estdo
envolvidas no reconhecimento, na mediacdo da resposta imune-celular ou na acéo
direta antimicrobiana. Entre estas substancias, as mais estudadas séo as lectinas,
hemolina e os peptideos e as proteinas antimicrobianas (Andreu, Rivas, 1998;
Daffre, Faye, 1997; Kawabata, Imanaga, 1999; Mendonza, Faye, 1999; Sun et al.,
1990; Wilson et al., 1999).

As lectinas sao proteinas com afinidades por carboidratos estéo relacionadas
a varios fendmenos de reconhecimento celular, incluindo adesdo a hemdcitos e
microrganismos. Desempenham assim, um importante papel na imunidade dos
artropodes, funcionando como aderirem aos organismos invasores (Borneman,
Lowrie, 1998).

A hemolina esta presente na hemolinfa de Hyalophora cecropia e Manduca
sexta também esta relacionada com o reconhecimento dos LPS pelo lipidio A

(Daffre, Faye, 1997), ligando-se a superficie das bactérias e, também, dos
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hemacitos, constituindo um fator de opsonizacdo que participa na formacédo de um
complexo proteico que, ao tudo indica, iniciador da fagocitose. (Andersson, Steiner,
1987; Sun et al., 1990; Su et al., 1998; Wang et al.,1995; Zao, Kanost, 1996). Esta
proteina ndo apresenta atividade antimicrobiana e foi verificada que pertence a
superfamilia das imunoglobulinas. A esta familia também pertencem as moléculas
gue funcionam como anticorpos em vertebrados e varias proteinas envolvidas em
adesao celular (Faye, Hultmark, 1993).

Na hemolinfa dos artrépodes também encontramos liviemente dissolvidas as
hemocianinas que sdo grandes proteinas respiratoria alostéricas que sao
constituidas de multiplos hexameros onde cada hexamero é feito por monémeros de

aproximadamente 75 kDa (Figura 2) (van Holde et al., 2001).

:s 5 £)
Subdﬁda&é Hexamero Dodecamero 24-mer
1x1 1x6 256 2x(2:8) =46 2x%(4xB) = 8x6
75 kDa 450 kDa 900 kDa 1800 kDa 3600 kDa
Figura 2 — Estrutura basica da hemocianina dos Chelicerata. Hemocianina construida

hierarquicamente 2n (n =0, 1, 2, 3) em hexameros.

O sitio de transporte de oxigénio envolve um par de atomos de cobre, no qual
o estado Cu (l) esta na forma desoxigenada, mas torna-se Cu (ll) apds oxigenacéao.
Isso explica a mudanca para a cor azul apds a oxigenacao (Cuff et al.,1998; Magnus
et al.,1994). Essas ligacbes com oxigénio sdo coordenadas pelo cobre através de
seis residuos de histidina (Cuff et al.,1998; van Holde, et al.. 1995).

A hemocianina da tarantula norte americana Aphonopelma hentzi (Figura 3) é
um complexo de proteinas nativas de 24-mer constituindo de dois dodecameros
idénticos com uma massa molecular total estimada em cerca de 1.800 kDa (Markl et
al, 1979, 1980, 1986; Shneider et al, 1977). A formagédo do complexo 24 mer exige a
agregacédo de sete tipos diferentes de subunidades na mesma quantidade com
guatro copias de cada uma das subunidades a, d, e, f, g, e duas copias da
subunidade b, ¢ (a esteoquimetria do 24-mer é 4a, 2b, 2c, 4d, 4e, 4f e 4Q). As sete
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subunidades sdo necessarias para a formacédo de um 4 x 6 mer completo e estavel.
Este é formado por 2 x 6 mer idénticos com estequeometria 2a,1b, 1c, 2d, 2e, 2f e
2g9. Os dois hexameros constituintes do 2 x 6 mer sao diferentes, pois um deles
possui a subunidade b enquanto o outro possui a subunidade c. Estas duas
subunidades possuem uma forte associacdo, formando um heterodimero que exerec
um importante papel na estabilizacdo do complexo. Esta ligagcdo ndo so estabiliza a
associacdo entre os dois hexameros de cada 2 x 6 mer, como também é
responsavel pela formacédo de uma ligagcdo central entre os 2 x 6 mer que formam o
4 x 6 mer. As diferentes subunidades sdo necessarias ndo sO para a estabilizacao
do complexo, como também para o seu correto funcionamento (Markl, 1981, 1986).

