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“Até um relogio parado esta certo duas vezes ao dia.’

Lewis Carroll

“So se pode alcangar um grande éxito

quando nos mantemos fiéis a nos mesmos.”

Friedrich Nietzsche
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RESUMO

A elevacdo da expectativa de vida e a diminuicdo no indice de natalidade tém como
consequéncia o envelhecimento da populacdo mundial, com aumento da incidéncia de
doencas neurodegenerativas. Pessoas acometidas por esses males dispdem atualmente de
limitados recursos terapéuticos. Estes muitas vezes sdo sO paliativos, com baixa ou nula
perspectiva quanto & reversdo dos danos instalados. Por isso, o estudo de substancias
possivelmente neuroprotetoras, que apresentam potencial aplicacdo como novas drogas, tem
sido alvo de pesquisas. Estudos realizados a partir das toxinas produzidas por lagartas da
mariposa Lonomia obliqua, as quais tém causado inumeros acidentes na regido Sul do Brasil,
identificaram uma proteina presente na hemolinfa com atividade antiapoptdtica. A mesma
demonstrou provavel atuacdo na manutencdo do potencial elétrico de membrana mitocondrial
elevado, evitando a morte celular por mecanismo apoptético. Desta forma, este estudo tem
como objetivo avaliar o perfil proteico e efeito da hemolinfa bruta e fracdo cromatogréfica
sobre a viabilidade celular de cultura primaria de neurbnios hipocampais de ratos apos a
inducdo de apoptose. Para avaliacdo do perfil proteico em amostras da hemolinfa bruta e
fracdes de 3 lotes de lagartas de origens distintas, foi utilizada a abordagem protedmica
shotgun, semi-quantitativa. Foram identificadas 76 proteinas totais, sendo 71 na hemolinfa e
40 nas fracBes. Na avaliacdo do extrato bruto da hemolinfa predominaram proteinas do tipo
antiviral, serino proteases, hemolinas e inibidores de proteases. J& nas fracdes avaliadas,
foram identificadas proteinas dos grupos hemolinas, serino proteases e inibidores de
proteases. Os lotes apresentaram diferencas quali e quantitativas nas proteinas identificadas
entre si. Em relagdo a viabilidade celular, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) nas células tratadas com hemolinfa ou fracGes e induzidas ao dano
oxidativo. Porém o tratamento das células com a fracdo na concentracdo de 0,05 e 0,1% (v/v)
por 24 h foi capaz de manter a viabilidade celular significativamente maior em relacdo ao
controle positivo (p<0,05 e p<0,01 respectivamente). Estes resultados podem contribuir na
identificacdo de proteinas com potencial aplicagdo como neuroprotetoras.

Palavras-chave: Lonomia obliqua, protedmica, shotgun, cultura hipocampal.



ABSTRACT

Increased life expectancy and the decline in births results in aging population, with
increasing of neurodegenerative diseases incidence. The therapeutic is limited, often only
palliative, with low or no prospect damage reversal. Study of substances with potentially
neuroprotective has been the focus of research. Toxic proteins of Lonomia obliqua
caterpillars, which have caused several accidents in southern Brazil, were identified in the
hemolymph with anti-apoptotic activity. This protein had demonstrated the maintaining of
high electric potential of mitochondrial membrane, preventing cell death by apoptosis
mechanism. This study aims the evaluation of the protein profile and effect of hemolymph and
fraction on cell viability of rats primary cultured hippocampal neurons after induction of
apoptosis. Semi-quantitative shotgun proteomics approach was used to evaluate the protein
profile of 3 lots of different origin, 71 in hemolymph and 40 in fractions, in a total of 76
proteins. Antiviral protein predominated in crude extract of hemolymph, following by serine
proteases, hemolines and protease inhibitors. In fractions were identified hemolines, serine
proteases and protease inhibitors. No statistics differences were found (p<0.05) in the cell
viability induced of oxidative damage, which were treated with hemolymph or fractions.
However, the treatment with the fraction at concentration of 0.05 and 0.1% (v/v) for 24
hours, was able to maintain cell viability significantly higher than positive control (p<0.05
and p<0.01 respectively). These results may contribute to the identification of proteins with

potential use as neuroprotective in degenerative conditions.

Keywords: Lonomia obliqua, proteomics, shotgun, hippocampal culture.
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1 INTRODUCAO

Os insetos representam cerca de 75% de todos 0s animais existentes. Estes organismos
sdo capazes de produzir uma série de compostos quimicos que os auxiliaram a sobreviver as
agressdes do meio ambiente durante sua evolucdo (RATCLIFFE et al., 2011). Neste contexto,
evolutivamente, os venenos e peconhas animais foram desenvolvidos com o objetivo de
defesa contra predadores e/ou captura de presas, provocando modificacfes fisioldgicas nestes
inimigos naturais. No entanto, pelas suas caracteristicas, estes apresentam potencial aplicacéo
como novas drogas e por consequéncia tém sido alvo de pesquisas (CALVETE, 2009).

Um exemplo disso sdo as mariposas da familia Saturniidae. Em 1969, na Venezuela,
Arocha-Piflango & Layrisse (1969) descreveram que individuos, os quais tiveram contato
acidental com a forma larval destes insetos, desenvolveram didtese hemorragica generalizada.
Acidentes com distarbios hemorragicos envolvendo lagartas desta familia foram relatados
também na Argentina, Brasil, Guiana Francesa, Paraguai e Peru (AROCHA-PINANGO et al.,
1988; DUARTE et al., 1990; DUARTE et al., 1994; AROCHA-PINANGO et al., 1992;
FRAIHA-NETO et al., 1992; HOMMEL et al., 1995; KELEN et al., 1995; AROCHA-
PINANGO & GUERRERO, 2001). A ocorréncia de lagartas do género Lonomia ainda foi
descrita no México e Panama (GARDINER, 1967).

A descricdo do género Lonomia, bem como de uma de suas espécies (Lonomia obliqua
Walker, 1855), foi, segundo Lemaire (2002), realizada a partir de espécimes oriundos do
estado do Rio de Janeiro. JA os primeiros relatos de acidentes com lagartas do género
Lonomia no Brasil ocorreram a partir de 1980, no Amapa e no Para. Nestes, a causadora foi a

espécie Lonomia achelous, que utilizava-se da seringueira-de-varzea (Hevea brasiliensis)
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como planta hospedeira, sendo registrados 36 casos com uma mortalidade de 38% (FRAIHA-
NETO et al., 1986).

A partir do final da década de 80, uma série de acidentes envolvendo a espécie
identificada como Lonomia obliqua, na regido sul do Brasil, foram relatados. Estes ocorreram
especialmente no oeste do Estado de Santa Catarina e norte do Rio Grande do Sul, alcangando
proporcOes epidémicas com inclusive registro de casos fatais (DUARTE et al., 1990;
DUARTE et al., 1994; KELEN et al., 1995; DUARTE et al., 1996; ZANNIN et al., 2003).

Os acidentados por lagartas de L. obligua podem manifestar uma sindrome
hemorragica associada a coagulopatia de consumo que pode incluir hemdlise intravascular e
insuficiéncia renal aguda. Na dependéncia de fatores como caracteristicas individuais das
vitimas, intensidade da exposi¢do ao veneno e do nimero de animais envolvidos, o0s acidentes
podem ter graduacdo de leves até graves ou mesmo fatais (DUARTE et al., 1996; FAN et al.,
1998; GAMBORGI et al., 2006; MALAQUE et al., 2006; RIELLA et al., 2008;
BASUALDO et al., 2008).

Com base na atividade fisioldgica apresentada pelo veneno em suas vitimas, foram
iniciados estudos sobre a composi¢do do mesmo, com intuito de desenvolver terapéutica para
0 envenenamento, bem como identificar outras potenciais atividades. Dentre 0s compostos
identificados, uma proteina foi bem caracterizada, denominada Lopap (Lonomia Prothrombin
Activator Protease), porém a literatura ainda carece de estudos que elucidem a composicéo
proteica total do veneno e fluidos biolégicos da lagarta, que até o momento permanece
incompleta. Os proteomas sdo altamente dindmicos e podem mudar com o desenvolvimento e
ambiente do inseto (WILKINS et al., 1997), tornando relevante que a caracteriza¢do proteica
seja realizada levando em consideracao estas caracteristicas.

Dentre as amplas possibilidades de moléculas bioativas que os insetos podem fornecer,

compostos proteicos com atividade antiapoptdtica foram descritos (RHEE et al., 2013; CHOI
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et al., 2002; KIM et al., 2001; RHEE & PARK, 2000). Esta atividade pode ser de grande
interesse em patologias que se desenvolvem com perda de células por apoptose, como as
neurodegenerativas. Desta forma, € de valia investigar se substancias com este potencial
apresentam atividade neuroprotetora. A atividade antiapoptotica da hemolinfa de L. obliqua ja
foi descrita para células de insetos e de mamiferos frente a indutores fisicos, quimicos e
bioldgicos (VIEIRA et al.,, 2010; MENDONCA et al., 2008; SOUZA et al., 2005;
MARANGA et al., 2003), porém ainda nao foram descritos estudos conduzidos com células
nervosas.

Com base no exposto, 0 objetivo deste trabalho foi identificar a composicao proteica
da hemolinfa e fracGes, de trés colbnias de lagartas de L. obliqua, provenientes de diferentes
posicBes geograficas, coletadas em periodos distintos e alimentando-se de vegetais diversos.
Ainda, este teve por objetivo analisar o efeito da hemolinfa bruta e fracGes na viabilidade

celular em cultura primaria hipocampal embrionéria de ratos da linhagem Wistar.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Envelhecimento e condi¢des degenerativas

A perspectiva de envelhecimento da populacdo em maiores proporgdes traz consigo a
necessidade de planejamento de agdes que visem atender esta nova realidade nos campos
social, politico, econémico e de satde. Em termos de salde, o envelhecimento caracteriza-se
pela perda gradativa de funcbes bioldgicas, aumento da probabilidade de morte e/ou
associacdo de doencas (HARPER, 1982), que determinam a peculiaridade das condicdes
destes individuos neste aspecto.

No cérebro, o processo de envelhecimento provoca alteracdes estruturais e funcionais
0 que conduz ao declinio cognitivo (MACCIONE et al., 2001). Dentro deste contexto, o
aumento da incidéncia de doencas neurodegenerativas associadas ao envelhecimento tem se
apresentado cada vez mais notavel, crescendo a medida que ha um incremento da populagéo
idosa por meio da elevacdo da expectativa de vida. Esta Gltima, de maneira geral, tem
aumentado no decorrer do ultimo século. Isto tem uma relacdo direta com a melhoria dos
padrdes de saneamento e tratamento de saude. Quando comparamos paises desenvolvidos e
em desenvolvimento, observamos grandes diferencas com relacdo ao seu crescimento
demogréafico. Em paises desenvolvidos observa-se que a populacdo total continua a crescer
lentamente, no entanto, o aumento da proporcdo de pessoas idosas cresce muito mais
rapidamente. Por outro lado, em paises em desenvolvimento, o total da populacdo tem um
crescimento mais acelerado, tendo por consequéncia uma parcela menor de idosos. No
decorrer dos ultimos anos, entretanto, estes aspectos tém apresentado uma mudanca
progressiva na maior parte dos paises menos desenvolvidos, a exemplo do que acontece

atualmente nos paises desenvolvidos. Isto é decorrente do declinio da taxa de fecundidade e
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aumento rapido do nimero de individuos com 60 anos de idade ou mais, devendo a proporcao
de idosos crescer exponencialmente com relacdo a populacdo em geral (UNITED NATIONS,
2009).

No Brasil, um representante dos paises em desenvolvimento, em 2008, as criancas de
0 a 14 anos de idade representavam 26,5% da populacéo total, enquanto as pessoas com 65
anos ou mais correspondiam a 6,5%. Em 2050, a projecdo é de que 0 primeiro grupo
represente 13,1% ao passo que os idosos ultrapassem os 22,7% da populacdo total (IBGE,
2008).

Com o avancar da idade, entre as alteracBes observadas, pode ser verificado um
aumento de apoptose no cortex cerebral e na regido CAL hipocampal (WEST et al., 1994).
Este processo de morte celular programada, definido como fisiolégico ou patologico de
delecdo de células, com papel importante na homeostase dos tecidos, é altamente regulado e
essencial para o crescimento e sobrevivéncia em todos os eucariotos (WERTZ & HANLEY,
1996).

Os processos de morte celular podem ser definidos com base em critérios como
caracteristicas morfoldgicas (apoptose, necrose, autofagia ou associada a mitose), enzimaticas
(em relacdo ao envolvimento de nucleases ou proteases), imunoldgicas (imunogénica ou nao)
ou aspectos funcionais (programada ou acidental, fisiolégica ou patolégica). Em organismos
adultos, sob condicdes de homeostasia, para que os eventos de replicacdo celular possam
ocorrer, outras células precisam ser eliminadas (GALUZZI et al., 2007). Um desequilibrio na
relacdo entre proliferacdo celular e morte celular pode determinar condi¢des patoldgicas, bem
como 0 excesso ou deficiéncia de morte celular, principalmente em células pés-mitoticas
como neuroénios.

Perda de células neuronais durante o desenvolvimento do sistema nervoso central

ocorre de maneira normal. No entanto, as mesmas podem se dar também em condicGes
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neurodegenerativas agudas ou crénicas. A morte celular por apoptose pode ocorrer em
resposta a fatores quimicos e bioldgicos que ameacem o organismo, como infec¢cdes causadas
por virus, lesdo do DNA das células e manifestacbes cancerosas (RANGANATH &
NAGASHREE, 2001; SCHULER et al., 2003).

