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Resumo

Segura-Ramirez PJ. Anélise transcriptdbmica e protebmica da resposta imune inata em
diplopodes (Rhinocricus sp.). [dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia)]. Sdo Paulo: Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2021.

Apesar dos avangos cientificos e tecnologicos da medicina no ultimo século, atualmente as
doencas infecciosas e a resisténcia antimicrobiana representam um dos maiores desafios da
salde em escala mundial. Em vista disso, as pesquisas destinadas a descobrir novas fontes de
antibioticos ndo convencionais tém-se tornado cada vez mais frequentes. Nesse contexto, 0s
diplépodes surgem como uma fonte promissora de moléculas com potencial antimicrobiano.
Pouco se sabe sobre sua resposta imune contra microrganismos patogénicos, 0 que € muito
intrigante considerando que o sucesso evolutivo dos diplépodes se deve em grande parte a esse
primitivo sistema de defesa, pois permitiu que colonizassem uma grande variedade de
microhabitats caracterizados pela alta proliferagdo microbiana. Partindo do exposto acima, o
objetivo deste trabalho foi estudar a resposta imune inata do diplépode Rhinocricus sp.
mediante a aplicacdo de ferramentas transcriptbmicas e protedmicas. Para a anélise
transcriptbmica, os espécimes coletados foram separados em dois grupos: experimental
(diplépodes imunizados com LPS) e controle (diplépodes ndo imunizados). Ap6s 48 h, a
hemolinfa de ambos os grupos foi extraida, os hemdcitos foram obtidos e o transcriptoma das
celulas imunes foi sequenciado. Dos 9.398 transcritos resultantes, 126 foram agrupados em uma
categoria denominada “Componentes imunol6gicos”, realizando anotacdo manual. Entre esses
transcritos, 21 (17%) ndo mostraram alteragdes nos niveis de expressao, enquanto a expressao
de 105 (83%) foi alterada pela inoculacdo de LPS. Especificamente, a expressdo de 70 (55%)
desses transcritos foi regulada positivamente e a de outros 35 (28%) foi regulada negativamente.
Vale destacar que, os 126 transcritos foram divididos em subcategorias correspondentes a
diferentes respostas defensivas, das quais a coagulacdo e a melanizacdo apresentaram as
maiores porcentagens de expressao relativa. Para a analise protedmica, a hemolinfa foi extraida
e dois tipos de amostras foram obtidos: plasma e hemdcitos. As amostras foram pré-fracionadas
e as elui¢des resultantes foram submetidas a CLAE-FR. A atividade antimicrobiana das fraces
cromatograficas foi avaliada através de ensaios de inibicdo de crescimento em meio liquido
contra Escherichia coli SBS 363, Micrococcus luteus A270, Candida albicans MDM8 e
Aspergillus niger. Posteriormente, as fracdes antimicrobianas foram analisadas por
espectrometria de massas. No total, 4 peptideos com atividade antimicrobiana contra diferentes
microrganismos foram isolados e denominados RP40-16, RP40-19, RP40-20/1 e RP40-20/2.
Nessas moléculas, foi observada uma auséncia de efeitos citotoxicos contra células Vero e de
efeitos hemoliticos contra eritrocitos humanos. A analise com ferramentas bioinformaticas
sugeriu que esses peptideos podem estar encriptados em proteinas maiores presentes no plasma,
das quais podem ser liberados pela acdo de proteases enddgenas. Vale mencionar que, a
consulta no banco de dados de proteinas criado durante a anotagdo funcional do transcriptoma
revelou que, os 4 peptideos coincidem com fragmentos especificos de proteinas depositadas no
banco de dados. Em conclus&o, a aplicacdo de ferramentas transcriptdmicas e protedmicas no
estudo da resposta imune inata de Rhinocricus sp., ampliou o conhecimento existente sobre
estes organismos pobremente estudados, ja que gerou informacdes que se complementam,
oferecendo uma visdo mais clara da maneira na qual funciona o sistema imune dos dipl6podes
e do seu potencial biotecnoldgico.

Palavras-chave: Diplépodes. Hemolinfa. Imunidade inata. Peptideos antimicrobianos.
Rhinocricus.



Abstract

Segura-Ramirez PJ. Transcriptomic and proteomic analysis of the innate immune response in
diplopods (Rhinocricus sp.). [Master's thesis (Biotechnology)]. S&o Paulo: Institute of
Biomedical Sciences, University of Sdo Paulo; 2021.