Além do seu papel como carregadora de oxigénio, a hemocianina aparece
como uma proteina multifuncional, pois também esta envolvida na osmorregulacao,
estoque de proteinas e algumas reacdes imunes (Decker, Jeanicke, 2004). Em
chelicerados, ao contrario de outros artrépodes, ndo apresentam uma fenoloxidase
verdadeira, neste caso, a regido N-terminal da hemocianina foi sugerida por ter
atividade de fenoloxidase ap6s clivagem proteolitica (Decker, Rimke, 1998; Nagai,
Kawabata, 2000). O sistema profenoloxidase (ou sistema proPO) envolve uma
cascata complexa na qual compostos fendlicos sdo oxidados e muitas moléculas
toxicas (quinonas e espécies reativas de oxigénio) sdo geradas em resposta a
infecc@o microbiana (Cerenius et al, 2008; Cerenius, Soderhall, 2004).
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Figura 3 - Estrutura 24-mer da Hemocianina da tarantula A. hentzi. As diferentes cores se referem
as diferentes subunidades: a -verde; b - cinza; ¢ - marron; d - amarelo; e - rosa; f - azul; g — vermelho
(Voit et al, 2000).

Os PAMs sdo convencionalmente descritos como moléculas anfipaticas e
catibnicas, compostas de 12 a 45 residuos de aminoéacidos e codificadas por genes,
diferentemente dos anticorpos, os peptideos antimicrobianos (PAMs) por serem
simples produtos da transcricdo e traducdo génica podem ser rapidamente
sintetizados apos a infecgdo, com um gasto limitado de energia e biomassa (Bulet et
al., 2004; Boman et al., 2003; Pelegrini, Franco, 2005; Thomma et al., 2002), mais ja
ha evidéncias de que outros PAMs ou polipeptidios possam se originar de varias
outras fontes, tais como de hidrélises de proteinas inativas (Bachere et al., 2004).

A geracao de peptideos biologicamente ativos e polipeptideos (criptideos) ou
proteinas (cripteinas) pela clivagem de uma proteina precursora € um fenémeno
comum gue ocorre em toda a natureza, de virus até humanos (Ng, llag, 2006). Ha
muitos exemplos ilustrando que um ou mais fragmento(s) peptidico(s) clivado(s)
proteoliticamente pode ser derivado de uma Unica proteina precursora, € esses
peptideos geralmente mostram atividades que sao diferentes da molécula

precursora. Em muitos casos, essa atividade biolégica divergente sao cripticas e ndo
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podem ser previstas a partir de qualquer sequéncia de amino acidos ou a atividade
da proteina precursora. Esses peptideos e/ou polipeptideos sao classificados como
cripteinas e a proposta que muitas classes de cripteinas existem, tanto como
fragmentos processados naturalmente ou, alternadamente, como o resultado de
uma clivagem proteolitica artificial. Eles sdo dividos em trés classes: Tipo 1: sao
produzidos quando uma proteina precursora € naturalmente clivada por uma ou
mais proteases para gerar um peptideo ou um grupo de peptideos com novas
bioatividades que sao distintas da proteina precursora; Tipo 2: sdo fragmentos
naturalmente liberados da proteina precursora que ou mantém a original ou a
bioatividade relacionada com a molécula precursora; Tipo 3: fragmentos de
proteinas-peptideos gerados in vitro com novas bioatividades. Fragmentos idénticos
ou similares podem nao ser necessariamente gerados naturalmente (Autelitano et
al., 2006).

O principal modo de acdo dessas moléculas é por meio do aumento da
permeabilidade da membrana plasméatica. Inicialmente h& uma intersecao
eletrostatica entre o PAM positivamente carregado e os componentes da membrana
dos microrganismos, carregados negativamente. Posteriormente, as interacdes entre
a porcado apolar da membrana das células e os residuos hidrofébicos dos PAMs

culminam na permeabilizagédo das membranas (Silva Jr, 2000).