Os eventos apoptoticos podem ser iniciados por diversos estimulos, que resultam na
ativacdo de cisteino proteases denominadas caspases. Duas vias principais de ativagdo
bioquimica podem ser encontradas na apoptose classica, sendo elas a via intrinseca e a

extrinseca (Figura 1) (BREDESEN et al., 2006).
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Figura 1. Vias intrinseca e extrinseca de apoptose. Adaptado de Bredesen et al. (2006). FasL.:
Fas ligand (Ligante do Fas); FADD: Fas-associated death domain (dominio de morte
associado ao Fas); APAF-1: Apoptotic protease-activating factor 1 (fator-1 ativador de
protease apoptotica); BID: BH3 interacting domain death agonist (agonista de morte que
interage com o dominio BH3); tBID: Truncated BID (BID truncado); SMAC: Second
mitichondria-derived activator of caspases (Segundo ativador de caspases derivado da
mitocondria); XIAP: X-chromosome linked inhibitor of apoptosis proteins (proteinas
inibidoras de proteases ligadas ao cromossomo X); Bcl-2: B-cell lymphoma 2 (linfoma 2 de
celulas B).
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A via extrinseca tem origem na ativacdo de receptores de morte da superficie celular
como Fas que resulta na ativacdo da caspase-8 ou 10. Ja a via intrinseca ocorre a partir da
liberacdo mitocondrial de citocromo c e ativacdo da caspase-9. A caspase-9 pode ser ativada
também a partir de uma terceira via, menos conhecida, a partir do reticulo endoplasmatico. As
caspases podem classificadas como iniciadoras, clivando caspases efetoras de forma a torna-
las ativas, ou efetoras, que clivam outros substratos proteicos na célula, resultando no
processo apoptético (BREDESEN et al., 2006).

O processo apoptdtico apresenta padrdes de alteragdes morfologicas e bioquimicas
celulares que incluem a formacéo de vacutolos citoplasmaticos, encolhimento e diminuicdo do
contato entre células vizinhas, fragmentacdo da membrana nuclear, condensacdo da cromatina
na periferia do nucleo, despolarizacdo mitocondrial, fragmentacéo internucleossomal do DNA
e alteracBes na assimetria de fosfolipideos de membrana plasmatica (OBERHAMMER et al.,
1993; SARASTE & PULKKI, 2000). Nas doencas neurodegenerativas pode ser observada a
diminuicdo de células de determinadas populac6es de neurénios. Um exemplo é a doenca de
Alzheimer, onde a reducdo se da principalmente nas regides do hipocampo e amigdala,
afetando os neurdnios colinérgicos. Enquanto na doenca de Parkinson verifica-se queda do
nimero de neurdnios dopaminérgicos da substancia negra e dos ganglios basais
(PRZEDBORSKI et al., 2003). O declinio do nimero de neurdnios neste tipo de disfuncéo

pode ser mediado por mecanismos apoptéticos (MATTSON, 2000).

2.2 Insetos e o potencial biotecnoldgico

Os trabalhos cientificos relacionados a compostos de origem animal possuem uma

representatividade menor quando comparados aos dedicados a moléculas provenientes de
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fontes vegetais. No entanto, estes produtos podem constituir uma fonte igualmente rica e com
bom potencial biotecnoldgico.

Cerca de 75% dos animais conhecidos sdo representados por insetos, sendo que
durante sua evolucdo, estes desenvolveram mecanismos Uteis para sua sobrevivéncia
(RATCLIFFE et al., 2011). Quando sdo avaliadas formas imaturas de insetos, larvas ou
lagartas, mais de 165.000 espécies sdo descritas, dentre as quais a maioria € fitéfaga (DIAZ,
2005).

Neste contexto, muitas moléculas ativas naturalmente sintetizadas sdo usadas com as
mais diversas finalidades. Estas podem servir como forma de protecdo frente a inimigos
naturais ou para favorecer sua alimentacdo, ou ainda reproducdo e continuidade da espécie,
entre outras funcbes. Desta forma, 0s insetos desenvolveram substancias que tem a
capacidade de promover alteracGes fisioldgicas em outros organismos vivos (CALVETE,
2009). Estas, quando isoladas e caracterizadas quanto as suas propriedades, podem fornecer
subsidio com aplicacBes que variam da constituicdo de principios ativos de drogas, a melhoria
de processos produtivos, como por exemplo, o aumento da producdo de proteinas
recombinantes por suplementacéo de cultivos celulares (MARANGA et al., 2003; RAFFOUL
et al., 2005; CERON et al., 2010; HEINEN & VEIGA, 2011; RHEE et al., 2013; CARMO et
al., 2014). Formas larvais de mariposas normalmente sdo revestidas por cerdas que possuem
propriedades urticantes e podem promover alterac@es fisiologicas severas, conduzindo varias

espécies animais ao ébito.

2.3 Género Lonomia

O género Lonomia é pertencente a classe Insecta, ordem Lepidoptera, sendo esta

ultima representada pelas borboletas, de habito diurno, e pelas mariposas, de habito noturno.



27

Sdo varios os lepidopteros aos quais se atribui importancia médica, porém o género Lonomia
destaca-se pela gravidade dos acidentes os quais podem até mesmo ser fatais (SPECHT et al.,
2008). Os insetos deste género possuem distribuicdo pelas Américas Central e do Sul
(GARDINER, 1967; AROCHA-PINANGO et al., 1988; DUARTE et al., 1990; AROCHA-
PINANGO et al., 1992; FRAIHA-NETO et al., 1992; DUARTE et al., 1994; HOMMEL et
al., 1995; KELEN et al., 1995; AROCHA-PINANGO & GUERRERO, 2001).

No Brasil, duas espécies tém sido relacionadas a acidentes com humanos. A Lonomia
achelous Cramer, 1977, com relatos de envenenamentos no norte do pais, no Pard e no
Amapa (FRAIHA-NETO et al., 1986). A Lonomia obliqua Walker, 1855, responsabilizada
por casos descritos na regido sul e sudeste e de ocorréncia relatada em outras regides do pais
(DUARTE et al., 1990; DUARTE et al., 1994; KELEN et al., 1995; DUARTE et al., 1996;
ZANNIN et al., 2003).

As lagartas de mariposas do género Lonomia enquadram-se neste Gltimo grupo.
Conhecidas popularmente como taturanas, estas lagartas sdo referenciadas por provocar
acidentes com humanos, que, ao contato com suas cerdas desenvolvem dor em queimacéo,
podendo evoluir para uma sindrome hemorragica com desenvolvimento de insuficiéncia renal
aguda e até mesmo 6bito (DUARTE et al., 1994; KELEN et al., 1995; DUARTE et al., 1996;
KOWACS et al, 2006; MALAQUE et al., 2006; SCHMITBERGER et al., 2013;
MEDEIROS et al., 2014).

A partir destas caracteristicas, estudos desenvolvidos com lagartas deste género tém
identificado os principais componentes de seu veneno, 0s quais sdo responsaveis pelas
manifestacdes observadas nos acidentados. Estes autores tém se empenhado em elucidar suas
propriedades e em avaliar possiveis aplicacfes, possibilitando o desenvolvimento de um soro
empregado na terapéutica do envenenamento (DIAS-DA-SILVA et al., 1996; CAMPOS et

al., 1996; CHUDZINSKI-TAVASSI & FLORES, 2005; ALVAREZ-FLORES et al., 2011,
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BERGER et al., 2013). Alguns destes trabalhos renderam registros patentarios, conforme

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Patentes nacionais e internacionais relacionadas a compostos provenientes de L.

obliqua.

Pedido de patente Data de Patente Instituicdes
WIPO/INPI Publicacdo envolvidas
WO/2003/070746 28/08/2003  Purificacdo e caracterizagdo de um ativador de protrombina  Instituto Butantan
a partir das cerdas de Lonomia obliqua: para ser usado em (Brasil); FAPESP
kits diagndsticos para detecgdo de protrombina plasmética (Brasil) e Biolab
em pacientes em estado hemorragico Sanus Farmacéutica
Ltda. (Brasil)
WO0/2006/021062 03/02/2006  Processo para a obtengdo da protease ativadora de Instituto Butantan
protrombina recombinante (rLopap) em forma (Brasil); FAPESP
monomeérica; a protease ativadora de protrombina (Brasil) e Biolab
recombinante (rLopap) bem como sua sequéncia de Sanus Farmacéutica
aminodcidos; o uso desta protease como agente Ltda. (Brasil)
defibrinogenante e o kit diagndstico para
desprotrombinemias
WO0/2007/028223 15/03/2007  Composi¢des farmacéuticas baseadas em Lopap e suas Instituto Butantan
utilizagdes: referente ao uso de Lopap como modulador de  (Brasil); FAPESP
morte celular e degeneragdo causada por cicatrizes, (Brasil) e Biolab
envelhecimento e agentes externos Sanus Farmacéutica
Ltda. (Brasil)
W0/2009/093189 30/07/2009  Peptideos, composic¢des e suas utilizacdes: referente as Instituto Butantan
utilizacBes de peptideos derivados de Lopap para (Brasil); FAPESP
regeneracdo tecidual e reparacdo de cicatrizes (Brasil) e Biolab
Sanus Farmacéutica
Ltda. (Brasil)
P10403882-7 A2 24/08/2004  Processo de Obtencédo de Protease Ativadora de FAPESP (Brasil) e
Protrombina Recombinante (Lopap) na Forma Biolab Sanus
Monomérica; Protease Ativadora de Protrombina Farmacéutica Ltda.
Recombinante (Lopap), Sequéncia de Aminoacidos da (Brasil)
Proteina Recombinante assim obtida e Uso como Agente
Desfibrinogenante e Kit Diagnostico para
Desprotrombinemias
P10200269-8 A2 31/01/2002  Processo de Purificacdo de Proteinas Soluveis das Cerdas FAPESP (Brasil) e
da L. obliqua com Atividade Ativadora de Protrombina; Biolab Sanus
Processo para Determinacéo Parcial da Sequéncia de Farmacéutica Ltda.
Aminoécidos do Ativador de Protrombina; Processo de (Brasil)
Determinacéo da Atividade Ativadora de Protrombina da
Fracdo I, Sequéncia N-Terminal e Sequéncia de
Fragmentos Internos da Fragdo Ativadora de Protrombina,
Ativador de Protrombina e Uso do Ativador de
Protrombina
P1 0504199-6 A2 08/09/2005  Composicdes Farmacéuticas Baseadas em Lopap e Usos das FAPESP (Brasil) e

Ditas Composicoes

Biolab Sanus
Farmacéutica Ltda.
(Brasil)

Adaptado de Chudzinski-Tavassi et al. (2013). WIPO: World

Organization. INPI: Instituto Nacional da Propriedade Industrial.

Intellectual

Property
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Dentre as variadas propriedades atribuidas ao veneno de lagartas de L. obliqua, uma
delas foi de particular interesse no presente trabalho. Trata-se do potencial aumento da
sobrevivéncia e da proliferacdo celular, os quais sdo relacionados as proteinas presentes na
hemolinfa e cerdas da forma larval. Desta forma, é conferida a protecdo das células frente a
inducdo de morte celular por mecanismos apoptéticos (SOUZA et al., 2005). Trabalhos
recentes confirmam a propriedade da hemolinfa de alguns insetos de fornecer protecéo celular
contra injurias responsaveis por ativar mecanismos apoptéticos (VIEIRA et al., 2010; RHEE

etal., 2013; HEINEN et al., 2014).

2.4 Lonomia obliqua Walker, 1855

No Brasil, a espécie Lonomia obliqua tem maior ocorréncia nas regides situadas entre
as coordenadas 26° 35” 50°” sul € 53° 31” 50°” oeste (Sdo Miguel do Oeste, no Extremo Oeste
de Santa Catarina) ¢ 28° 15” 39°” sul e 52° 24’ 32’ oeste (Passo Fundo, no Norte do Rio
Grande do Sul) (MORAES, 2002). No entanto, também tem sido relatada nos estados de Sao
Paulo, Espirito Santo, Amazonas, Para, Amapa, Bahia (DUARTE et al., 1994) e Parana
(DUARTE et al., 1994; GARCIA & DANNI-OLIVEIRA, 2007).

A descaracterizacao da cobertura vegetal nos locais de ocorréncia de Lonomia, aliados
a diminuicdo dos inimigos naturais da espécie, principalmente pela ampla utilizacdo de
agrotoxicos, podem estar implicados em aumento da populacdo destes lepidopteros (KELEN
etal., 1995; MORAES, 2002).

Lagartas de L. obliqgua manifestam habito gregario, permanecendo agrupadas com a
cabeca voltada ao sentido externo do agrupamento, sobre o0s vegetais hospedeiros. Este

comportamento é observado desde a eclosdo até a fase de pré-pupa. Durante o dia, as larvas
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normalmente repousam sobre o tronco das arvores e a noite, dirigem-se até as extremidades
dos galhos para alimentarem-se (LORINI, 1999).

Embora considerada uma espécie polifitofaga na fase larval, de maneira geral, foi
observado que as lagartas de L. obliqua mantém a mesma espécie hospedeira durante seu
desenvolvimento (SPECHT et al., 2008).

As espécies vegetais demonstradas na Tabela 2 foram referidas como hospedeiras de

L. obliqua.

Tabela 2. Plantas hospedeiras de L. obliqua.