Despite scientific and technological advances in medicine over the last century, infectious
diseases and antimicrobial resistance represent one of the greatest global health challenges
today. As a result, researches aimed at discovering new sources of unconventional antibiotics
have become increasingly frequent. In this context, diplopods emerge as a promising source of
molecules with antimicrobial potential. Little is known about their immune response against
pathogenic microorganisms, which is very intriguing considering that the evolutionary success
of diplopods is largely due to this primitive defense system, since it allowed them to colonize a
wide variety of microhabitats characterized by the high microbial proliferation. Based on the
above, the aim of this work was to study the innate immune response of the diplopod
Rhinocricus sp. through the application of transcriptomic and proteomic tools. For the
transcriptomic analysis, the collected specimens were separated into two groups: experimental
(diplopods immunized with LPS) and control (non-immunized diplopods). After 48 h, the
hemolymph of both groups was extracted, hemocytes were obtained and the transcriptome of
the immune cells was sequenced. Of the 9,398 resulting transcripts, 126 were grouped into a
category called “Immune components”, performing manual annotation. Among these
transcripts, 21 (17%) showed no changes in expression levels, while the expression of 105
(83%) was altered by LPS inoculation. Specifically, the expression of 70 (55%) of these
transcripts was up-regulated and that of another 35 (28%) was down-regulated. It is noteworthy
that the 126 transcripts were divided into subcategories corresponding to different defense
responses, of which coagulation and melanization had the highest percentages of relative
expression. For the proteomic analysis, hemolymph was extracted and two types of samples
were obtained: plasma and hemocytes. The samples were pre-fractionated and the resulting
elutions were submitted to RP-HPLC. The antimicrobial activity of the chromatographic
fractions was evaluated through liquid growth inhibition assays against Escherichia coli SBS
363, Micrococcus luteus A270, Candida albicans MDMS8 e Aspergillus niger. Subsequently,
the antimicrobial fractions were analyzed by mass spectrometry. In total, 4 peptides with
antimicrobial activity against different microorganisms were isolated and named RP40-16,
RP40-19, RP40-20/1 and RP40-20/2. In these molecules, an absence of cytotoxic effects
against Vero cells and of hemolytic effects against human erythrocytes was observed. The
analysis with bioinformatics tools suggested that these peptides may be encrypted in larger
proteins present in the plasma, from which they may be released by the action of endogenous
proteases. It is worth mentioning that the search in the protein database created during the
functional annotation of the transcriptome revealed that the 4 peptides matched specific
fragments of proteins deposited in the database. In conclusion, the application of transcriptomic
and proteomic tools in the study of the innate immune response of Rhinocricus sp., expanded
the existing knowledge about these poorly studied organisms, as it generated information that
complement each other, offering a clearer view of the way in which the diplopod's immune
system works and its biotechnological potential.

Keywords: Diplopods. Hemolymph. Innate immunity. Antimicrobial peptides. Rhinocricus.



1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), apesar dos grandes avancos feitos
no campo da terapia antibidtica desde comegos do seculo XX, as doencas infecciosas continuam
sendo importantes causas de morte na populacdo humana devido & grande habilidade dos
microrganismos para desenvolver resisténcia rapidamente, comprometendo assim a eficacia
dos antibidticos disponiveis no mercado atualmente (Garcia et al., 2013). Isso tem motivado o
desenvolvimento de pesquisas destinadas a descobrir novas fontes de antibidticos ndo
convencionais.

Como resultado, o estudo do sistema imunoldgico e a caracterizacdo de moléculas
bioativas isoladas da hemolinfa de grupos como 0s insetos, 0s crustaceos e 0s aracnideos, sao
temas que tém recebido grande atencdo de especialistas na area de pesquisa aplicada nos ultimos
anos, ja que a ampla distribuicdo e a sobrevivéncia destes artropodes em ambientes com grande
proliferacdo microbiana sdo consequéncias, em grande parte, do sucesso dos seus mecanismos
de reconhecimento e combate a diferentes tipos de microrganismos potencialmente patogénicos
(Al Souhail et al., 2016; Anbuchezian et al., 2018; Basseri et al., 2016; Bednaski et al., 2015;
Fredrick, Ravichandran, 2012; Riciluca et al., 2012).

No caso dos diplopodes, os estudos tém-se centrado na importante funcédo ecoldgica que
desempenham estes organismos como recicladores, dado que devolvem ao solo substancias
quimicas que as plantas reutilizam (Bueno-Villegas, 2012). Por outro lado, existem evidéncias
fésseis que indicam que além de ser um dos primeiros grupos de animais terrestres, 0s
diplépodes foram pioneiros entre os artrdpodes no desenvolvimento de defesa quimica contra
seus predadores naturais (Shear, 2015). Porém, do sistema responsavel pela defesa dos
diplépodes contra a invasdo de microrganismos patogénicos, se desconhece informacéo
essencial para ter uma visdo completa do seu funcionamento. Esta falta de conhecimento se
torna ainda mais intrigante considerando que, a esse complexo e primitivo sistema de defesa
imune se deve o grande sucesso evolutivo dos diplopodes, pois lhes permitiu manter sua
integridade como grupo e colonizar uma grande variedade de microambientes terrestres como
a serapilheira, os troncos apodrecidos, os talos de plantas, o dossel florestal, as plantas epifitas
e esporadicamente, os cadaveres de animais (Bueno-Villegas, 2012).

Partindo do exposto anteriormente, acredita-se que através do uso combinado de
ferramentas transcriptdmicas e protedmicas podera aumentar-se 0 conhecimento que se tem
sobre o sistema imune inato dos diplopodes e seu potencial biotecnologico, ja que havera uma

integracdo de informagdes obtidas de diversas fontes.



1.1 Aspectos gerais sobre a classe Diplopoda

Os diplopodes (Diplopoda) sdo uma classe de artropodes terrestres que, juntamente com
as classes Chilopoda, Pauropoda e Symphyla, formam o subfilo Myriapoda (Geoffroy, 2015).
No Brasil sdo popularmente conhecidos como embuas, gongol6s e piolhos-de-cobra, sendo este
ultimo termo utilizado principalmente no estado de Sdo Paulo. Na literatura cientifica também
sdo denominados milipedes, devido ao grande nimero de patas que apresentam (Perez, 2011).