Com relacdo a ruptura da membrana plasmatica foram propostos quatro
modos de acédo (Figura 4): 1 - Modelo “barrel-stave” — Neste, os PAMs anfipaticos, a-
hélice, apds interacdo eletrostatica com a face externa da membrana bacteriana,
formam poros do tipo barril, aonde a porcdo apolar do peptideo interage com a
porcdo hidrofobica dos fosfolipidios da membrana e a regiéo hidrofilica do peptideo
fica voltada para dentro do poro. O vazamento do conteddo intracelular através
destes poros pode levar a morte celular. A alameticina € um exemplro de PAM que
induz este tipo de poro 2 - Modelo “carpet” — a membrane da bactéria é totalmente
coberta pelo peptideo. Quando uma concentracdo critica é atingida, os peptideos
danificam a membrana de modo semelhante ao dos detergentes, com a
desintegracéo e formacéo de micelas, o que leva a morte da bactéria. A ovispirina é
um exemplo de PAM com este tipo de agéo; 3 - Formacéao de poro toroidal — Apés a
interacdo com fosfolipidios da membrana, varias moléculas de peptideo se agregam

e formam um complexo com moléculas de agua associadas. Este complexo induz a
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formacéo de canais transmembranicos temporarios que podem permitir a passagem
de ions, moléculas de grande massa molecular e inclusive, do préprio peptideo, sem
gue haja grandes alteracbes na estrutura da membrana. A diferenca entre este
modelo e o modelo barril é que os peptideos estdo sempre associados com as
cabecas polares dos fosfolipideos, mesmo quando inseridos perpendicularmente a
bicamada lipidica. Este tipo de poro transmembranico é induzido pelas magaininas,
protegrinas e melitinas (Brogden, 2005); 4 - Formagé&o de poro toroidal desordenado
— uma modificagéo recente do poro toroidal propde que sao formadas conformacoes
menos rigidas da orientacdo do peptideo (Melo et al.,2009); na simulacdo por
dindmica molecular realizada com o peptideo Melitina em presenca da bicamada
lipidica de dipalmitoilfosfatidilcolina, mostrou a formacédo espontdnea de poros
transmembranar acima da concentracdo critica de peptideo/lipidio (P/L). Porém,
diferente do modelo tradicional, eles mostraram que um ou dois peptideos era

suficientes para forrar o poro toroidal (Figura 5) (Sengupta, 2008).

Concentragao
limiar b

Figura 4 - Mecanismos propostos de peptideos antimicrobianos mediados pela ruptura da
membrana. a) Modelo “Barrel-stave”, b) Modelo “Carpet”, ¢c) Formagéo Poro Toroidal, d) Formagéao
Poro Toroidal desordenado (Melo et al., 2009).



42

oo e— e

ovﬁo&u“ocnﬂ‘om.c&fﬁou"n

LT L oouCO'mﬂm Yoo0VevOegge

Adsorcgao
Tgroidal desordenado
Transmembranam """'m‘ -ty
Yoe Ll ddd :
%E o ‘/' MN s5..0'0 Ya
> Poros
LT ML alll Barril « Toroidal
) Yeoewe om nnop o 0000
Translocagao 25 gt
(Sem leakage) YooUeve d.ooo'o ovoew ® Togoeee

Interfacial Solubilizacao

evPvevsoedbesevese Translocagao micelar
2 (leakage) % ‘ﬁ‘

e Tpggst

Figura 5 — Esquema das possiveis vias de interacdo de peptideos antimicrobianos com
lipidios. Monbmeros e pequenas agregacdes de peptideos, em contato com a membrana, que
acabam se ligando na interface (adsorcdo). Eventualmente os peptideos distribuem-se
equitativamente entre as duas camadas lipidicas. Isto pode ocorrer por duas vias de translocagéo
diferentes. Na translocagdo sem “leakage’(vazamento), os peptideos sao capazes de cruzar a
membrana sem a formacédo de poros. Em alguns casos, o estado intermediario transmembranar €
termodinamicamente estavel (por exemplo, peptideos hidrofébicos que adotam uma orientacédo
transmembranar). A principal caracterisitca dos peptideos antimicrobianos é a permeabilizacdo da
membrana seguindo a via translocagao com “leakage”. Acima de certa eazao peptideo/lipidio, os
peptideos inserem na membrana formando poros. Uma variedade de estrutura de poros diferentes
pode ser formada, incluindo os estados: “barril”; toroidal e toroidal desordenado. Estes estados
separados devem ser interpretados em casos extremos, podendo ocorrer uma mistura de variedades
desses modelos. O poro pode ser uma estrutura estavel, mas também pode ser uma estrutura
transiente. Neste caso, uma vez que os peptideos distruibuidos nas monocamadas opostas, a
formacéo do poro é reduzida, desativando o processo. Por outro lado, o acumulo de certos peptideos
podem levar a desintegracdo da membrana como um detergente, resultando na formacéo de micelas
(via solubilizacdo). Observa-se que a estrutura secundaria do peptideo pode variar ao longo das
varias vias. A configuragdo em randon ou em hélice s&o meramente ilustrativas desses processos e
ndo devem ser interpretadar literalmente (esquema adaptado de Sengupta et al, 2008).