Nome cientifico Nome comum Referéncia
Cedrella fissilis Cedro Duarte et al., 1990
Erytrina crista-galli Eritrina Biezanko & Seta, 1939
Ficus carica Figueira Lorini, 1993
Ficus eléstica Seringueira Lorini, 1999
Ficus subtiplinervia Figueira-do-mato Duarte et al., 1990
Persea gratissima Abacateiro Lorini, 1993
Platanus acerifolia Platano Lorini, 1999
Pyrus communis Pereira Lorini, 1999
Prunus domestica Ameixeira Lorini, 1999
Prunus pérsica Pessegueiro Lorini, 1993
Psidium guayava Goiabeira Lorini, 1999
Rollinia emarginata Araticum Duarte et al., 1990
Tabebuia pulcherrima Ipé Duarte et al., 1990

Adaptado de Lorini (1999).

Apesar da variedade de espécies vegetais em que foram encontradas, um estudo
envolvendo a coleta de 518 col6nias no periodo entre 2001 e 2004, evidenciou a
predominancia das larvas em platanos (Platanus acerifolia) em 71% dos casos, seguida por
pereira (Pyrus communis) em 14%, ameixeira (Prunus domestica) em 2% e 14% em outras
espécies vegetais (LORINI, 2005).

Os inimigos naturais de L. obliqua s&o representados principalmente por parasitoides
que alimentam-se das estruturas internas da larva e impedem o prosseguimento do ciclo
bioldgico. Também sdo representantes virus, fungos e parasitas, além de predadores, os quais
possuem fundamental importdncia como agentes biologicos atuando no equilibrio

populacional da espécie em seu habitat natural (MORAES, 2002; LORINI, 2005).
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Na Tabela 3 sdo apresentados os inimigos naturais descritos para as formas larvais e

pupas de L. obliqua.

Tabela 3. Inimigos naturais de lagartas e pupas de L. obliqua.

Nome cientifico

Caracteristica

Referéncia

Enicospilus sp. Stephens, 1835 (Hymenoptera: Ichneumonidae) Parasitoide LORINI, 1999; 2005; MORAES,
2002

Moreiria wiedemanni (Diptera: Tachinidae) Parasitoide MORAES, 2002; LORINI, 2005

Lespesia affinis Townsend, 1927 (Diptera: Tachinidae) Parasitoide MORAES, 2002; LORINI, 2005

Belvosia viedemanni Aldrich, 1928 (Diptera: Tachinidae) Parasitoide LORINI, 1999; MORAES, 2002

Leschenaultia sp. (Diptera: Tachinidae) Parasitoide LORINI, 1999; 2005

Lonomia obliqua Multiplo Polyhedrovirus (LoobMNPV) Virus WOLFF et al., 2002; MORAES,
2002

Hexamermis sp. (Nematoda: Mermithidae) Parasita MORAES, 2002

Alcaeorrhynchus grandis (Hemiptera: Pentatomidae) Predador MORAES, 2002

Isaria javanica (Frieder & Bally) Samson & Hywell-Jones (Fungi: Fungo SPECHT et al., 2009

Sordariomycetes)

Patelloa sp. (Diptera: Tachinidae) Parasitoide LORINI, 2005

Chetogena sp. (Diptera: Tachinidae) Parasitoide LORINI, 2005

Enicospilus mexicanus (Hymenoptera: Ichneumonidae) Parasitoide LORINI, 2005

Winthemia sp. (Diptera: Tachinidae) Parasitoide LORINI, 2005

2.4.1 Morfologia

Quatro etapas de desenvolvimento sdo verificadas no género, sendo elas classificadas
como ovo, larva (lagarta), pupa e adulto. Os ovos tém coloracdo verde-clara uniforme, forma
elipsoide, sendo o polo superior ligeiramente mais achatado quando comparado ao inferior. A
adesdo ao substrato se da pelo polo inferior, por meio de substancia adesiva que seca e
endurece em contato com o ar. Durante um periodo médio de 17 dias a partir da oviposicéo,
0s ovos sdo incubados, geralmente sobre folhas, até a eclosao das larvas (LORINI, 1999).

As larvas desenvolvem-se em seis estagios (instares), sendo o ultimo (Figura 2) de
maior importancia médica, pois frequentemente estad envolvido em acidentes com humanos.
As lagartas sdo caracterizadas por apresentarem corpo castanho-claro-esverdeado com uma
linha longitudinal continua marrom-escura marginada em preto na regido dorsal, por toda a

extensdo do corpo, sendo seus segmentos recobertos por conjuntos de cerdas denominados
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escolos. Os escolos do corpo sdo verde-claros com extremidades pretas (LORINI, 1999;

LORINI & CORSEUIL, 2001).

Figura 2. Lagarta de 6° instar de Lonomia obliqua.

Ao final da fase larval, as lagartas manifestam reducdo dos movimentos, facilidade na
dispersdo em relacdo ao agrupamento, escurecimento e contracdo do corpo e encerram a fase
alimentar, o que caracteriza o periodo de pré-pupa. A partir dai, dirigem-se ao solo, sob restos
vegetais, onde passam ao estagio de pupa, assim permanecendo até alcancar a fase adulta
(LORINI, 1999). As pupas ou crisalidas por sua vez, apresentam-se foscas, esclerotinizadas,
castanho-avermelhadas, e fornecem caracteristicas que permitem distinguir o sexo dos insetos
que abrigam (LORINI & CORSEUIL, 2001).

Ja as formas adultas, que sdo representadas pelas mariposas ou imagos, Sao
caracterizadas por acentuado dimorfismo sexual, onde o macho é menor e de cor
predominante amarelo-forte, enquanto a fémea é mais robusta, com prevaléncia da cor
castanho-acinzentada. Neste estagio, o inseto alcanca tempo de vida de no maximo duas
semanas (LORINI, 1999; LORINI & CORSEUIL, 2001) e em funcdo de apresentarem as
pecas bucais atrofiadas, ndo se alimentam (LEMAIRE, 2002).

As lagartas ndo atacam potenciais inimigos, mas as cerdas que revestem seu corpo sao

providas de contetdo toxico. A inoculagdo do veneno ocorre, quando as vitimas entram em
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contato com as cerdas do inseto, promovendo a ruptura do apice destas e a liberacdo de seu
conteddo na pele do acidentado. A ruptura das cerdas é favorecida pela composicdo mais
pobre em quitina de suas extremidades, que determina sua maior fragilidade (VEIGA et al.,
2001).

A producdo da secrecdo venenosa € atribuida a um epitélio secretor especializado,
caracterizado pela presenca de nucleos volumosos e numerosos granulos no citoplasma, ja que
ndo foram localizadas estruturas glandulares produtoras de veneno na base das cerdas. Esta
secre¢do é armazenada na regido subcuticular e no canal interno das cerdas, que sdo revestidas

como uma evaginacdo do tegumento (VEIGA et al., 2001).

2.4.2 Manifestacdes clinicas e laboratoriais nos acidentes com lagartas do género Lonomia

Individuos que acidentalmente entraram em contato com lagartas de Lonomia
achelous referiram dor e sensacdo de queimacdo intensas no local do contato logo apds o
mesmo, seguidas de desconforto generalizado e cefaleia occipital. Dentro de um periodo
variavel apds o inicio dos sintomas (entre 8 e 72 horas), tem sido relatado o surgimento de
regido de equimose extensa na area afetada e sangramentos profusos de outros locais como
nariz, ouvidos, intestino, vagina e pele (AROCHA-PINANGO & LAYRISSE, 1969). Em
comum, estes pacientes apresentaram uma baixa concentracdo de fibrinogénio,
plasminogénio, Fator V e VIII, com aumento de Fator VIII:C, Von Willebrand e de produtos
de degradacéo de fibrinogénio, alem de tempo curto de lise de euglobulina. Os demais fatores
e inibidores da coagulacdo se mantiveram dentro dos niveis de normalidade, o que ocorre
também com a contagem de plagquetas, sugerindo uma intensa atividade fibrinolitica

(AROCHA-PINANGO & LAYRISSE, 1969; AROCHA-PINANGO & MARVAL, 1992).
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Ja no envenenamento por lagartas de L. obliqua, os sinais e sintomas referidos apds o
contato consistiram de dor e sensacdo de queimacdo, eritema e edema no local de contato,
mal-estar geral, vomitos, dispneia, equimoses, hemorragia de mucosas e de cicatrizes
recentes, epistaxe, melena, hematuria, anaria, hipotensdo, cefaleia, artralgia, mialgia, dor
lombar, fraqueza e febre (DUARTE et al., 1990; DUARTE et al., 1994; KELEN et al., 1995;
BURDMANN et al., 1996; FAN et al., 1998; MALAQUE et al., 2006; RIELLA et al.,
2008). Dentre os achados mais comuns que permeiam a evolucdo do quadro, pode-se citar a
sindrome hemorragica caracteristica, que é desencadeada por coagulopatia de consumo e que
pode evoluir com queda dos niveis pressoricos sanguineos, surgimento de edema e eritema e
hemolise intravascular.

O envenenamento pode também prosseguir com o desenvolvimento de insuficiéncia
renal aguda (IRA) e de hemorragias pulmonar e intracerebral, que estdo associadas ao
agravamento do quadro e a um maior risco (DUARTE et al., 1990; DUARTE et al., 1994;
KELEN et al., 1995; DUARTE et al.; 1996; KOWACS et al., 2006). O 6bito foi ainda
registrado como desfecho de envenenamentos pelo contato com lagartas de L. obliqua
(DUARTE et al., 1994; KELEN et al., 1995; DUARTE et al., 1996; KOWACS et al., 2006).

N&o ha um consenso sobre os determinantes da IRA nestes casos, que ndo ocorre em
todos os pacientes, mas varias hipdteses foram apontadas em diferentes estudos. Burdmann et
al. (1996) especulam que alteracBes discretas constatadas por bidpsia renal podem estar
associadas as lesdes isquémicas possivelmente produzidas pela deposicdo macica de fibrina
nos glomérulos, que seria decorrente da sindrome hemorragica similar a coagulacédo
intravascular disseminada. Para Fan et al. (1998), o choque hemorragico poderia produzir
necrose tubular aguda, com desenvolvimento de IRA. O desenvolvimento de IRA ap6s o
envenenamento por L. obliqua esta relacionado a uma maior mortalidade (50% - 3 em 6

pacientes, sendo 2 deles por hemorragia cerebral e 1 por hemorragia pulmonar macica)
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qguando comparado aos pacientes que mantiveram a funcdo renal preservada (4% - 1 em 27
pacientes) (DUARTE et al., 1994).

Em doses baixas e ndo hemorragicas, o veneno de L. obliqua desenvolve também um
efeito pro-inflamatério direto em células endoteliais, promovendo a reorganizacdo do
citoesqueleto, aumentando a adesao focal e a expressdo de moléculas cruciais para o inicio de
uma resposta inflamatoria vascular (NASCIMENTO-SILVA et al., 2012).

Os efeitos bioldgicos do veneno de L. obliqua estdo apresentados resumidamente no

esquema da Figura 3.

Agdo nos Ativa
Eritrocitos Coag

Ativagio de Ag3o no Sistema Ativagdo do Sistema Resposta Pré-
Fibrinélise Vascular calicreina-cinina inflamatéria
hcl'leti
Direta|

e Infiltragdo de Permeabilidade
. . Nocicepgao )
Células da Barreira
eedema

Inflamatérias Hematoencefilica

cdoda
ulagio

Hemoglobindria

Figura 3. Representacdo esquematica dos efeitos bioldgicos do veneno de L. obliqua.
Adaptado de Pinto et al. (2010). IL-8: Interleucina-8; IL-6: Interleucina-6; ICAM: molécula
de adesdo intracelular.
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2.4.3 Composic¢ao do veneno

Diversos estudos tém sido conduzidos no intuito de identificar os principais
componentes do veneno. A composicdo quimica descrita na literatura refere uma
predominancia proteica, como observado em outros venenos e pegonhas animais.

O extrato bruto de cerdas das lagartas de L. obliqua apresenta composicéo proteica
caracterizada por 51% de inibidores de proteases, 34% lipocalinas e 14% serino proteases. A
presenca de metaloproteases, lecitinas e fosfolipases, também foi identificada em carater
minoritario (TERRA et al., 2010). Por outro lado, a hemolinfa apresenta 62% de inibidores de
proteases e 36% de serino proteases, além de metaloproteases e lecitinas em menor
quantidade, da mesma forma que no extrato de cerdas (TERRA et al., 2010).

Contraditoriamente, metaloproteases nao foram identificadas em estudo anterior de
transcriptomica (VEIGA et al., 2005), ao passo que sua presenca pdde ser evidenciada em
estudo de protedmica posterior (TERRA, 2010). Este fato pode ser atribuido as amostras
diferentes que foram utilizadas nos dois estudos, sendo que no primeiro, foi avaliada a
secrecdo expelida pelo tegumento e no segundo, o extrato de cerdas e a hemolinfa. Diante
deste achado, pode ser cogitada a hipotese de que as referidas proteinas poderiam encontrar-se
no interior dos hemacitos, que ndo teriam participacdo no contetido da amostra utilizada no
estudo transcriptémico.

A distribuicdo dos grupos de proteinas de hemolinfa e extrato de cerdas de L. obliqua
descrita por TERRA et al. (2010) é demonstrada no grafico da Figura 4 e as caracteristicas e

atividades que foram atribuidas a elas sdo apresentadas na Tabela 4.
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A ” Fosfolipases ~Blogueadores
Le:{[(:;:as <1% de Canais de

Semelhantes a
fatores de
coagulagdo

<1%

Metalo-
proteases
1%

B Metalo-
proteases
<1%

Lipocalinas .
1% Lecitinas

1%

Figura 4. Distribui¢do de proteinas em A: extrato de cerdas e B: hemolinfa de lagartas de L.
obliqua (Adaptado de TERRA et al., 2010).