Os diplopodes constituem um dos grupos mais antigos do reino Animal com
representantes que surgiram durante o periodo Ordoviciano, hd aproximadamente 450 milhdes
de anos (Bueno-Villegas, 2012). Estes organismos encontram-se entre 0s grupos mais diversos
e abundantes no meio terrestre, cerca de 15.000 espécies ja foram descritas e estima-se que 0
namero total que pode existir é de 80.000 (Geoffroy, 2015; Sierwald, Bond, 2007).

1.1.1 Morfologia Externa

O corpo dos dipldpodes é formado por trés secbes: cabeca, tronco e télson (Figura 1A).
A cabeca possui dois pares de pecas bucais, as mandibulas e o gnatoquilario, formado a partir
das maxilas (Figura 1B). Esta estrutura que forma o "piso" da cavidade bucal, é composta de
varias placas e apresenta 0rgdos sensoriais. A cabeca também possui estruturas sensoriais,
incluindo um par de antenas, 6rgdos de Témaosvary e estruturas receptoras de luz chamadas de
ocelos, localizadas em cada lado da cabega, embora algumas espécies sejam cegas (Figura 1B)
(Geoffroy, 2015).

O tronco é comprido e cilindrico e, as vezes, exibe projecdes laterais proeminentes. O
primeiro segmento por tras da cabeca ndo apresenta patas e denomina-se colum (Figura 1B),
seguido por trés segmentos “toracicos” ou haplossegmentos, com um par de patas cada um. Os
segmentos restantes denominam-se diplossegmentos ou segmentos duplos, sdo formados pela
fusdo de dois segmentos embrionarios e possuem dois pares de patas cada um (Figura 1C)
(Geoffroy, 2015). Esta ultima caracteristica diferencia os diplopodes do restante dos miriapodes
e dai derivam os nomes cientifico e comum com os quais a classe é conhecida (Diplopoda e
diplopodes, respectivamente) (Bueno-Villegas, 2012). Em machos adultos, um ou dois pares
de patas sdo fortemente modificadas em estruturas chamadas gonopédios (Figuras 1B e 1C),
que utilizam para transferir o esperma a fémea durante a copula. Em fémeas adultas, as vulvas

se abrem atras do segundo par de patas. Os segmentos corporais Sd0 compostos por um



prozonito anterior e um metazonito posterior nos quais as glandulas de defesa emparelhadas se
abrem (Geoffroy, 2015).

O télson consiste num anel pré-anal sem patas, um par de valvulas anais que se abrem
durante a defecacdo, e uma pequena escama debaixo do anus. Entre os segmentos posteriores
que apresentam patas e o télson, existem varios segmentos apodes e uma zona de proliferacdo
onde os futuros segmentos comegam seu desenvolvimento (Sierwald, Bond, 2007).

A cuticula, profundamente calcificada, consiste em um tergito dorsal fortemente
modificado, um esternito ventral e pleuritos laterais (Geoffroy, 2015).

As patas locomotoras sao constituidas por sete ou oito segmentos: coxa, trocanter, pré-
fémur, fémur, poés-fémur, tibia, tarso e garra. A locomocdo dos dipldpodes é bastante
complicada. Cada pata d& um passo com um estagio propulsivo seguido de um estagio de
recuperacdo. As patas do lado direito se movem em fase com as do lado esquerdo, mas cada
pata estd fora de fase com as patas imediatamente anteriores e posteriores. Isso causa a
espetacular onda metacrénica que € tdo caracteristica dos diplépodes. Apesar de serem
conhecidos comumente como milipedes, ndo existem registros de diplopodes que tenham mil
patas: as espécies comuns tém entre 34 e 400 patas; porém, existem alguns individuos da
espécie lllacme plenipes que apresentam cerca de 750 patas, 0 que é mais do que qualquer outra
criatura na Terra (Bueno-Villegas, 2012; Geoffroy, 2015).

1.1.2 Anatomia interna

Os milipedes respiram por dois pares de espiraculos localizados ventralmente em cada
segmento perto da base das patas. Cada abertura concede passagem a uma cavidade interna que
pode armazenar oxigénio e conecta com um sistema traqueal. O coragdo estende-se por todo o
comprimento do corpo, com uma aorta que se estende até a cabeca. O trato digestivo € um tubo
que compreende os intestinos anterior, médio e posterior, e esta ligado a 6rgdos associados
como as glandulas salivares, as glandulas maxilares (6rgdos nefridiais), o corpo adiposo e 0s
tubulos de Malpighi envolvidos na osmorregulagdo e excre¢do. O corddo nervoso ventral
consiste em ganglios segmentados emparelhados. Esta dilatado na cabeca para formar o cérebro
e estd associado a atividade neurossecretora. Os 6rgdos reprodutores se abrem anteriormente no
lado ventral do terceiro segmento do corpo: ovarios e vulvas emparelhados, testiculos tubulares
e pénis bilobado (Geoffroy, 2015; Shelley, 1999).



télson

cabeca

antena

mandibula

gonopodios

gnatoquilario haplossegmento ~ gonopddios

Figura 1 — Aspectos gerais da morfologia dos diplépodes. (A) Ordem Polydesmida, aspecto dorsal das partes
anterior, média e posterior do corpo. (B) Ordem Julida, cabeca e primeiros 9 segmentos do corpo de um macho
mostrando algumas estruturas gerais. (C) Ordem Polydesmida, vista ventral de um macho mostrando o par de
gonopddios (em cinza), os haplossegmentos e os diplossegmentos. Adaptado de Bueno-Villegas (2012).