sosvebosbovessduee

Alguns peptideos catidnicos tém como alvo constituinte interno celular como
DNA, RNA, ou paredes celulares enquanto outros parecem indiretamente modular a
atividade antimicrobiana por interagdo com outros componentes do sistema imune
inato (Figura 6) (Finlay, Hancock, 2004, Hammil et al.,2008; Zaio, 2007).
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Figura 6 - Esquema simplificado do modo de acé&o intracelular de peptideos antimicrobianos
(modificado de Brogden, 2005)

Os PAMs apresentam grande diversidade em termos de caracteristicas
estruturais, propriedades e funcbes biolégicas, e também em sua distribuicdo no

tecido e nivel de expressao (Bachére, 2000).

Peptideos antimicrobianos estdo amplamente distribuidos nos organismos. A
ampla ocorréncia dessas substancias sugere que elas desempenham um papel
importante na imunidade inata contra microrganismos e outros patdgenos (Boman,
1995; Ganz, Lehrer, 1999; Hoffmann et al.,1999). PAMs sao particularmente
potentes e apresentam um amplo espectro de acdo. Normalmente sua atividade nao
se restringe a um unico tipo de patdégeno como bactérias Gram positivas e Gram-
negativas, fungos, protozoérios. Alguns PAMs também apresentam uma tendéncia a
ser hemoliticos, enquanto outros podem ser usados como inseticidas (Hancock et
al., 2006). Recentemente, tem sido evidenciado que alguns AMPs podem exercer
funcdes na modulacdo da imunidade, as quais tém impacto em infeccdes e

inflamacgdes (Brown, Hancock, 2006).

Nos quelicerados, PAMs tém sido caracterizados dos hemdcitos dos
limulideos (“horseshoecrabs”) (lwanaga et al.,1998), em escorpides ndo desafiados

Androctonos australis foram isolados trés PAMs da hemolinfa, a androctonina, a
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buthinina e um peptideo similar a defensinas de insetos (Ehret-Sabatier et al.,1996),
a CLL-dlp, uma defensina-like isolada do escorpido Centruroides limpidus limpidus
(Vega et al.,2004), no opilido Acutisoma longipes, o peptideo longipina do plasma foi
caracterizado com 2,1 kDa (Sayegh, 2011), em crustdceos um peptideo de 6,5 kDa
(Schnapp et al.,1996) e “callinectin” de 3,7 kDa (Khoo et al.,1999) parcialmente
caracterizados de Carcinus maenas e Callinectes sapidus, respectivamente. Além
disso, em camardes, dois tipos de PAMs tem sido inteiramente caracterizados,
nomeados “penaeidins” dos hemdcitos (Destoumieux et al.,1997) e trés tipos de
PAMs derivados da hemocianina presente no plasma com massa molecular de 2.7
kDa (PvHCt), 7.9 kDa (PsHCtl) e 8.3 kDa (PsHCT2) (Destoumieux-Garzon et
al.,2001). Peptideos semelhantes derivados da hemocianina tém sido recentemente
purificados da hemolinfa de lagostins (Lee et al.,2003).

Em Rhipicephalus (Boophilus) microplus, um fragmento da hemoglobina
bovina (segmento do amino &cido 33 ao 61) com atividade antimicrobiana foi isolado
do conteudo do tubo digestivo (Fogaca et al.,1999). Esse fragmento de hemoglobina
apresentou atividade contra bactéria Gram positiva e fungo. Dois outros fragmentos
de hemoglobina, correspondentes aos segmentos de amino acidos 1 a 32 and 3 a
32 de hemoglobina de coelho, foram recentemente isolados do contetdo do tubo
digestivo de Ornithodorus moubata (Nakajima et al.,2003). Também foi purificada
uma lisozima do tubo digestivo de O. moubata se alimentando, sendo mostrado que
sua atividade aumentava fortemente apO0s o repasto sanguineo (Kopacek 1999).
Recentemente, quatro defensinas de O. moubata (Nakajima et al.,2001, 2002) e
uma de Dermacentor variabilis (Johns et al, 2001) foram isoladas e caracterizadas. A
defensina de D. variabilis foi detectada na hemolinfa de carrapatos inoculados
experimentalmente com Borrelia burgdorferi ou Bacillus subtilis (Johns et al.,2001).