Tabela 4. Proteinas e suas respectivas atividades descritas para hemolinfa e extrato de cerdas de lagartas de L. obliqua.

Toxina Nome Amostra Atividade MM™ (Da) Método de Gen Bank Referéncia
Identificacéo
Ativador de Lopap (Lonomia Extrato de  Prd-coagulante (plasma 69.000 Isolamento AY908986 Donato et al.,
Protrombina Ca?-  obliqua Protrhombin  cerdas humano) 1998; Reis et
dependente Activator Protease) Induz producédo de NO, PGI2 e al., 2001a;
Serino protease IL-8 pelas células endoteliais Fritzen et al.,
(Lipocalinas) 2005; Reis et
al., 2006
Ativador de Fator Losac (Lonomia Extrato de  Prd-coagulante (plasma 45.000 Isolamento ND Alvarez-Flores
X, Ca**- obliqua Stuart-Factor  cerdas humano) et al., 2006;
independente Activator) Induz a producdo de NO e Veiga et al.,
Loqua-PPOAF aumenta a proliferacéo celular 2005
Fibrinogenase Lonofibrase Hemolinfa  Anticoagulante (plasma 35.000 Isolamento ND Pinto et al.,
(enzima LOqua-SP6 humano) 2004; Veiga et
fibrin(ogen)olitica) al., 2005
Proteina com ND Extrato de  Fator Xa 20.745,7 Isolamento ND Lilla et al.,
ati\iidade de Fator cerdas 2005
Xa
Hialunoridases Lonogliases Extrato de  Hidrolitica sobre a matriz 53.000 Isolamento ND Gouveia et al.,
cerdas extracelular 49.000 2005
Fosfolipases A2 LOqua-PLA Extrato de  Hemolitica indireta 15.000 Isolamento ND/ Seibert et al.,
cerdas 9.600 Transcriptoma AY829845 2006; Veiga et
al., 2005
Serino Proteases LOqua- PPOAF1 Cerdas Fator ativador de PPO Desconhecida  Transcriptoma AY829844 Veigaetal.,
LOqua-SP1 Tegumento  Serino Protease 55.200 Transcriptoma AY829818 2005
LOqua-SP2 Tegumento  Serino Protease Desconhecida  Transcriptoma AY829819
LOqua-SP3 Tegumento Tipo quimotripsina Desconhecida  Transcriptoma  AY829820
LOqua-SP4 Tegumento Fator ativador de PPO Desconhecida ~ Transcriptoma AY829821
LOqua-SP5 Cerdas Fator ativador de PPO Desconhecida  Transcriptoma  AY829842
LOqua-SP6 Cerdas Ativador de Plasminogénio 30.100 Transcriptoma AY829843
LOqua-SP7 Cerdas Ativador de Plasminogénio Desconhecida ~ Transcriptoma AY829841
Lectinas LOqua-Lectl Tegumento Imunolectina 33.300 Transcriptoma AY829822 Veigaetal.,
LOqua-Lect3 Cerdas Lectina 33.900 Transcriptoma  AY829836 2005
LOqua-Lect4 Cerdas Lectina do tipo C Desconhecida  Transcriptoma AY829849
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Lipocalinas

Serpinas

Outros inibidores
de proteases

Cisteino
proteinases

Proteinas de defesa

Inibidor de serino
protease

Proteina
Antiapoptdtica

Proteina Antiviral

LOgqua-Lect5
LOqua-Lipcll
LOqua-Lipcl3
LOqua-Lipcl4
LOqua-Serpl
LOqua-Serp?2
LOqua-Serp3
LOqua-Serp4
LOqua-Serp6
LOgqua-PI1
LOqua-PI3
LOgqua-P14
LOqua-PI5
LOqua-PI16
LOqua-PI7
LOqua-PI19
LOqua-CysPepl
LOqua-CysPepl
LOqua-Cyst
LOqua-Def2
LOqua-Def3
LOqua-Def4
LOqua-Def6
LOqua-Easel
LOSPI

ND

AVLO (Antiviral
protein of Lonomia
obliqua)

Cerdas
Cerdas
Cerdas
Tegumento
Tegumento
Tegumento
Tegumento
Tegumento
Tegumento
Tegumento
Tegumento
Tegumento
Tegumento
Cerdas
Cerdas
Cerdas
Tegumento
Cerdas
Tegumento
Tegumento
Cerdas
Cerdas
Cerdas
Tegumento
Hemolinfa

Hemolinfa

Hemolinfa

Lectina

Lipocalina

Lipocalina

Lipocalina

Serpina

Serpina

Serpina

Serpina

Serpina

Inibidor de protease

Tipo Inibidor de tripsina
Tipo Inibidor de tripsina
Tipo Inibidor de tripsina
Tipo Inibidor de tripsina
Inibidor de protease tipo Kazal
Inibidor de proteinase
Tipo catepsina

Tipo catepsina

Cistatina

Atacina

Precursor de atacina
Cecropina

Toxina antimicrobiana
Esterase

Inibidor de enzimas do tipo
serino proteases

Inibe apoptose de células de
inseto (Sf-9) em cultura,
células de mamifero da
linhagem Vero, células da
linhagem V-79 e células
humanas HEK-293

Inibe a replicacéo de virus do
sarampo, polio e influenza em
cultura de células

16.300
20.600

13.500
Desconhecida
50.200
41.600
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
14.600
41.800

8.600

7.300

7.200

8.000

4.100
Desconhecida
35.000
11.000
Desconhecida
23.000

4.300

5.800
Desconhecida
21.000 Da

51.000 Da

20.000

Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Isolamento

Isolamento

Isolamento

AY 829846
AY829833
AY 829856
AY829809
AY829814
AY829815
AY829816
AY829817
AY829847
AY829810
AY829811
AY829812
AY829813
AY829839
AY829835
AY829837
AY829805
AY829838
AY829806
AY829737
AY829840
AY829848
AY 829857
AY829807
ND

ND

JN807330

Veiga et al.,
2005

Veigaetal.,
2005

Veiga et al.,
2005

Veiga et al.,
2005

Veiga et al.,
2005

Gouveia, 2004

Souza et al.,
2005; Greco,
2009; Martins,
2011; Heinen
etal., 2013;
Mendonca et
al., 2007
Greco et al.,
2009; Carmo
etal., 2014
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“Segundo Reis et al. (2006), a sequéncia identificada pelos autores corresponde & Lopap; ~ Massa molecular predita/observada; ND: N&o disponivel; NI: N&o Identificada;
Adaptado de Pinto et al., 2010 e Veiga et al., 2005.
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2.4.3.1 Hemolinas

Hemolinas sdo proteinas do tipo imunoglobulinas induzidas por bactérias, expressas
exclusivamente por lepiddpteros e envolvidas em varios tipos de interacfes celulares, com
papel na defesa celular e humoral e no desenvolvimento do inseto. Promovem efeitos do tipo
opsonina, como um aumento da adesdo celular e fagocitose. Ainda, sdo responsaveis por
aglutinar células bacterianas, ligam-se a hemocitos impedindo sua agregacdo e regulam o
desenvolvimento embrionario (ALVAREZ-FLORES et al., 2011).

Dentre as proteinas isoladas de extratos de cerdas de Lonomia obliqua, esta a proteina
Losac (Lonomia obliqua Stuart-factor Activator) que é classificada como hemolina e consiste
de um ativador de fator X que ndo necessita de ions célcio para sua ativacdo (ALVAREZ-
FLORES et al., 2011). Alvarez-Flores et al. (2006) demonstraram que esta proteina € capaz
de desencadear a liberacdo de 6xido nitrico (NO), mas ndo de prostaciclina (PGI2). Losac foi
a primeira hemolina descrita apresentando atividade enzimatica proteolitica (ALVAREZ-

FLORES et al., 2011). O modelo estrutural predito da Losac € apresentado na Figura 5.

C-terminal

Figura 5. Modelo predito de Losac. C-terminal: carboxi-terminal; N-terminal: amino-
terminal; D1-4: dominios 1-4 (Adaptado de ALVAREZ-FLORES et al., 2011).
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2.4.3.2 Lipocalinas

As lipocalinas caracterizam-se de maneira geral como proteinas extracelulares que se
ligam a pequenas moléculas hidrofébicas e formam complexos covalentes e ndo covalentes
com outras macromoléculas sollveis, sendo classificadas principalmente como proteinas de
transporte, apesar de desempenharem uma ampla variedade de funcdes (FLOWER et al.,
2000). As referidas proteinas constituem o grupo mais abundante presente nas cerdas e na
hemolinfa da lagarta de L. obliqgua (VEIGA et al., 2005; CHUDZINSKI-TAVASSI &
CARRIJO-CARVALHO, 2006; RICCI-SILVA et al., 2008).

Donato et al. (1998) referiram a propriedade do extrato de cerdas da lagarta de ativar
protrombina na dependéncia de ions calcio. Posteriormente, dentro do grupo das lipocalinas,
foi isolada uma proteina a partir do extrato de cerdas, a qual foi denominada Lopap (Lonomia
obligua Prothrombin Activator Protease). Esta proteina consiste de um tetramero
caracterizado por massa molecular de 69 kDa em sua forma nativa e que apresenta atividade
do tipo serino protease, ativada por ions célcio (REIS et al., 2001a). Em sua forma
recombinante (rLopap) é expressa como uma proteina ativa de 21 kDa, que apresenta menor
atividade em relacdo a protrombina do que a proteina nativa, 0 que pode estar associado a
diversidade de dobramentos observada entre as duas formas (REIS et al., 2006). A Lopap néo
demonstrou similaridade na sequéncia parcial de aminoacidos da proteina purificada com
nenhum outro ativador de protrombina conhecido (REIS et al., 2001a). Apesar desta auséncia
de similaridade com outros ativadores de protrombina ou serino proteases conhecidos, esta
proteina apresenta dominios conservados na sequéncia primaria, caracteristicos de lipocalinas,
e a estrutura secundaria e terciaria possuem padrdo similar as proteinas desta familia (REIS et

al., 2006). O modelo estrutural predito de Lopap é apresentado na Figura 6.
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Figura 6. Modelo estrutural predito de Lopap (CHUDZINSKI-TAVASSI et al., 2010).

A Lopap foi classificada como um ativador de protrombina do tipo 4, mas consiste
uma excecdo dentro deste grupo, pois ao contrério dos outros membros desta classe, é capaz
de produzir trombina ativa (REIS et al., 2001a). Foi demonstrado que esta proteina apresenta
atividade pré-coagulante em ratos (REIS et al., 1999, 2001a) e a mesma na forma purificada é
capaz de ativar a protrombina de forma dose dependente, sendo que os ions célcio aumentam
esta atividade (REIS et al., 2001a).

De acordo com os resultados obtidos por Ricci-Silva et al. (2008) em estudos
protedmicos e imunoquimicos com o extrato de cerdas de L. obliqua, 0s autores sugerem que
Lopap esta presente como multiplas isoformas ou que ela compartilha epitopos com outros
componentes do extrato.

Recentemente foi relatado que as lipocalinas presentes em L. obliqua podem atuar
modulando fibroblastos e matriz extracelular, o que pode ter relacdo com sua acdo em
morfogénese e homeostasia tecidual (CARRIJO-CARVALHO et al., 2012).

Atividade citoprotetora foi associada a Lopap, sendo que esta atividade € restrita a
uma sequéncia curta de aminoacidos. O tratamento de neutrofilos e células endoteliais de

ratos com este peptideo, na presenca de inibidor de NO sintase L-NAME (Nw-nitro-L-arginina
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metil éster) promoveu aumento dos niveis de NO liberados e sobrevivéncia celular. O efeito
de tal peptideo foi caracterizado como atividade antiapoptoética, ja que o tratamento com este
evitou a apoptose (CHUDZINSKI-TAVASSI et al., 2010). Em outro estudo, a producdo de
NO também foi associada aos efeitos antiapoptoticos verificados em células endoteliais e
neutrofilos, na exposicao a Lopap recombinante (rLopap) (WAISMAM et al., 2009).

A incubacdo de células endoteliais de veias humanas (HUVECs — Human Vein
Endothelial Cells) com Lopap purificada levou a alta expressdo de moléculas de adesédo
intracelulares 1 (ICAM-1 — Intracellular Adhesion Molecule-1) e E-selectina (CHUDZINSKI-
TAVASSI et al., 2001).

Em estudo desenvolvido por Fritzen et al. (2005), Lopap aumentou significativamente
a geracdo de NO, desencadeou a liberacdo de prostaciclina-1 (PGI2) e de Interleucina-8 (IL-
8), porém nao foi capaz de modular a expressdo de mediadores envolvidos na coagulacdo e
sistema de fibrindlise como a incapacidade de induzir a liberacdo de fator de von Willebrand
ou sua sintese por células endoteliais e modular TF (Fator Tecidual — Tissue Factor) e t-PA
(Ativador de Plasminogénio Tecidual — Tissue Plasminogen Activator). Os autores
relacionaram ainda a acdo da proteina promovendo sobrevivéncia celular pela regulacdo da
expressao de NO. Durante o envenenamento experimental de ratos, também foi observado
aumento dos niveis de NO (BERGER et al., 2010b).

A rLopap (Lopap recombinante) ndo induziu interacdo de leucocitos no endotélio em
ratos in vivo, nem secre¢ao de citocinas pro-inflamatérias por neutréfilos e células endoteliais,
ndo demonstrando propriedades inflamatérias in vivo e in vitro (WAISMAM et al., 2009).