1.1.3 Reproducéo e crescimento

Todos os diplépodes tém fertilizacdo interna, na qual o macho é responsavel por
transferir o esperma diretamente a fémea durante a copula, exceto na ordem Polyxenida, onde
0s machos depositam espermat6foros em redes que segregam com glandulas especiais, e 0s
espermatdforos sdo depois recolhidos pelas fémeas, guiadas por uma seda com um sinal
quimico depositada pelos machos. As fémeas dos diplopodes depositam ovos, onde
posteriormente os juvenis eclodem (Bueno-Villegas, 2012).

Todos os diplépodes sdo anamérficos, ou seja, nascem do ovo com um numero reduzido
de segmentos e patas, que posteriormente aumentam com cada muda. Algumas das espécies
param de realizar mudas quando atingem certo nimero de diplossegmentos, e isso geralmente
coincide com a maturidade sexual. O tamanho dos diplépodes adultos varia de alguns

milimetros a cerca de 30 cm de comprimento (Bueno-Villegas, 2012; Geoffroy, 2015).



1.1.4 Ecologia

Os diplopodes apresentam uma ampla distribuicdo e com excecdo da Antartida,
encontram-se em qualquer parte do mundo: de desertos a florestas tropicais e do nivel do mar
amais de 3 mil metros acima do nivel do mar. Eles vivem em qualquer microambiente terrestre:
na serapilheira e aproximadamente a um metro de profundidade da superficie, em troncos
apodrecidos, em talos de plantas, no dossel florestal e em plantas epifitas, principalmente em
bromélias. Esporadicamente, estes organismos sdo encontrados em cadaveres de animais,
embora ainda nédo esteja claro se estdo ali alimentando-se ou aproveitando a umidade que o
cadaver oferece. Algumas espécies podem sobreviver as inundacGes de dgua doce e outras
vivem perto da costa maritima, podendo sobreviver em condicGes parcialmente salinas. Os
diplépodes podem ser observados principalmente durante a estacdo das chuvas (Bueno-
Villegas, 2012; Geoffroy, 2015).

A grande maioria das espécies de diplopodes vive no solo e tém a facilidade de escavar.
Portanto, a influéncia destes organismos nesse meio € de tipo fisica e quimica, pois ao perfurar,
eles quebram os niveis superiores e alteram a natureza fisica do solo, aumentam a porosidade,
a capacidade de retencdo de &gua e influenciam os processos de transporte de nutrientes.
Diferentemente das centopeias predadoras, os diplopodes sdo organismos fragmentadores,
detritivoros e alimentam-se de vegetacdo em decomposicdo que eles modificam mediante a
digestdo. Posteriormente, com a deposicdo de suas fezes, eles liberam componentes
nitrogenados, estimulando a agdo das bactérias responsaveis por até 90% do trabalho quimico
durante os processos de decomposicdo do material vegetal. A quantidade de alimento ingerida
diariamente esta diretamente relacionada a densidade populacional e a biomassa. Em florestas
onde as densidades sdo altas, estima-se que os diplopodes sejam responsaveis pelo consumo de
até 31% da biomassa total de serapilheira produzida em um ano. Considerando isso, ndo ha
duvida da importancia desses organismos nos diferentes ecossistemas em que vivem, motivo
pelo qual atualmente sdo considerados como engenheiros dos ecossistemas, juntamente com as
formigas, os besouros, os cupins e as minhocas (Bueno-Villegas, 2012).

Os milipedes sdo predados por uma ampla variedade de animais, incluindo répteis,
anfibios, aves, mamiferos e insetos. Em consequéncia, estes organismos contam com um
mecanismo de defesa quimica que consiste em uma série de glandulas “odoriferas” ou
“repugnatorias” localizadas nos costados do corpo (Figura 2), as quais secretam substancias
pestilentas e irritantes através de poros microscopicos chamados 0zoporos (Figuras 1B), quando

o animal é perturbado, e podem ser fatais para outros artropodes ou inclusive para pequenos



vertebrados em espagos confinados (Sierwald, Bond, 2007). Devido a isto, desde comegos da
década de 1980 tém-se caracterizado um grande nimero de substancias defensivas de diferentes
especies de diplopodes, entre as quais se encontram fenadis, terpenos, benzoquinonas, ésteres de

acidos graxos, compostos alifaticos, alcaloides e cianogénicos (Shear, 2015).

Figura 2 — Estrutura das glandulas defensivas do diplépode Glomeris marginata. Distribuicdo das glandulas
no animal intacto; oito glandulas se abrem através de um Unico poro na regido dorsal média, comegando na
membrana intersegmentar imediatamente anterior ao diplossegmento 4. Adaptado de Shear (2015).