Na hemolinfa da aranha caranguejeira Acanthoscurria gomesiana, uma
aranha pertencente a familia Theraphosidae, foram identificados trés peptideos com
atividade antimicrobiana: a “theraphosinina” (4.052Da) que foi purificada a partir do
plasma (Silva Jr., 2000) e, a “‘gomesina” (2.270Da) e a “acanthoscurrina”, ambas
purificadas a partir dos hemécitos (Lorenzini et al.,2003; Silva Jr et al.,2000).
Theraphosinina é um peptideo com atividade contra a bactéria Gram positiva
Micrococcus luteus e que ainda ndo teve sua sequéncia de amino acidos
completamente elucidada (Silva Jr et al.,2000). Gomesina, um peptideo com 18

residuos de amino acidos, duas pontes dissulfeto, com amplo espectro de atividade
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antimicrobiana e antiparasitica e grande similaridade em sequéncias e estrutura com
taquiplesina e polifemusina dos limulideos (Silva Jr et al.,2000). Acanthoscurrina, um
peptideo antimicrobiano constitutivo, rico em glicina, com atividade contra bacteria
Gram negativa e contra levedura Candida albicans (Silva Jr et al.,2000; Lorenzini et
al.,2003). Recentemente, nos hemdacitos da aranha Cupienius salei foi encontrado
um peptideo antimicrobiano rico em glicina, “Ctenidin” muito semelhante a
Acanthoscurrina (Baumann et al.,2010). Também foi encontrado nos hemécitos da
aranha caranguejeira A. gomesina uma molécula de baixo peso (417 Da), a
migalina, uma acil poliamina com atividade contra bactérias Gram negativas e cuja
atividade e inibida em presenca de catalase, indicando um possivel modo de acao
através da producado de H,O, (peroxido de hidrogénio) (Silva Jr. et al.,2000; Pereira
et al.,2007).

Na hemolinfa da aranha A. rondoniae foram encontradas trés moleculas com
atividade antimicrobiana nos hemdcitos, que apresentaram massa molecular de
2.272,0Da, 418,2Da e 10.168,0Da respectivamente. Quando comparada as massas
e as atividades antimicrobianas mostraram muito semelhantes com as moléculas
que ja foram caracterizadas em A. gomesiana. (Riciluca, 2011). No plasma foram
encontradas seis fracbes com atividade antimicrobiana, uma dessas revelou um
peptideo que foi completamente caracterizado. Esse peptideo foi denominado
rondonina e apresenta massa molecular de 1.236 Da e seqUéncia primaria:
IIQYEGHKH. Esse peptideo mostra identidade com a regido C-terminal da
subunidade “D” da hemocianina das aranhas Aphonopelma hentzi (Eurypelma
californicum), A. gomesiana. A rondonina ndo € hemolitica e tem atividade fungicida
e sugere uma nova via do sistema imune em aranhas (Figura 7) (Kuhn-Nentwig ,
Nentwig, 2013; Riciluca, 2012).
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Figura 7 — Esquema do sistema imune das aranhas. Processo de injuria e infecdo por
microrganismos. O processo de injuria e infecdo das aranhas ainda ndo € bem conhecido e somente
0S componentes nas caixas tem sido detectado nos hemécitos ou hemolinfa, enquanto a via da
cascata de coagulacdo e formacdo da melanina sdo adaptacbes de xiphosura (Kuhn-Nentwig,
Nentwig, 2013).

Na analise de transcriptoma de coagulo da aranha Acanthoscurria geniculata,
foi identificado no peptidoma apdés coagulagdo um peptideo homélogo a
acanthoscurrina 1 e acanthoscurrina 2 de A. gomesiana. O peptidoma portanto
suporta a hipétese que aranhas também usam os PAMs como parte do sistema
imune. A sequéncia de rondonina foi encontrada na subunidade D dessa aranha
também e poderia potencialmente ser liberada a partir da clivagem da hemocianina
uma vez que esta subunidade estava presente no coagulo e expressar sua atividade
no local (Sanggaard et al.,2016).