Nas lagartas, as lipocalinas podem ser responsaveis pela sobrevivéncia celular durante
o fenbmeno de metamorfose pelo qual passam estes animais no decorrer do ciclo bioldgico

(CHUDZINSKI-TAVASSI et al.,, 2010). Lopap esta presente em todas as fases de
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desenvolvimento, de ovo a larva, podendo estar relacionada a protecao das células envolvidas

nas etapas de transformacdo presentes neste fendmeno (FRITZEN et al., 2005).

2.4.3.3 Fosfolipases A2

Fosfolipases sdo uma familia de proteinas com atividade enzimatica que promovem a
hidrolise das ligacdes ester de fosfolipideos, liberando produtos bioativos que podem atuar
como mensageiros quimicos celulares. Podem ser encontradas em procariotos e eucariotos e
sdo divididas em esterases alifaticas (fosfolipases Al - PLA1, fosfolipases A2 — PLA2 e
fosfolipases B — PLB) e fosfodiesterases (fosfolipases C - PLC e fosfolipases D - PLD)
(ROBERTS, 1996).

Campos & Dias-da-Silva (1996) identificaram acdo de Fosfolipase A2 (PLA2) no
extrato de cerdas de L. obliqua. A atividade do extrato bruto € dependente da presenca de um
substrato fosfolipidico (lectina) e de Ca®*. A PLA2 de L. obliqua caracteriza-se como uma
enzima extracelular, de baixa massa molecular (15 kDa) e dependente de Ca*" para sua
atividade. Na hemolinfa, também foi constatada a presenca da enzima, sugerindo que a
mesma pode ter papel importante na manutencdo da homeostasia de L. obliqua (SEIBERT et
al., 2006). A PLA2 purificada por Seibert et al. (2006) caracterizou-se como acida, com ponto
isoelétrico 5,9, um pH 6timo de 8,0 e estabilidade a temperatura tdo baixa quanto 4°C,
embora tenha demonstrado instabilidade a altas temperaturas, perdendo gradativamente a
atividade enziméatica. A mesma apresentou exclusivamente atividade hemolitica indireta.

Berger et al. (2010a) demonstraram que o veneno de L. obliqua é capaz de produzir
agregacdo plaquetdria em humanos por meio de um mecanismo calcio-dependente

envolvendo metabolitos do acido aracdénico. Isto ocorre pela via das ciclooxigenases
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ativando PDE3A, o qual provavelmente leva ao consumo do conteddo intracelular de cAMP.
Este estudo sugere que o maior componente do veneno responsavel por esta atividade seja

uma Fosfolipase A2.

2.4.3.4 Hialuronidases

As hialuronidases presentes no extrato de cerdas de L. obliqua foram identificadas
como enzimas do tipo endo-S-N-acetilhexosaminidase. Estas possuem atividade hidrolitica,
que degrada acido hialurénico contendo residuos de -D-N-acetilglucosamina tanto na forma
purificada, como organizada e ligada a componentes da matriz extracelular. Possui
adicionalmente a capacidade de degradar sulfato de condroitina purificado que contém
unidades de f-D-N-acetilglucosamina (GOUVEIA, 2004). Estas enzimas foram denominadas
Lonoglyases em referéncia ao género da lagarta (Lono) e as suas atividades sobre
glicosaminoglicanos (gliases). O pH 6timo de acdo foi de 6,0, 0 que permite pensar que pode
agir em pH fisioldgico pela sua proximidade ao pH 7,0, podendo desta forma contribuir para
as acOes do veneno na vitima de acidente com as lagartas (GOUVEIA, 2004).

A presenca de um inibidor de proteases na hemolinfa da lagarta com capacidade de
inibir fortemente enzimas do tipo serino protease e mais fracamente metaloproteases foi

sugerida pelos resultados obtidos por Gouveia (2004).

2.4.3.5 Lonofibrase

O veneno apresenta enzimas fibrin(ogen)oliticas capazes de clivar fibrinogénio e

fibrina, denominadas lonofibrases. Estas enzimas tem massa molecular aproximada de 35



46

kDa, e sdo capazes de degradar rapidamente cadeias Ao e B de fibrinogénio, com marcada
predominancia de cadeias Aoa, além de apresentarem a capacidade de clivagem da fibrina por
uma via distinta da plasmina. Isto pode auxiliar a justificar os quadros hemorragicos graves

observados nos envenenamentos com L. obliqua (PINTO et al., 2004).

2.4.3.6 Serpinas

Serpinas sdo inibidores de serino proteases que estdo envolvidos em varios processos
fisioldgicos dos artrépodes, como na imunidade e coagulacdo da hemolinfa (VEIGA et al.,
2005). Terra (2010) demonstrou por meio de estudo protedmico que no extrato de cerdas e
hemolinfa de lagartas de L. obliqua as proteinas predominantemente encontradas sao

Serpinas.

2.4.3.7 Proteina Antiapoptética

Souza et al. (2005) purificaram uma proteina de aproximadamente 51 kDa da
hemolinfa de lagartas de L. obliqua que inibiu a apoptose induzida tanto por privacdo de
nutrientes, como por agentes quimicos em cultura de células de inseto Spodoptera frugiperda
(Sf-9). A suplementacdo dos cultivos celulares com a proteina em questdo permitiu o
prolongamento da viabilidade dos mesmaos.

Manutengéo da viabilidade celular por periodos maiores, bem como a inducéo de altos

niveis de crescimento celular também foram verificadas por Maranga et al. (2003) em meios
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de cultura de células Sf-9 suplementados com hemolinfa de L. obliqua. Um fator
potencialmente antiapoptotico, provavelmente seria responsavel pela manutencdo de altos
niveis de viabilidade celular em cultura, enquanto que um fator promotor de crescimento
responderia pelo melhor rendimento celular em cultura. Ainda, uma enzima que hidrolisa
sucrose, promoveria a producao de significativas quantidades de glicose em meio de cultura
(MARANGA et al., 2003).

Cultivos de células de inseto Sf-9 e humanas HEK-293 sobreviveram a inducédo de
apoptose por infeccdo por baculovirus e pelos indutores quimicos t-BHP e H,0, apds a adi¢édo
de hemolinfa. Além disso, ap06s o tratamento, foi observado que as células mantiveram alto
potencial eletroquimico nas membranas das mitocondrias. Isto poderia estar implicado em um
efeito da hemolinfa diretamente sobre a membrana mitocondrial, evitando a liberacdo de
citocromo c e desta forma, aumentando o tempo de vida celular (MENDONCA et al., 2007).

Vieira et al. (2010) também evidenciaram que a suplementacdo do meio de cultura de
células Sf-9 com hemolinfa bruta ou fracdo purificada protegeu as células da apoptose
produzida por estresse oxidativo induzido por t-BHP e H,0, e pela infeccdo por baculovirus.
Desta forma, os autores obtiveram aumento da viabilidade celular da cultura e da
produtividade de proteinas recombinantes pela suplementa¢do com hemolinfa.

Em estudo desenvolvido por Martins (2011) a hemolinfa também foi capaz de proteger
células de inseto da linhagem Sf-9 e células de mamifero da linhagem Vero da apoptose apds
a infeccdo das mesmas por baculovirus, além de bloquear a morte fisiolégica normalmente
observada por estresse de cultivo. Da mesma forma, Greco (2009) observou o efeito
antiapoptético de uma proteina de 51 kDa obtida da hemolinfa sobre cultivos de células Vero.

Em estudo recente, o veneno bruto demonstrou efeitos proliferativos em cultura de

células de linhagem tumoral U138-MG e HT-29, porém reduziu significativamente a
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viabilidade de células ndo tumorais V-79. Por outro lado, a proteina purificada da hemolinfa
que apresentou atividade antiapoptotica em células de inseto Sf-9 (SOUZA et al., 2005) nédo
apresentou efeitos sobre U138-MG e HT-29, mas aumentou a viabilidade de células V-79

(HEINEN et al., 2014).

2.4.3.8 Proteina antiviral

Atividade inibitdria sobre a replicacdo viral de poliovirus e virus do sarampo em
células Vero e para virus Influenza (HIN1) em células MDCK foi demonstrada para uma
proteina de 20 kDa purificada da hemolinfa de L. obliqua. Os achados sugerem que ela possa
atuar nas etapas do ciclo de replicacdo do virus que ocorrem intracelularmente, ou ainda, nas
fases tardias da infeccdo causadas por estes virus, visto que ndo apresentou atividade virucida,
ndo sendo capaz de inativa-los antes de atingirem a célula-alvo ou impedir o processo de
adsorcéo (GRECO, 2009; GRECO et al., 2009).

A adicdo de hemolinfa mostrou melhores resultados quando ocorreu antes da infeccao
viral, embora quando adicionada posteriormente, também se observou reducdo da producdo
viral. Os mecanismos pelos quais a inibig&o da replicacdo viral proporcionada pela hemolinfa
ocorre sdo ainda desconhecidos, porém a ativacdo de mecanismos antivirais ndo-especificos
podem estar implicados. Ainda, visto que a producdo de NO ¢é afetada pela adicdo de
hemolinfa, este fato pode estar relacionado com a modulacéo da imunidade inata (GRECO et
al., 2009).

Carmo et al. (2012) clonaram e expressaram uma proteina recombinante a partir da
hemolinfa de lagartas de L. obliqua (rAVLO), que demonstrou a mesma atividade antiviral

observada na proteina nativa da hemolinfa. Os autores verificaram que a replicagdo do virus



49

ndo envelopado da encefalomiocardite foi inibida por rAVLO. A reducédo da replicacdo dos
virus da rubéola e herpes em 1.10* e 1.10° vezes, respectivamente, pela rAVLO, também foi

observada em estudo recente (CARMO et al., 2014).

2.4.3.9 Outras

Ricci-Silva et al. (2008) identificaram proteinas da cuticula e peptideos presentes em
extrato de cerdas, com base em estudos de protedmica, que ndo foram relacionados com

proteinas conhecidas.

2.4.4 Tratamento do envenenamento

A partir de 1994, pesquisadores do Instituto Butantan (S&o Paulo, Brasil) iniciaram a

producdo de um soro hiperimune especifico para o tratamento de envenenamento por L.

obliqua (DIAS-DA-SILVA et al., 1996). O soro produzido, denominado soro antilondmico

(SALon) é constituido de uma solucdo de imunoglobulinas especificas purificadas obtidas a

partir da hiperimunizacdo de equinos com extrato de cerdas das lagartas de L. obliqua.

2.4.5 Avaliagéo da hemolinfa e extrato de cerdas de Lonomia

2.4.5.1 Amostras

Um estudo foi desenvolvido por Fugiwara (2006) onde foram observadas reducées em

algumas atividades biologicas presentes no extrato de cerdas de L. obliqua apos diferentes
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periodos de congelamento a -20°C em relagdo a amostras ndo congeladas. Dentre as
atividades avaliadas, houve diminuicdo significativa na atividade procoagulante e
fosfolipasica entre amostras congeladas e ndo congeladas, entretanto, ndo foram observadas
alteracbes na atividade hemolitica indireta, e na resposta imunogénica. Uma diminuicao
significativa na concentracdo de proteinas entre as amostras submetidas ou nao ao
congelamento também pode ser observada. A atividade hemolitica indireta do extrato de
cerdas esta ligada a acdo de Fosfolipase A2 (SEIBERT et al., 2006) e a metodologia utilizada
para determinacdo da atividade pode ter influenciado na auséncia de diferenca significativa na
atividade hemolitica indireta apesar da marcada queda observada na atividade fosfolipasica. A
diminuicdo na concentracdo proteica pode ser devida a degradacdo das proteinas
possivelmente pelas enzimas presentes nas cerdas, ocasionando quebras das ligacdes

peptidicas.

2.4.5.2 Protedmica baseada em Espectrometria de Massas

Ao conjunto de proteinas expresso por um genoma, € atribuida a denominacdo de
proteoma. Ao contrario do genoma, que é essencialmente estatico, o proteoma é altamente
dindmico e muda com o desenvolvimento do organismo e com as mudancas de seu ambiente
(WILKINS et al., 1997). Desta forma, o estudo do proteoma dos organismos fornece mais
informac@es sobre 0s mesmos do que 0 genoma, mas € caracteristico para um dado organismo
em dada situacao.

Muitas proteinas que compde 0s venenos animais sdo caracterizadas por um alto
conteddo de cisteina. Em proteinas pequenas, os dobramentos sdo estabilizados

primariamente por ligagOes dissulfeto. A determinacdo da razdo massa/carga (m/z) por meio
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de espectrometria de massas (MS), além do numero de grupos sulfidrila e pontes dissulfeto,
representam uma ferramenta aplicavel a uma classificacdo preliminar em um conjunto restrito
de familias de proteinas (CALVETE, 2009).

Dentro deste contexto, as abordagens bottom-up e top-down sdo opcdes para oS
estudos protedmicos (MATYSIAK et al., 2014; BARACCHI et al., 2013). Na primeira, as
proteinas podem ou nédo ser previamente submetidas a separacdo em gel de eletroforese. Em
seguida, sdo digeridas por enzimas proteoliticas para produzirem fragmentos peptidicos com
perfil de clivagem previsivel. Apos, os peptideos podem ser separados por cromatografia, e
sdo analisados por espectrometria de massas MS/MS. As proteinas sdo entdo identificadas por
comparacdo com bancos de dados. J& na abordagem top-down, as proteinas intactas (sem
necessidade de digestdo e fracionamento prévios) sdo submetidas a espectrometria de massas.
A identificacdo ¢ entdo feita por estratégia de “sequéncia alvo” por meio de busca em banco
de dados ou por andlise de novo da sequéncia completa de aminoacidos (REID &
MCLUCKEY, 2002).