1.2 Sistema imune dos invertebrados

Diferentemente dos vertebrados, que contam com anticorpos e células T e B antigeno-
especificas, os invertebrados ndo possuem um sistema de defesa altamente sofisticado. Apesar
das evidéncias recentes que indicam que estes organismos podem ter uma resposta imune
patégeno-dependente (0 que sugere a presenca de uma memoria imunoldgica conhecida como
“immune priming”), os invertebrados geralmente devem apoiar-Se em mecanismos imunes
inatos (Melillo et al., 2018). Os microrganismos invasores devem, em primeiro lugar, superar
varias barreiras fisicas e quimicas como exoesqueletos, cuticulas ou mucos. As complexas vias
celulares e humorais da imunidade inata representam a segunda linha de defesa. Os mecanismos
celulares incluem cicatrizacdo de feridas, fagocitose de microrganismos invasores, reacoes de
encapsulacao e formacdo de nddulos. Além disso, os invertebrados possuem uma ampla gama
de fatores antimicrobianos como lisozimas, proteases, proteinas citoliticas, peptideos
antimicrobianos (PAMs), fatores de coagulagdo e cascatas proteoliticas dependentes de
ativacdo enzimatica. Por Gltimo, mas ndo menos importante, a defesa humoral também inclui
receptores de reconhecimento de padrdes (RRPs), que frequentemente se apoiam em interacoes
lectina-sacarideo para reconhecer estruturas altamente conservadas presentes em muitos
microrganismos diferentes. Consequentemente, as vias celulares e humorais da defesa inata sao

orguestradas por fatores do tipo citocina (Bilej, 2015).



1.2.1 HemOcitos

Os hemdcitos estdo presentes no lumen vascular e na cavidade celdmica de todos os
animais celomados. Nos invertebrados, muitos tipos de hemdcitos tém sido descritos, com
crescente diversidade e especializacdo, dependendo do tamanho corporal e da complexidade
anatdmica (Buchmann, 2014). Os hemocitos sdo geralmente dotados de capacidades
defensivas, por exemplo, atividades fagociticas, encapsulantes e microbicidas que contribuem
nas respostas celulares e humorais do sistema imune. Os tipos de hemdcitos defensivos mais
comuns sdo as células fagocitarias (fagocitos) e as células granulares (granulécitos) (Melillo et
al., 2018).

Os hemdcitos granulares sdo células citotoxicas que sintetizam e armazenam moléculas
bioativas dentro de grénulos. Os granulos liberam seu contetdo (degranulacdo) quando as
células sdo expostas a endotoxinas, substancias estranhas ou células estranhas, e a atividade dos
fatores derivados dos granulos contribui para eliminar os invasores do corpo. Nas células
granulares do caranguejo-ferradura, os granulos contém fatores de coagulacao, precursores de
varias enzimas e moléculas antibacterianas. Por outro lado, nos hemdcitos granulares dos
insetos, os granulos contém principalmente profenoloxidase (proPO), o precursor da enzima
responsavel pela encapsulacdo/melanizacdo (Melillo et al., 2018).

Os hemdocitos fagocitarios sdo células altamente aderentes que variam em namero e
capacidade fagocitica entre taxons. As espécies que se alimentam por filtracdo geralmente tém
os fagdcitos mais eficientes entre os invertebrados, enquanto as taxas fagociticas nos hemacitos
fagocitarios dos crustaceos sao as mais baixas. In vivo, a fagocitose é facilitada pela presenca
de opsoninas, proteinas plasmaticas que se ligam a superficie dos microrganismos, aumentando
assim o reconhecimento e a captacdo pelos fagdcitos. As opsoninas incluem RRPs soluveis,
proteinas de adesdo celular (em artropodes) e lectinas (Melillo et al., 2018).

Os principais mecanismos da resposta imune dos invertebrados estdo resumidos na

Figura 3 e sdo descritos abaixo detalhadamente.
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Figura 3 — Mecanismos de resposta imune em invertebrados. Os efetores humorais e celulares cooperam para
conseguir a eliminagdo de patdgenos invasores. O sistema imunoldgico reconhece agentes estranhos (parasitas,
virus, bactérias) e responde com a producdo de proteinas (resposta humoral) e a migracdo de células imunes
(resposta celular). Adaptado de Melillo et al. (2018).

1.2.2 Fagocitose

A fagocitose é um complexo processo evolutivamente conservado, baseado no
reconhecimento, internalizacéo e destruicdo intracelular de microrganismos invasores, células
proprias danificadas ou corpos apoptéticos. Os RRPs servem como um mecanismo de
vigilancia na primeira etapa de todo o processo. Sua ligacdo a moléculas da superficie
microbiana denominadas padrdes moleculares associados a patogenos (PMAPS) ou padrdes
moleculares associados a microbios (PMAMs), por exemplo, peptidoglicanos,
lipopolissacarideos (LPS), acido lipoteicoico e B-1,3-glucano, desencadeia diversas respostas,
como a fagocitose ou a encapsulacdo, seguida da melanizagdo e a sintese de vérias proteinas
antimicrobianas (Figura 3). A internalizacdo é facilitada pelo sistema citoesquelético contratil
actina-miosina. Na internalizacdo, os patdgenos se ligam e ativam os RRPs, promovendo o
acumulo de fosfatidilinositol 3-fosfato no fagossomo através da ativagdo da enzima

fosfatidilinositol 3-quinase e o recrutamento de proteinas do tipo ubiquitina diretamente na



membrana do fagossomo. Tudo isso permite a fusdo dos lisossomos e a maturagdo dos
fagolisossomos. A ligacdo e internalizacdo de possiveis patdgenos é aprimorada pelas
opsoninas (Bilej, 2015).