Estudos sobre a biodiversidade de moléculas antimicrobianas nos varios
grupos de artropodes podem ser importantes para se entender o0 processo
imunologico de uma maneira mais ampla, possibilitando compreender as relacées
existentes entre os varios sistemas bem como sua origem (Silva Jr., 2000).

Os produtos naturais representam uma rica fonte de compostos a serem
explorados na selecdo de novos defensivos agricolas para plantas e como suas
principais caracteristicas podem-se citar a baixa toxicidade para humanos e para a
vida selvagem, o baixo impacto ambiental, a presenca de baixa quantidade de
residuos em alimentos e a compatibilidade com o manejo integrado de pestes.

Estima-se que perdas causadas por acéo de fitopatdgenos em todo mundo alcance
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20% da producdo de alimentos e dos lucros econbmicos dos agricultores
(Rommens, Kishore, 2000).

Enfim, todos os organismos vivos, abrangendo desde microrganismos até
plantas e animais, evoluiram de forma a desenvolver mecanismos para ativamente
defender-se contra o ataque de patogenos (Bulet et al.,2004; Franco et al.,2006;
Pelegrini , Franco, 2005).

Os fungicidas sdo, hoje em dia, essenciais para o efetivo controle de doencas
de plantas, seja na cobertura de sementes, visando aumentar a sobrevivéncia das
plantas recém - geminadas (Broekaert, et al.,1995) ou em fase mais adiantada de
cultivo. Ha uma longa tradicdo no uso de fungicidas e inseticidas para o controle de
pragas. Entretanto, a alta frequéncia de aplicacdo desses defensivos tem
frequentemente, resultado na emergéncia de pragas resistentes ao principio ativo. O
Ganico caminho para prevenir ou retardar o aparecimento de resisténcia é
desenvolver compostos com outros modos de acéo e usar estratégia de controle de
pestes que incluam a protecao de organismos benéficos (Oerke, 2006).

As doencgas infecciosas estdo entre as principais causas de morte da
populacdo humana. A candidiase, principal infeccdo fungica oportunista do ser
humano, € provocada por leveduras do género Candida, que fazem parte da
microbiota normal da cavidade oral e dos tratos gastrointestinal e urogenital de seres
humanos. Geralmente ndo ocasionam processos infecciosos em individuos
saudaveis, mas podem acometer pacientes imunocomprometidos e/ou sob terapia
antimicrobiana por um periodo prolongado (Matos et al.,2009; Suzuki, 2009). Essa
infeccdo expressa muito bem a variedade de relagbes que ocorrem entre o
hospedeiro e a microbiota autéctone, podendo ir do comensalismo a doenca
sistémica fatal (Fisher, Cook, 2001). Candida albicans é a principal espécie do
género associada a candidiase, mas outras também sdo relatadas, como por
exemplo: Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei, Candida
parapsilosis, Candida kefir e Candida guilliermondii.

Uma vez rompido o equilibrio biolégico entre a microbiota e o organismo
hospedeiro, as espécies de Candida tém a capacidade de provocar infeccdes
ocasionando quadros agudos, subagudos ou crbnicos, superficiais ou profundos
(Eggimann et al, 2003; Menezes, Neufeld, 2006; Neufeld, 1999). C. albicans é
reconhecida por sua maior patogenicidade, secretam proteinases e fosfolipases

capazes de degradar, destruir ou transformar constitutintes da membrana celular do
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hospedeiro induzinho a uma disfuncéo e/ou destruicéo fisica. O papel das enzimas
proteoliticas pode ser digerir proteinas do hospedeiro promovendo uma fonte de
nitrogénio para a célula e contribuir para a adesdo e invasao dos tecidos do
hospedeiro (Hube, Naglik, 2001).

As doencas infecciosas estdo entre as principais causas de morte da
populacdo humana. Esse fato € devido, em grande parte, ao surgimento de
microrganismos multi-resistentes aos antibioticos, tornando-se vital investir na busca
de substancias naturais ou sintéticas que exibam atividades antimicrobianas
especificas e, acima de tudo, que as exercam através de mecanismos de acao
alternativos daqueles dos antibioticos disponiveis. A pesquisa, a purificacdo, e a
caracterizacdo quimica, biolégica e estrutural provenientes da fauna e da flora
brasileira podem ser valiosas, uma vez que a propria evolugdo tratou de selecionar
um vastissimo espectro de substancias eficientes que defendem contra infeccdes,
podendo atuar em diferentes compartimentos celulares, sendo entdo candidatos
promissores para o0 desenvolvimento de drogas importantes no combate a
patdgenos resistentes aos antibiéticos convencionais.