No intuito de concentrar e separar os peptideos de misturas complexas de proteinas
utilizando abordagem bottom-up, é possivel valer-se de um sistema de cromatografia liquida
conectada “on-line” em um espectrometro de massas. Estratégias cromatograficas distintas
podem ser empregadas neste sentido, dentre elas a cromatografia de fase reversa e a de troca
ibnica. Na cromatografia de fase reversa (RPLC — Reversed phase liquid chromatography), a
resina que compde a fase estacionaria da coluna promove a separa¢do dos compostos com
base na sua hidrofobicidade. Além de oferecer alta resolucdo, eficiéncia e reprodutibilidade,
esta estratégia cromatografica é vantajosa especialmente quando adotado o sistema online
com MS/MS em que a fonte de ionizacdo € ESI, ja que os tampdes empregados como fase

movel sdo compativeis com a mesma (YATES et al., 2009). Ja a cromatografia de troca
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ibnica, baseia-se no equilibrio de troca entre ions em solucdo e ions de mesmo sinal na
superficie da fase estacionaria da coluna cromatografica (HOLLER et al., 2009).

Ainda, estratégias de cromatografia liquida em duas dimensdes (bidimensional),
usando 0 mesmo ou distintos mecanismos de separacdo podem conferir vantagens na
segregacdo de misturas complexas de proteinas. Neste sentido, podem ser associadas, dentre
outras técnicas, as cromatografias de troca i6nica e de fase reversa por exemplo. Arranjos
incluindo combinacdes com cromatografia por excluséo de tamanho e de fase normal também
podem ser empregados (EGGINK et al., 2008).

A utilizacdo de géis de eletroforese bidimensional, onde as proteinas e peptideos sao
previamente separados no gel de acordo com seu ponto isoelétrico e massa molecular também
pode ser adotada como estratégia de separacdo de amostras proteicas complexas. Nesta
metodologia, os spots adquiridos no gel sdo extraidos e digeridos, para posteriormente serem
injetados em sistemas LC-MS/MS (WANG et al., 2010).

Quanto aos espectrébmetros de massas, de uma maneira geral, estes possuem uma
configuracdo basica que consiste de uma fonte de ions, um analisador de massas, um detector
e um processador de sinais. Os variados equipamentos comerciais disponiveis variam na
estratégia empregada para estas caracteristicas e suas combinacdes possiveis, resultando
basicamente em diferencas no intervalo de massas a ser analisado (m/z) e na resolucdo dos
sinais. Desta forma, o conjunto das estratégias adotadas na configuracdo os define em relacao
a adequacdo ao proposito da analise de diferentes amostras.

Neste contexto, configuracdes com filtro de Massas de Quadrupolo, Setor Magnético,
Armadilha de fons (lon Trap), Tempo de Voo (TOF — Time-of-flight) e Ressonancia
Ciclotrénica de fons com Transformada de Fourier (FT-MS — Fourier Transform lon

Cyclotron Resonance) sdo as encontradas no mercado atualmente.
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Ja dentre as possiveis fontes de ionizacdo empregadas em estudos protedmicos estdo a
de electrospray (ESI — Electrospray lonization) e a de ionizacdo e dessorcao a laser assistida
por matriz (MALDI — Matrix-assisted Laser Desorption lonization).

Pelo sistema ESI, uma solucdo de amostra passa por uma agulha capilar mantida a
varios quilovolts em relacdo ao eletrodo que a circunda, gerando uma nuvem carregada. Esta
nuvem passa entdo por um capilar de dessolvatacdo, promovendo a evaporacdo do solvente e
a ligacdo da carga a moleculas do analito (HOLLER et al., 2009). A ESI normalmente
consiste de uma fonte de baixa energia de ionizacdo desenhada para que ions moleculares e
espectros com baixa fragmentacdo sejam obtidos. Porém, apenas a analise de compostos
polares (bases organicas de Lewis e acidos organicos de Lewis) facilmente ionizaveis por
dissociacdo ou por formacdo de addutos para a producdo de cations ou anions é beneficiada
por esta estratégia de ionizacdo (VEENSTRA, 1999). Compostos de carater basico tais como
aminas, ésteres e aminoacidos sdo ionizaveis pela indugdo de formacao de adutos com acidos
de Lewis adicionados ao meio, como &acidos organicos fortes de baixa massa e sais
inorganicos de sodio e potassio (CARLTON & SCHUG, 2011).

Na ionizacdo por MALDI por sua vez, o analito é disperso de maneira uniforme em
uma matriz solida ou liquida disposta na extremidade de uma sonda ou em uma placa. No
instrumento, um feixe de laser € focalizado na amostra promovendo a dessorcao e ionizacao
da matriz e do analito (HOLLER et al., 2009).

Embora considerado como uma fonte de ionizacdo, o electrospray na realidade
consiste de um processo de transferéncia de ions pré-existentes em solucao para a fase gasosa

(MORAES & LAGO, 2003). Este processo € ilustrado na Figura 7.



54

. Solugdo da Espectrimetro
Capilar aAmosira de Massas
I a\ / = ~ 47 =2, o ot
~ = —— — .p'_':_}_.:'-r —F & D +
. - ++.+4. L ++ _|_+

- =

Figura 7. Esquema representando a lonizacao por Electrospray (ESI) em modo positivo.

No processo de ionizacdo, espécies individualmente carregadas sdo produzidas, o
que resulta em espectros de massa simples, com picos de m/z que se relacionam diretamente
com as espécies em solucdo ou como adutos destas espécies (KEITH-ROACH, 2010).

Ainda, quanto as estratégias de espectrometria de massas, uma Opg¢ao Sao
equipamentos com analisadores lon Trap associados a Orbitrap. Neste tipo de analise o
espectrOmetro de massas promove o isolamento do ion peptidico de interesse de outros ions
co-eluidos e avalia 0 mesmo no primeiro analisador. Na sequéncia, o equipamento realiza a
fragmentacdo do ion por meio da colisdo com um gas, nas regides das ligacGes peptidicas e 0s
fragmentos gerados sdo avaliados pelo segundo analisador e registrados como espectro de
massas MS/MS. Por fim, os fragmentos e o perfil de fragmentacdo gerados permitem a
comparacao com 0s bancos de dados e a determinagdo da sequéncia peptidica. No analisador
ion trap, os ions peptideos sdo focalizados, transferidos, retidos e armazenados em Orbitas
estaveis. Para a aquisicdo do espectros de massas, esses ions sdo sequencialmente ejetados a
partir de sua m/z para o detector que mede o sinal gerado (LANCAS et al., 2003).

Na analise de amostras complexas onde se deseja identificacdo e quantificacdo de

proteinas, espectrometros de massas LTQ-Orbitrap representam uma valiosa ferramenta. O
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LTQ-Orbitrap utiliza uma armadilha de ions orbital em seus campos eletrostaticos estaticos,
onde os ions orbitam em torno de um eletrodo central e oscilam em direcdo axial. Esse
analisador de massas vale-se entdo de um algoritimo de Transformada de Fourier Rapida para
converter o sinal de dominio do tempo em um espectro massa-carga. O instrumento oferece
alta resolucao (superior a 150.000), elevada precisao (2-5 ppm), intervalo de massa-carga de
6.000 e faixa dinamica maior que 10% consistindo em uma 6tima ferramenta para
identificacdo e quantificacdo de proteinas. A analise por LTQ-Orbitrap possibilita vantagens
como melhoria da quantificacdo de peptideos de baixa abundancia, obtencdo de perfis de
amostras biologicas muito complexas e identificacdo de proteinas a partir de proteomas de
sequéncias limitadas (YATES et al., 2009). Na Figura 8 é apresentada uma representacédo

esquematica de um LTQ-Orbitrap.
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Figura 8. Esquema de um LTQ-Orbitrap.

O LTQ-Orbitrap pode ser associado a um LTQ-lon Trap, 0 que permite que o hibrido
conte com a alta resolucdo e precisdo de massas do Orbitrap e com a velocidade e
sensibilidade do lon Trap. Ainda, o Orbitrap pode obter os scans MS completos, enquanto o

lon Trap realiza as reagdes de fragmentacdo em paralelo (YATES et al., 2009).
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2.4.5.2.1 Abordagem Shotgun

Esta estratégia consiste em uma ferramenta que permite a andlise de misturas
complexas de proteinas, tais como fluidos bioldgicos, onde se inclui a hemolinfa de insetos,
por meio de abordagem protedmica bottom-up.

Previamente a analise, as amostras sdo submetidas a procedimentos que visam
concentrar as proteinas e reduzir ou eliminar compostos ndo proteicos que estejam presentes
nas mesmas. Uma estratégia que produz este resultado é a precipitacdo de proteinas, que pode
por sua vez, valer-se de métodos diferentes dentro do mesmo objetivo.

Apds a concentracdo das proteinas por precipitacdo, estas sao submetidas a digestéo.
Existem vérias estratégias que podem ser adotadas para este fim, e a digestéo in silico é uma
ferramenta que permite inferir qual a melhor opcéo de protocolo, com vistas ao objetivo da
analise. Independente disso, a tripsina é a enzima proteolitica mais utilizada com este
propdsito, apresentando alta especificidade para a clivagem da ligacdo entre os aminoacidos
arginina e lisina. Desta maneira, o padrdao de extremidades tripticas dos fragmentos gerado na
digestdo possibilita a identificacdo do sentido das sequéncias peptidicas na proteina.

A abordagem shotgun é marcada pela vantagem de que os resultados obtidos por este
método apresentam maiores coberturas de sequéncias (e consequentemente de amostras) do
que as tradicionais estratégias GelLC-MS/MS, ja que os digestos peptidicos podem ficar
retidos na matriz do gel nesta ultima abordagem (JONSSON et al., 2001).

O software livre Comet (disponivel em http://comet-ms.sourceforge.net), desenvolvido
na Universidade de Washington (EUA), consiste de uma ferramenta de busca de sequéncias
MS/MS em bases de dados, empregada na identificagdo de peptideos e proteinas. A ferramenta

utiliza um algoritimo para uma réapida correlacdo cruzada entre sequéncias peptidicas e


http://comet-ms.source/
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espectros de massas em tandem experimentais, de forma que a referida correlacdo seja obtida
pela soma das intensidades dos picos pré-processadas, para cada massa de fragmento de ion
calculada e para todos os peptideos candidatos da pesquisa em banco de dados (ENG et al.,
2013).

A Figura 9 apresenta uma representacdo esquematica de uma identificacdo de

proteinas por abordagem shotgun.
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Figura 9. Esquema ilustrativo de abordagem protedmica shotgun.
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Para a analise dos dados MS, normalizacdo destes, selecdo e analise de caracteristicas,
uma das ferramentas disponiveis € o software livre Pattern Lab for Proteomics (disponivel
em: http://pcarvalho.com/patternlab).

O PatternLab for Proteomics também abriga em sua plataforma o Search Engine
Processor, que compreende uma ferramenta com a finalidade de filtrar, organizar,
compartilhar e visualizar correspondéncias de espectros peptidicas. Para isso, vale-se de uma
abordagem bayesiana de 3 niveis: espectro, peptideo e proteina ldgica, o que permite a
convergéncia dos dados em uma lista Unica confidvel de proteinas identificadas

(CARVALHO et al., 2012).

2.4.5.3 Eletroforese bidimensional

A eletroforese bidimensional (2D) de proteinas é uma ferramenta amplamente aplicada
em protedmica, jd que permite a separacdo de misturas proteicas complexas com base em
duas propriedades das mesmas. A técnica permite que as proteinas sejam separadas de acordo
com seu pl e sua massa molecular, cada propriedade em uma dimensédo. A primeira dimenséo
consiste da focalizacdo isoelétrica, onde as proteinas sdo separadas de acordo com seu pl.
Posteriormente, na segunda dimensdo, sdo entdo separadas de acordo com sua massa
molecular. Estes processos resultam na producdo de manchas de aspecto puntiforme no gel,
das quais podem ser extraidas as proteinas isoladas total ou parcialmente. Os géis podem
também ser escaneados e analisados em softwares especificos que avaliam a profundidade e
intensidade das manchas. Desta forma, o gel 2D permite que o perfil proteico, em relacdo as

referidas propriedades, possa ser analisado visualmente ap0ds a coloracao.
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2.4.5.4 Culturas primarias hipocampais

As culturas priméarias de células do sistema nervoso constituem uma ferramenta
apropriada para o estudo de substancias para as quais se deseja avaliar o efeito neste tipo
celular, ja que cultivos primarios mantém as caracteristicas genotipicas e fenotipicas de seu
tecido de origem. Neste tipo de cultura, as células sdo extraidas de organismos vivos dos
quais sdo removidas as estruturas encefalicas. Culturas primarias possuem um grau de
similaridade a condicéo fisioldgica in vivo superior em relacdo as linhagens celulares, menos
complexas. Culturas deste tipo permitem também a avaliacdo de caracteristicas morfoldgicas,
metabolismo energético, interacdo com receptores e metabolismo de neurotransmissores das
células sob efeito direto de substancias de interesse (SILVA et al., 2006).

Em situacbes neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer, a morte celular é
observada principalmente em regides do hipocampo, estrutura curva localizada no centro do
lobo temporal, envolvida em processos cognitivos. Neurénios hipocampais imaturos em
cultivo primario sdo mais suscetiveis a danos oxidativos em relacdo aos mais maduros e por
isso, frequentemente usados como um modelo experimental in vitro para a avaliacdo de
neuroprotecao frente a inducdo por estresse oxidativo (CHEN et al., 2009).