O material ingerido acumulado no fagossomo € fundido com o lisossomo, levando a
degradacdo. A degradacgédo pode ser dependente ou independente de oxigénio. A degradacao
dependente de oxigénio leva a producdo de espécies reativas de oxigénio, enquanto a
degradacdo independente de oxigénio depende da liberacdo de grénulos contendo enzimas

proteoliticas, lisozimas e proteinas antimicrobianas (Bilej, 2015).

1.2.3 Encapsulagdo

A encapsulacdo € um mecanismo de defesa imune dos invertebrados mediado por
células, que visa eliminar parasitas multicelulares, grandes demais para serem fagocitados, de
tecidos e hemolinfa. Os hemacitos envolvidos nesse processo aderem-se uns aos outros e na
superficie de particulas estranhas através de moléculas de adesdo, formando um revestimento
com vérias camadas celulares. Quando a capsula esta totalmente formada, os hemacitos iniciam
um processo de melanizagdo da mesma, altamente eficiente no isolamento dos invasores
(Figura 3). A melanizacdo ocorre apds a ativacdo da proPO, que € liberada pelas células
granulares. Os hemacitos também liberam fatores citotoxicos para matar os invasores. A
formacédo de capsulas causa uma reducdo acentuada no nimero de hemacitos circulantes, que

retornam aos niveis normais em poucos dias (Melillo et al., 2018).

1.2.4 Cascatas proteoliticas

Varias reacdes do sistema imunol6gico dos invertebrados sdo controladas por cascatas
proteoliticas que sdo desencadeadas por RRPs.

Apds a invasdo de patdgenos, a maioria dos invertebrados forma rapidamente um gel
para capturar bactérias e outros intrusos na hemolinfa. O melhor exemplo é o sistema de
coagulacdo do caranguejo-ferradura. Os hemacitos deste organismo contém granulos densos
com inimeras proteinas. Quando as células sdo expostas a LPS, resulta na degranulagdo e
formacéo de codgulos. O processo é rapido, sendo concluido em 90 s. A cascata mediada por
LPS é baseada em trés tipos de zimogénios de serino-proteases (fator C, fator B e uma enzima
pro-coaguladora) e uma proteina formadora de gel, o coagulogénio. O LPS primeiro ativa

autocataliticamente o zimogénio do fator C. O fator C ativa o fator B, que por sua vez converte



a enzima pré-coaguladora em enzima coaguladora. Cada ativacdo procede por protedlise
limitada. A enzima de coagulacdo resultante cliva duas ligaces peptidicas no coagulogénio
para produzir um gel de coagulina insolivel. Paralelamente, ha uma cascata de coagulacéo
desencadeada pelo B-1,3-D-glucano. Um zimogénio da serino-protease correspondente, fator
G, é clivado e ativa a enzima prd-coaguladora. Na etapa final da cascata de coagulagdo, o
coagulogénio é convertido em coagulina insollvel através de prote6lise limitada (Bilej, 2015).

Nagai e Kawabata (2000) descobriram que a cascata de coagulacdo esta ligada a
ativacdo da proPO, que faz parte da cascata da fenoloxidase (PO), outro processo importante e
amplamente distribuido em invertebrados. A proPO é precursora da PO, e é sintetizada
constitutivamente por granuldcitos, liberada e ativada em resposta a compostos microbianos ou
fatores endogenos produzidos apds danos nos tecidos. A PO ativa inicia a oxidacdo de
monofenadis e difendis em ortoquinonas, que polimerizam em melanina que, por sua vez, leva
a melanizacdo de microrganismos ou tecidos danificados. A melanina atua como um escudo
fisico que impede ou atrasa o crescimento de parasitas. Os intermediarios toxicos das quinonas

também contribuem na reacao defensiva (Melillo et al., 2018).

1.2.5 Lisozimas

As lisozimas, descobertas na década de 1920 por Alexander Fleming (1922), sao
enzimas antibacterianas amplamente distribuidas nos reinos animal e vegetal. Estas moléculas
exibem atividade hidrolitica e clivam especificamente as ligagdes 3-1,4-glicosidicas entre a N-
acetilglucosamina e o &cido N-acetilmurdmico do peptidoglicano. O peptidoglicano ¢ um
heteropolimero essencial e Unico da parede celular bacteriana que fornece resisténcia estrutural
e protege o protoplasto osmoticamente sensivel. Assim, o rompimento da estrutura de
peptidoglicano presente nas paredes celulares bacterianas tem consequéncias fatais para as
bactérias e resulta na lise celular (Bilej, 2015).

Além da atividade muramidase, a maioria das lisozimas também possui atividade
quitinase, provavelmente como resultado da similaridade entre o peptidoglicano e a quitina.
Além disso, recentemente descobriu-se que algumas lisozimas e quitinases S&o estruturalmente
relacionadas (Bilej, 2015; Wohlkonig, 2010).