Os organismos com uma vida longa pode ser encontrado em todos os taxa
principais dos animais incluindo os invertebrados. Alguns invertebrados de varios
grupos filogenéticos (incluindo moluscos, artrépodes e equinodermatas) vivem mais
gue muitas décadas ou atualmente mais que cem anos (Abele et al.,2009; Bodnar,
2009). Esses organismos podem ser equipados com um sistema imune altamente
funcional capaz de reagir a mudancas de pressdo de agentes patogénicos (Little,
Kraaijeveld, 2004).

As aranhas estao distribuidas por todo o planeta e conquistaram praticamente
em quase todos os ecossistemas. Todos os individuos sédo carnivoros, sendo o
grupo dos insetos a maior fonte de presas, embora outros artropodes também
possam ser consumidos. A maioria das aranhas mede de 0,2 a 1 cm de
comprimento, mas 0s espécimes pertencentes ao grupo das caranguejeiras podem
medir até 9 cm (Foelix, 1996). As evidéncias mostram que sua origem foi no
Siluriano ou inicio do Devoniano, com a maior irradiagdo de Araneomorphae no fim
do Paleozéico e comecgo do Mesozoico (Coddington, Levi, 1991).

As aranhas pertencem a Ordem Araneae e sdo subdivididas em trés

subordens: Mesothelae, que sdo consideradas as mais primitivas; Mygalomorphae,
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gue abrange todo o grupo das caranguejeiras e Araneomorphae, que inclui cerca de
90% das espécies (Foelix, 1996).

Existem ainda poucos trabalhos em relagdo a imunidade das aranhas. O
estudo do grupo das migalomorfas € bastante interessante do ponto de vista
evolutivo da imunidade inata, uma vez que 0 este representa um dos grupos mais
antigos da ordem Araneae. Outra caracteristica interessante € a longevidade destes
animais. Em determinadas condi¢fes, algumas fémeas das grandes caranguejeiras
chegam a viver por mais de vinte anos (Silva Jr, 2000).

Vivem em buracos suficientes profundos, os quais, em regra, cavadas por
elas mesmas. A média do tamanho do corpo é cerca de 6-8 cm, e pode alcancar 23
cm com as patas.

Neste contexto, se torna interessante estudar os PAMs e as moléculas
presentes na hemolinfa de A. rondoniae para um melhor entendimento de seu
sistema imune, ja que esses animais estdo a milhdes de anos na Terra e ao longo
da evolucdo sofreram pequenas mudancas, 0 que nos indica a presenca de um

sistema imune bem eficaz.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho, pudemos concluir:

e A formacdo da maioria dos peptideos antimicrobianos do plasma pode estar
ligada ao processamento de hemocianina;

e O peptideo rondonina ndo apresenta atividade citotoxica contra células de
mamiferos;

e O peptideo rondonina ndo interage com membranas artificiais lipidicas
inferindo assim que seu provavel mecanismo de acdo € um alvo interno;

e O peptideo rondonina é capaz de neutralizar virus de RNA (sarampo,
Influenza e EMC), impedindo assim sua acéo nas células de mamifero o que
pode ser a primeira vez vista em hemocianinas de aranhas;

e O peptideo rondonina age em sinergismo com 0 peptideo do hemdcito
gomesina;

e O peptideo tem sua melhor atividade antimicrobiana em pH acidos,

e O peptideo rondonina ndo apresenta atividade contra fungos
entomopatogénicos testados;

e A hemocianina na aranha Acanthoscurria rondoniae se encontra na forma de
4 x 6 mer como ja observado em Aphonopelma hentzi e esse € o primeiro
estudo em relacéo a estrutura 3D de aranha;

e O processamento de rondonina ocorre em ph &acido e provavelmente esta
envolvido com uma “cisteino proteinase—like” presente no plasma, que teve
sua atividade inibida na presenca do inibidor E64 e sua regulacdo pode

acontecer pela enzima glutamil aminopeptidase presente nos hemacitos.
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