No hipocampo sdo encontrados basicamente dois tipos celulares: as células piramidais,
principais neurdnios excitatdrios da estrutura, e células granulares. Nas culturas embrionérias,
hd uma predominancia das células piramidais, uma vez que as granulares ndo sao
caracteristicas do periodo pré-natal (ARACAVA et al., 1987).

Perda neuronal por apoptose tem sido envolvida na patogénese de condi¢Bes
neurodegenerativas, como nas doengas de Alzheimer, Parkinson, Huntington e Esclerose

Lateral Amiotrofica. Além disso, ainda ndo sdo disponiveis recursos terapéuticos
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verdadeiramente efetivos (MATTSON, 2000). Desta forma, o estudo de novas substancias
que possam apresentar atividade protetora em relacdo a apoptose em células neuronais tem
grande importancia na tentativa de impedir ou minimizar o desenvolvimento destas
patologias.

As culturas celulares primarias hipocampais séo obtidas pela remocéo dos hipocampos
de fetos de ratos, fragmentacdo do tecido e isolamento das células por dispersdo mecanica.
Posteriormente sdo cultivadas em meio especifico para cada modelo, adicionando-se
suplementos que inibem a proliferacdo de células ndo neuronais, de modo a se obter a maior
pureza da cultura para neurdnios.

Ratos Wistar alcancam a maturidade sexual entre 50 a 60 dias e as fémeas possuem
ciclo estral curto, de 4 a 5 dias, bem como sua gestacdo tem duracdo breve (média de 20-22
dias). As prenhes produzem uma média de 8 filhotes, mas podem chegar a 16 (ANDERSEN
et al., 2004). Estas caracteristicas, entre outras, tornam a espécie apropriada para este tipo de
estudo, que utiliza fetos no 19° dia da gestacdo e que necessita varios deles para permitir a
obtencdo da celularidade adequada para cada cultura. A espécie também produz fetos com
tamanho que permite a visualizacdo e dissecacdo da estrutura hipocampal.

Fetos com 19 dias de vida embrionaria (E19) proporcionam uma menor populacao de
células gliais no hipocampo (SILVA et al., 2006) e possuem tamanho que possibilita a
visualizacdo e dissecacdo da estrutura. No intuito de reduzir ainda mais a contaminacdo da
cultura por células da glia, utiliza-se meio de cultura adicionado de suplemento B-27, que
além de diminuir a proliferacdo de células gliais, aumenta a sobrevivéncia celular e promove

o desenvolvimento dos neuritos de neurénios hipocampais (XIE et al., 2000).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

3.1.1 Insetos

No presente trabalho utilizaram-se larvas da espécie Lonomia obliqua Walker, 1855,
(Lepidoptera: Saturniidae). Para tal estudo, foi obtida autorizacdo de acesso ao patriménio
genético pelo CGEN (Conselho de Gestdo do Patriménio Genético) n° 02001.004238/2013-52
(Anexo A). As larvas (lagartas) de 6° instar de desenvolvimento foram coletadas diretamente
na natureza. A coleta e transporte dos insetos foram autorizados pelo IBAMA (Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis), por meio do SISBIO
(Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade) conforme o documento de n°
42780-1 de 29/05/2014 (Anexo B).

As lagartas foram coletadas e divididas em trés lotes, cada um correspondendo aos
animais encontrados em determinada posi¢do geografica e periodo de coleta.

O primeiro lote foi coletado em dezembro de 2012, na cidade de Monte Belo do
Sul/RS (latitude 29° 09° 46” sul e longitude 51° 37° 54” oeste), em uma propriedade
particular, a partir de um galho de camboata (Cupania vernalis). Neste lote foram obtidas 41
lagartas de 6° instar.

O segundo lote por sua vez, teve origem de quatro colbnias distintas, provenientes de
localidades da regido do municipio de Passo Fundo/RS (latitude 28° 15’ 46” sul e longitude
52° 24’ 25” oeste), com um total de 52 exemplares de 6° instar. As referidas colonias foram

recolhidas de platanos (Platanus acerifolia), em marco de 2013.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Longitude
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E por fim, o terceiro lote foi composto de uma colénia com 55 animais, também de 6°
instar, encontrados em platano (Platanus acerifolia), no distrito de Faria Lemos do municipio
de Bento Goncalves/RS (latitude 29° 10’ 15” sul e longitude 51° 31” 8” oeste), cuja coleta
ocorreu em abril de 2013.

Na Figura 10, um lote de lagartas de 6° instar em caixa de transporte é apresentado.

Figura 10. Lote de lagartas coletadas em caixa de transporte.

O transporte ocorreu em caixa de polipropileno com tampa, orificios de ventilacdo e
contendo folhas da &rvore hospedeira no seu interior. Apds, os insetos foram imediatamente
congelados a -20°C e, em seguida, foi procedida a coleta da hemolinfa. A identificacdo dos
insetos do primeiro lote foi confirmada pelo CIT-RS (Centro de InformacGes Toxicoldgicas
do Rio Grande do Sul). A identificacdo do segundo lote pela bi6loga Dr2. Lisete M. Lorini e
do terceiro lote pelo bidlogo Dr. Edegar Fronza, a partir das caracteristicas morfoldgicas das

lagartas.

3.1.2 Ratos

Para este estudo foram utilizados Ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus

albinus) aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
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Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo (FCF-USP) protocolo CEUA/FCF n°
459, conforme oficio CEUA/FCF 58.2014-P459 (Anexo C), sendo observadas as normas do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). Os animais
utilizados foram oriundos do Biotério de Criacdo da FCF-USP.

Foram utilizadas fémeas virgens, em maturidade sexual, a com idade a partir de 90
dias, pesando cerca de 190 g e machos com idade a partir de 100 dias, pesando em torno de
200 g. Os animais foram mantidos no Biotério de Criacdo da FCF-USP, em gaiolas de
policarbonato transparentes, do tipo microisoladores (16 cm de altura x 30 cm de largura x 38
cm de comprimento), forradas com maravalha, onde agua filtrada (pH = 7,0) e alimento
(rac&o para roedores Nuvilab CR1®) foram fornecidos ad libitum. A temperatura do ambiente
foi controlada (21°C * 2°C) e foi mantido ciclo claro:escuro de 12 h (iluminacgdo a partir das
7:00 h). Os experimentos foram realizados durante o ciclo claro.

No decorrer do desenvolvimento do estudo, foram usadas ratas prenhes, cuja gestacdo
foi verificada por meio de citologia vaginal. A partir destas ratas foram obtidos os fetos
empregados no estudo. Em média, cada rata apresentou 8 fetos, que forneceram

aproximadamente 8.10° células no total.

3.1.2.1 Obtencdo das fémeas prenhes e verificacdo da prenhez

As ratas foram colocadas na gaiola de um rato macho na proporcéo de 3 fémeas para
cada macho, ao final do ciclo claro, para a copula. No inicio da manha seguinte, foi feita a
citologia vaginal das ratas, para verificar a prenhez.

Para diagnostico de prenhez, as ratas foram contidas manualmente e foi introduzido

um swab umedecido em &gua, no canal vaginal, com suaves movimentos de rotacdo. O swab
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entdo foi rolado em uma lamina de microscopia para a confeccdo do esfregaco (técnica
adaptada de MARCONDES et al., 2002). As ratas foram identificadas e separadas do macho.
A citologia do epitélio vaginal no esfregaco das ratas foi observada ao microscopio
optico (objetiva em aumento de 40x), de forma que a prenhez é considerada positiva quando a
celularidade é caracteristica da fase estro (fase fértil) do ciclo estral, sendo ainda constatada a
presenca de espermatozoides. Se constatada a prenhez, a fémea é identificada e a data da
citologia vaginal ¢ registrada como “dia zero” de gestagdo (DGO). A partir desta data, sdo
contabilizados os dias de gestacdo. A Figura 11 apresenta uma imagem do microscépio de
um esfregaco vaginal, onde podem ser observados espermatozoides e células do epitélio

vaginal.

Figura 11. Espermatozoides e células do epitélio vaginal de ratos Wistar observados ao
microscopio optico. Aumento de 40x. Seta maior: por¢do da cabeca de um espermatozoide.
Seta menor: espermatozoide.

3.2 Amostras de hemolinfa

As lagartas coletadas foram submetidas a congelamento (RICCI-SILVA et al., 2008)

(-20°C, por aproximadamente 4 h), em recipiente plastico, para promover sua imobilizacéo e
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possibilitar a extracdo. Apds este periodo, a hemolinfa foi recolhida com uma pipeta a partir
de incisdes feitas no corpo da lagarta na regido das falsas patas e por meio do extravasamento
obtido dos orificios produzidos pelo corte das cerdas na base, na regido da insercdo com o
tegumento, com tesoura cirdrgica, conforme descrito por SOUZA et al. (2005). Valendo-se
desta estratégia, a contaminacdo com outros fluidos da lagarta como regurgitos pode ser
evitada ou minimizada.

O material foi centrifugado (14.000 rpm, 20 min, 4°C) para promover a liberacdo do
conteddo intracelular das células livres encontradas na hemolinfa, pela ruptura das
membranas celulares. Ap0s, o sobrenadante foi submetido a filtragio em membrana
esterilizante de nitrocelulose com 0,22 um de porosidade no intuito de reduzir o contetudo de
particulas em suspensdo e restos celulares. Todo o processamento da hemolinfa foi realizado
mantendo-a em gelo ou garantindo a refrigeracdo, na tentativa de reduzir ao maximo a
atividade enzimatica (principalmente proteasica), que poderia produzir degradacdo da
amostra. Em seguida o filtrado foi identificado e armazenado separadamente em aliquotas de

2 mL (-20°C) de acordo com o respectivo lote, sendo denominado “Hemolinfa Bruta” (HB).

3.3 Purificacdo da hemolinfa

A purificacdo de amostras complexas geralmente envolve vérias etapas de
fracionamento. Neste trabalho, optou-se pela utilizacdo de amostras semi-purificadas
(SOUZA et al., 2005). Assim sendo, o fracionamento foi realizado a partir da aplicacdo da
hemolinfa bruta em um sistema cromatografico FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography)
preparativo (com fluxo maior de solvente e coletor de fragdo) Akta Purifier, com coletor de

fragdes (Frac 900) acoplado (General Eletric Healthcare, Reino Unido), equipado com uma
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coluna de troca ibnica Resource Q (General Eletric Healthcare, Reino Unido), conforme
previamente determinado por SOUZA et al. (2005), com modifica¢des. A coluna Resource Q
é constituida por um trocador ani6nico forte, com particulas de poliestireno/divinil benzeno de
15 um de diametro, o que Ihe confere uma 6tima resolucéo.

A HB foi fracionada no laboratério de Parasitologia e Entomologia do Instituto
Butantan, sob a coordenacdo do Dr. Ronaldo Zucatelli Mendonca, segundo a metodologia
descrita por Souza et al., 2005. A Figura 12 ilustra o fracionamento das amostras de

hemolinfa por cromatografia.

Figura 12. Fracionamento das amostras de hemolinfa por cromatografia de troca iénica.

Neste propdsito, 500 puL de HB foram colocados no injetor automatico de um sistema
de cromatografia liquida de alta resolucdo Akta Purifier, equipado com duas bombas
(Binario), detector para ultravioleta, coluna de troca anidnica (Resource Q) de 1 mL de

volume e coletor de fragbes Frac 900 acoplado. A coluna foi equilibrada com tampéo Tris-
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HCI 20 mmol L™, pH 8,0, com fluxo de eluic&o de 0,5 mL por min e volume de eluicdo de 25
mL. O tampé&o de eluicdo empregado foi Tris-HCI 20 mmol L™, NaCl 1 molL™, pH 8,0 com
um gradiente de eluicdo linear de 0-100% (concentracdo final de NaCl 1 mol L™). Foram
coletadas fracbes de 1 mL, sendo que a eluicdo das proteinas foi monitorada por leitura de
absorbancia nos comprimentos de onda de 280 nm, 254 nm e 214 nm, em funcdo da maioria
das proteinas serem contempladas nesta faixa (absorcdo das ligac6es peptidicas) (SOUZA et

al., 2005). O processo de fracionamento foi monitorado pelo software Unicorn 4.0.

3.4 Determinacéo da concentracéo proteica das amostras

A concentracdo de proteinas totais das amostras foi estimada pela metodologia
colorimétrica do Azul de Coomassie, conforme descrito por Bradford (1976). Inicialmente foi
preparada a solucdo reagente de Bradford {850 mL de agua destilada, 30 mL de etanol 95%
(Merck, Alemanha), 60 mL de &cido fosférico 88% (Sigma-Aldrich Co., EUA), 60 mL da
solucdo de estoque de Bradford [200 mL de etanol 95%, 40 mL de &cido fosférico 88%, 0,70
g de Coomassie Brillant Blue (Bio-Rad Laboratories Inc., Alemanha)]} e apoés, esta foi
diluida em agua destilada na proporcdo 1:5 e filtrada em papel filtro para a remocdo de
possiveis particulas em suspensao.