1.2.6 PAMs

Os PAMs sdo componentes importantes das defesas naturais da maioria de organismos
vivos. Este grupo de moléculas enddgenas, que sdo em sua maioria codificadas geneticamente,
constituem um mecanismo primitivo de defesa imune. S&o peptideos relativamente pequenos
(<10 kDa), tém entre 10 ¢ 50 aminoacidos, e sdo geralmente cationicos e anfipaticos, o que Ihes
permite associar-se a bicamada lipidica que compde a membrana celular (Garcia et al., 2013).
Estas moléculas tém sido isoladas de uma grande variedade de organismos, incluindo bactérias,
fungos, plantas, artropodes, peixes, anfibios e mamiferos; e sdo obtidas de diferentes fontes,
como macrofagos, neutrofilos, células epiteliais, hemadcitos, corpos gordurosos, trato
reprodutivo, etc. Este grupo de peptideos exibe uma ampla gama de propriedades bioldgicas,
desde a neutralizacdo direta de células cancerigenas e patdgenos invasores, como bactérias
Gram-positivas, bactérias Gram-negativas, fungos, leveduras, virus e protozodrios parasitas, até
a modulacéo da resposta imune do hospedeiro (Reddy, 2004; Téllez, Catafio, 2010).

Os mecanismos de acéo classicos dos PAMs envolvem danos a membrana celular dos
microrganismos. Estes mecanismos moleculares de permeacdo e ruptura da membrana
dependem de véarios parametros, como a sequéncia de aminoacidos, a estrutura secundaria, a
carga, a hidrofobicidade e a concentracdo dos PAMSs (Giuliani et al., 2007). Por outro lado,
existe um grande nimero de evidéncias que sugerem que os PAMs, que geralmente sdo basicos,
reconhecem os fosfolipidios anidnicos presentes na camada externa da membrana bacteriana.
Predominantemente, fosfolipidios aniénicos como fosfatidilglicerol, cardiolipina ou
fosfatidilserina, estdo presentes na superficie externa da membrana destes microrganismos,
enquanto nas células de mamiferos, os fosfolipidios anidnicos estdo presentes no lado
citoplasmatico da membrana. Além disso, as membranas celulares dos mamiferos séo ricas em
fosfolipidios zwitteridnicos (com carga neutra), como fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina ou
esfingomielina. Por outro lado, o colesterol, um componente importante da membrana celular
dos mamiferos, pode estabilizar a bicamada lipidica ou interagir diretamente com os PAMs,
reduzindo a atividade dos mesmos. Isto indica que a composicdo da membrana ¢ um fator
determinante pelo qual os PAMs atacam seletivamente as membranas microbianas
(Guilhelmelli et al., 2013).

Varios defeitos podem ser induzidos na membrana pelos PAMs, dentre eles destacam-
se a formacdo de poros, a separacdo de fases e a ruptura da bicamada lipidica. Os modelos de
“barril”, “carpete” e “poro toroidal” podem explicar a agdo membranolitica dos PAMs (Teixeira
etal., 2012).



No “modelo de barril”, os peptideos anfipaticos agregam-se na superficie externa da
bicamada lipidica e reorientam-se de modo que a face catidnica fica virada para os grupos
fosfato. Ao atingir uma concentracdo critica, 0os peptideos inserem-se perpendicularmente na
membrana, mantendo as regides hidrofébicas ligadas as caudas dos fosfolipidios enquanto as
regides hidrofilicas ficam expostas, formando grandes poros transmembranares (Figura 4A).
Esses poros facilitam o fluxo livre de ions e moléculas pequenas, permitindo a fuga do contetdo
citoplasmatico (Giuliani et al., 2007).

No “modelo de carpete”, os PAMs sdo eletrostaticamente ligados as cabecas dos
fosfolipidios ani6nicos em varios pontos, cobrindo a superficie da membrana de maneira
semelhante a um carpete. Em uma concentra¢do critica, os peptideos podem formar orificios
toroidais transitorios na bicamada, permitindo que PAMs adicionais acessem a membrana. A
partir disto, a membrana se desintegra e forma micelas ap6s a ruptura da curvatura da bicamada
(Figura 4B). Nesta perspectiva, a ruptura da estrutura da membrana ocorre de maneira
dispersiva, em vez da formacdo de canais, e 0s peptideos ndo se inserem necessariamente no
nucleo hidrofébico da membrana (Teixeira et al., 2012).

No “modelo de poro toroidal”, os PAMs induzem continuamente a flexdo em camadas
da membrana através de um poro. A constituicdo do poro toroidal implica que as faces polares
dos peptideos se associem as cabecas hidrofilicas dos fosfolipidios devido a sua flexdo.
Portanto, os lipidios da bicamada se inclinam a partir da sua estrutura lamelar normal e as duas
camadas da membrana se conectam, gerando uma curva continua de cima para baixo em forma
de poro toroidal (Figura 4C). Isso cria uma tensao elastica desfavoravel que pode culminar na
formacao de defeitos transitérios e, finalmente, na desintegracao dos poros. O “modelo de poro
toroidal” difere do “modelo de barril”, pois no primeiro os peptideos estdo sempre associados
as cabecas hidrofilicas dos fosfolipidios, mesmo quando inseridos perpendicularmente na
bicamada lipidica (Teixeira et al., 2012).

Embora os PAMs catibnicos possam interagir eletrostaticamente com a superficie das
membranas celulares carregadas negativamente, alguns PAMs rompem a membrana celular por
interacdo especifica com compostos presentes nela, enquanto outros tém como alvo moléculas
intracelulares (Ageitos et al., 2017). Estes peptideos ndo membranoliticos modulam
determinadas vias metabolicas centrais ap0s atravessar a membrana e obter acesso a alvos
intracelulares, como DNA, RNA, enzimas e organelas como mitocondrias (Teixeira et al.,
2012).



Figura 4 — Mecanismos de acdo dos PAMs. (A) No “modelo de barril”, os peptideos atravessam a membrana e
formam um poro com a porg¢do hidrofilica revestindo o mesmo. (B) O “modelo de carpete” ¢ caracterizado pela
cobertura da superficie da membrana pelo peptideo de maneira semelhante a um carpete, seguido por uma acédo de
tipo detergente que rompe a estrutura da bicamada lipidica. (C) O “modelo toroidal” difere do “mecanismo de
barril”, pois nesse modelo a porg¢do hidrofilica do peptideo esta associada as cabecas polares dos fosfolipidios.
Adaptado de Manniello et al. (2021).

Considerando tudo isso, os PAMs emergem como candidatos promissores para o
controle de doencas infecciosas devido as suas baixas taxas de resisténcia, atividade potente e

diversos mecanismos de acdo (Peters et al., 2010).



2 CONCLUSOES

A aplicacéo de ferramentas transcriptémicas e proteémicas no estudo da resposta imune
inata do dipldpode Rhinocricus sp., gerou informag6es que se complementam, oferecendo uma
visdo mais clara das estratégias utilizadas por este organismo pouco estudado até agora, para
sobreviver a ferimentos e a invasdo de microrganismos patogénicos.

Dos 9.398 transcritos obtidas durante a montagem de novo do transcriptoma, foram
identificados 126 que estdo envolvidos em processos celulares e humorais da resposta imune
inata, e a possivel funcéo de cada um deles foi atribuida com base na similaridade da sequéncia
com genes previamente caracterizados. O numero reduzido de transcritos identificados deixa
em evidéncia que, apesar do crescente interesse no estudo do subfilo Myriapoda, motivo pelo
qual varios conjuntos de dados moleculares tém sido criados nos ultimos anos, ha pouquissima
informac&o disponivel sobre esses organismos nos bancos de dados publicos.

Os valores de expressdo relativa das 8 diferentes subcategorias de componentes
imunolodgicos criadas neste estudo (regulacdo, reconhecimento, fagocitose, encapsulacéo,
melanizacdo, coagulacdo, hipoxia e moléculas antimicrobianas), mostraram que apesar de
depender tanto dos mecanismos celulares quanto dos humorais para garantir sua sobrevivéncia,
as respostas defensivas que envolvem cascatas proteoliticas desempenham um papel
fundamental no sistema imune inato de Rhinocricus sp., principalmente a coagulacdo da
hemolinfa, que estd intimamente relacionada com a cicatrizacdo de feridas e com a acao
antimicrobiana.

A comparagédo dos valores de expresséo relativa entre organismos imunizados e néo
imunizados revelou que um estimulo externo, neste caso a inoculacdo de LPS, causa uma
expressdao génica diferencial nos dipldpodes. Foi maior o numero de genes relacionados a
resposta imune inata regulados positivamente (70), do que o nimero de genes regulados
negativamente (35) e o nimero de genes que ndo mostraram alteracdes nos niveis de expressdo
(22).

Foram isolados e caracterizados 4 potentes PAMs presentes no plasma de Rhinocricus
sp.: RP40-16, RP40-19, RP40-20/1 e RP40-20/2. Nessas moléculas, ndo foram observados
efeitos citotoxicos contra células Vero, nem efeitos hemoliticos contra eritrocitos humanos.
Essas caracteristicas apresentadas pelos peptideos mostram a importancia de estudar seus
mecanismos de ac¢ao, assim como outras atividades biologicas que possam oferecer uma viséo

mais completa do seu potencial biotecnolégico.



A consulta em diferentes bancos de dados e a analise com ferramentas bioinformaticas
sugeriram que RP40-16 e RP40-19 podem estar encriptados em uma subunidade de
hemocianina, enquanto RP40-20/1 e RP40-20/2 podem ter sua origem em uma proteina que
contém tioester, sendo liberados pela acdo de proteases endogenas. Esses resultados permitem
supor que existe um maior nimero de moléculas com atividade antimicrobiana na hemolinfa
dos dipldpodes do que o numero reportado na anlise do transcriptoma, ja que muitas dessas
moléculas podem ser o resultado da clivagem de proteinas de maior tamanho. Isso ressalta a
importancia do uso combinado de ferramentas dmicas na geracdo de dados sobre organismos
pouco estudados.

O numeroso grupo de fragdes da hemolinfa que apresentaram atividade antimicrobiana
(18 no total), deixou em evidéncia que os diplopodes sdo uma fonte promissora para a
descoberta de moléculas com potencial para o desenvolvimento de antibidticos ndo
convencionais. No entanto, é fundamental buscar estratégias para superar alguns obstaculos que
surgem nas fases iniciais do estudo da hemolinfa desses organismos. Por exemplo, a baixa
concentracdo do material proteico obtido, pode dificultar o processo de caracterizacdo das

moléculas antimicrobianas que geralmente sdo pequenas.
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