Foram aplicados 10 pL da amostra e 200 pL de solucdo reagente de Bradford em
microplaca de 96 pocos, em triplicata. A leitura espectrofotométrica foi realizada apds 5 min,
em leitor de microplacas, a 595 nm e para a determinacdo da concentracdo das amostras foi
utilizada uma curva padrdo de albumina de soro bovino (BSA - Bovine Serum Albumin,

Sigma-Aldrich Co., EUA) nas mesmas condi¢des do ensaio.
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3.5 Eletroforese em gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE) Bidimensional

3.5.1 Preparacéo dos geis

Gel de Separacdo (12%): Para o preparo de 100 mL (2 géis) do gel de separacédo
foram adicionados 33,5 mL de Agua deionizada, 40 mL de solucdo de Acrilamida 30%/ N,
N’-metileno-bis-acrilamida 2,7% (m/v) (Sigma-Aldrich Co., EUA), 25 mL de Tris-HCI 1,5
mol L™, pH 8,8 (m/v); 1 mL de Dodecil Sulfato de Sédio 10% (m/v) (SDS - Sodium Dodecyl
Sulfate, Bio-Rad Laboratories Inc., Alemanha), 500 uL de Persulfato de aménio 10% (m/v)
(APS - Ammonium Persulfate, Sigma-Aldrich Co., EUA) e 50 pL de N,N,N',N'-
tetrametiletilenodiamina (TEMED, Bio-Rad Laboratories Inc., Alemanha).

Gel de Empilhamento (4%0): Para o preparo de 20 mL (suficiente para 2 geis) foram
utilizados 12,2 mL de Agua deionizada, 2,6 mL de solucdo de Acrilamida 30%/ N,N -
metileno-bis-acrilamida 2,7% (m/v), 5 mL de Tris-HCI 0,5 mol L™, pH 6,8 (m/v); 200 pL de

SDS 10% (m/v), 100 pL de APS 10% (m/v) e 20 UL de TEMED.

3.5.2 Preparo da amostra de hemolinfa

Como o propésito da utilizacdo desta técnica foi a visualizacdo do perfil proteico da
hemolinfa, para nortear a escolha das técnicas subsequentes de fracionamento e identificacdo
de proteinas, e em funcdo do tempo requerido e custo envolvido na sua execucgéo, esta etapa
foi realizada somente com a hemolinfa do Lote 1.

Para o preparo da amostra de hemolinfa, primeiramente, foi adicionado acido

tricloroacético (TCA - Trichloroacetic acid, Sigma-Aldrich Co., EUA), com a intencéo de
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promover a precipitacao das proteinas. Em sequéncia o sobrenadante foi desprezado e foram
realizadas 5 lavagens com acetona gelada, com duracdo de 10 min cada. O pellet resultante foi
ressuspendido com tamp&o de reidratagdo [Ureia 7 mol L™ (m/v) (Sigma-Aldrich Co., EUA),
Tioureia 2 mol L™ (m/v) (Sigma-Aldrich Co., EUA), 3-[(3-Colamidopropil) dimetilamonio]-
1-propano sulfonato 4% (m/v) (CHAPS, Sigma-Aldrich Co., EUA), 0,2% Anfolito (v/v) (Bio-
Lyte 3/10 Ampholyte, Bio-Rad Laboratories Inc., Alemanha), Azul de bromofenol 0,002%
(m/v) (Sigma-Aldrich Co., EUA), Agua deionizada], para solubilizacio da amostra. Apds, foi
adicionado Ditiotereitol 1% (DTT, Bio-Rad Laboratories Inc., Alemanha) na solucédo e o tubo

foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 min, a 20°C.

3.5.3 Focalizacéo isoelétrica

A etapa de focalizagdo isoelétrica ou isofocalizacdo corresponde a primeira dimensao
da eletroforese bidimensional e tem o objetivo de promover a separacdo eletroforética das
proteinas de acordo com seu ponto isoelétrico (pl).

Para esta etapa, 0 sobrenadante da amostra anteriormente preparada foi previamente
adicionado em um aparato IPG box (General Eletric Healthcare, Reino Unido), disposto ao
longo de uma canaleta individual de forma uniforme e sobre esta foi disposta uma tira de pH
imobilizado em gradiente linear de 3-10, de 17 cm (Bio-Rad Laboratories Inc., Alemanha),
com a parte do gel voltada para a amostra. A tampa do aparato foi fechada e a amostra ali
permaneceu com a tira por cerca de 20 h.

Decorrido este periodo, a tira foi retirada e cuidadosamente colocada com o gel

voltado para cima, no focalizador isoelétrico ETTAN IPGphor 3 (General Eletric Healthcare,
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Reino Unido), que foi previamente preparado com a distribuicdo de 80 mL de éleo mineral
(Bio-Rad Laboratories Inc., Alemanha) sobre a placa de ceramica do equipamento.

Em cada extremidade da tira foi posicionado um cartdo de papel umedecido com agua
deionizada (proprio para este fim e fornecido pelo fabricante do equipamento). Os dois
eletrodos foram posicionados sobre estes cartdes, de forma que os mesmos tocassem o papel
na porcdo sobre o gel. Em seguida, a focalizacdo isoelétrica no software foi programada,
conforme protocolo do fabricante do equipamento.

Apds esta etapa, promoveu-se o equilibrio da tira pela adicdo de 2,5 mL de tampéo de
equilibrio [Ureia 6 mol L™ (m/v), Glicerol 30% (v/v) (Merck, Alemanha), Azul de
bromofenol 0,010% (m/v), Agua deionizada] contendo DTT 1% (m/v) na canaleta contendo a
tira e agitando por 15 min. Em seguida, a solucéo foi cuidadosamente desprezada e adicionou-
se 2,5 mL de tampao de equilibrio acrescido de iodoacetamida (IAA - Sigma-Aldrich Co.,
EUA) 4% na canaleta com a tira. Novamente procedeu-se a agitacdo por 15 min. Apds este

procedimento, a solucdo foi desprezada.

3.5.4 Eletroforese

Em uma cuba vertical para eletroforese Protean Il XI Cell (General Eletric Healthcare,
Reino Unido), o gel de acrilamida previamente preparado foi adicionado e posteriormente foi
acrescidol L de tampédo de corrida [Tris 0,18% (m/v), Glicina 0,864% (v/v) (Sigma-Aldrich
Co., EUA), SDS 0,06% (m/v), Agua deionizada]. Em seguida, a tira de pH imobilizado com a
amostra foi posicionada no sentido horizontal, na extremidade superior do gel.

O marcador de proteinas (20 pL - Precision plus protein ™ unstained standards, Bio-

Rad Laboratories Inc., Alemanha) foi adicionado no local préprio para este no gel, os
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eletrodos foram posicionados e a corrida eletroforética foi iniciada com uma corrente de 40
mA por gel, até que a amostra saiu do gel de empacotamento e passou para o gel de
separacdo, momento em que a corrente foi modificada para 50 mA por gel.

A utilizacdo do detergente anibnico chaotrépico SDS tem por finalidade a
desnaturacdo das proteinas, ja que se liga fortemente as mesmas. Além disso, fornece uma
carga negativa constante por unidade de massa. Desta forma, os complexos SDS-proteina
movem-se para 0 anodo durante a eletroforese. O gel permite a separacdo das proteinas por
massas moleculares com base na propriedade de que suas mobilidades sdo inversamente
proporcionais ao logaritmo das mesmas. Proteinas padrdo de massas moleculares conhecidas
sdo aplicadas como marcadores na mesma corrida eletroforética, permitindo assim que as
massas moleculares de amostras proteicas desconhecidas sejam determinadas. Proteinas
abaixo do seu pl, carregadas negativamente migrardo para o catodo até a regido em que o pH
corresponda ao seu pl, cessando o movimento de migracdo. O oposto ocorre em relacdo as
proteinas acima de seu pl. O pl de cada proteina vai depender dos valores individuais de pK
(constante de dissociacdo) de todos os grupamentos ionizaveis presentes nas cadeias laterais
dos aminoéacidos e dos extremos das cadeias polipeptidicas. Sendo assim, a carga liquida da
proteina depende do nimero de cadeias ionizaveis, do valor do pK e do pH do meio. O pH
onde o resultado da soma das cargas negativas é igual ao das cargas positivas € o ponto

isoelétrico da proteina (GE HEALTHCARE, 2004).

3.5.5 Coloracéo do gel

Apbs o término da corrida eletroforética o gel foi retirado do suporte da cuba e

disposto em bandeja plastica com 500 mL de Coomassie Coloidal [acido fosforico 2% (v/v)
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(Sigma-Aldrich Co., EUA), Metanol 20% (v/v) (Sigma-Aldrich Co., EUA), Sulfato de
Amoénio 10% (m/v) (Sigma-Aldrich Co., EUA), Coomassie Brilliant Blue-G-250 0,05% (m/v)
(Bio-Rad Laboratories Inc., Alemanha), Agua deionizada], ao abrigo da luz, durante 4-5 dias,
para a etapa de coloracdo. O corante foi retirado, sendo substituido pelo mesmo volume de
agua destilada para descorar o gel. A agua foi renovada frequentemente para promover o
adequado descoramento.

Decorridas 72 h da coloracao, o gel foi escaneado em um equipamento Image Scanner
Il (General Eletric Healthcare, Reino Unido), avaliado e editado no software Image Master

2D Platinum 7.0 (General Eletric Healthcare, Reino Unido).

3.6 Avaliacéo do perfil proteico por Espectrometria de Massas

3.6.1 Precipitacdo de proteinas

Inicialmente, 20 g (proteinas totais) de cada amostra foram submetidos a precipitacdo
com cloroférmio e metanol (Sigma-Aldrich Co., EUA) (WESSEL & FLUGGE, 1984). As
amostras foram diluidas em 3:1:3, metanol, cloroférmio e agua destilada respetivamente. Em
seqguida foi realizada uma etapa de centrifugacdo por 10 min a 17.000 rpm. A fase
sobrenadante foi removida e a solugdo restante foram acrescidos trés volumes de metanol,
sendo posteriormente realizada mais uma etapa de centrifugagdo (10 min, 17.000 rpm). Ap0s,

a fase liquida foi descartada e o precipitado mantido a temperatura ambiente para secagem.
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3.6.2 Digestdo das Proteinas

A digestdo de proteinas totais em solucdo com tripsina foi escolhida como método de
obtencdo de fragmentos de peptideos. A amostra foi inicialmente ressuspendida em tampéo
com 25 L de ureia 8 mol L™ (Sigma-Aldrich Co., EUA) e Tris 0,1 mol L™ (Sigma-Aldrich
Co., EUA).

Para digestdo, foi utilizado o protocolo adaptado de Klammer e MacCoss (2006).
Resumidamente, pontes dissulfeto das proteinas foram reduzidas pela adicdo de DTT 10
mmol L (Bio-Rad Laboratories Inc., Alemanha) a 37°C por 20 min e em seguida foram
alquiladas pela adicdo de IAA 50 mmol L* (Sigma-Aldrich Co., EUA), & temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, por 20 min. Posteriormente, houve a diluicdo da ureia para 2 mol
L™ pelo acréscimo de 60 pL de Tris 0,1 mol L™. As proteinas foram entdo digeridas com
tripsina em uma razdo 1:50 (enzima:substrato), na presenca de CaCl, 1 mmol L™ por 18 h a

37°C. Acido férmico foi adicionado para finalizar a reacdo (5% v/v, concentracgo final).

3.6.3 Mapeamento Peptidico das Amostras com quantificacdo label free

As separagdes cromatograficas das misturas complexas de peptideos foram realizadas
utilizando o sistema cromatografico NanoLC Ultra 1D plus (Ekisegent Technologies, EUA),
conectado a um espectrdmetro de massas hibrido LTQ-XL Orbitrap Discovery (Thermo
Fischer Scientific, EUA). O sistema foi equipado com autosampler NanoLC AS-2 (Ekisegent
Technologies, EUA) e fonte nano-electrospray (Thermo Fischer Scientific, EUA). As colunas

capilares analiticas (didmetro interno de 100 um e 20 cm de comprimento com ponteira de 5
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um de didmetro interno) e pré-colunas (diametro interno de 150 um e 2 cm de comprimento
com extremidade blogueada por Kasil) foram empacotadas no laboratério com fase
estacionaria resina de fase reversa (5 um ODS-AQ C18, Yamamura Chemical Laboratories
Co., Japdo). As analises foram efetuadas em triplicata, intercaladas com uma etapa de
lavagem de 60 min com a fase movel aquosa.

Foram injetados 10 pL de cada amostra contendo 5 e 1 pug de hemolinfa de L. obliqua
e fracdes cromatogréficas, respectivamente, com auxilio de um amostrador e durante 15 min
foi mantido fluxo de 1 pL min™. As quantidades de hemolinfa e fragdes utilizadas foram
determinadas proporcionalmente em relacdo as concentragcdes proteicas das mesmas. A fase
movel A (5% de acetonitrila e 0,1% de &cido formico em agua e B (90 % de acetonitrila e
0,1% de acido férmico) foram adicionadas conforme o gradiente apresentado na Tabela 5, a
um fluxo de 400 nL min™ atingindo um tempo total de separagdo cromatogréfica de 120 min
para as amostras de fracdes e 360 min para as de hemolinfa. O método cromatografico de 360

minutos empregou 0 mesmo gradiente de separagdo, proporcionalmente mais longo.

Tabela 5. Composi¢do do gradiente em relacao ao tempo de eluicao.

Tempo (min) Fase movel A (%) Fase Movel B (%)

0 100 0

5 95 5

65 75 25

85 50 50
100 20 80
105 20 80
106 95 5
120 95 5

A eluicdo e emissdo em fonte de nano-electrospray dos peptideos ocorreram
diretamente da extremidade da coluna analitica. O instrumento foi programado para ciclos de

aquisicdo, em modo de ionizagdo positiva [ESI (+)], de um espectro de MS1 no intervalo de
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razdo massa/carga (m/z) de 400-1.600 com resolucdo de 30.000 (em m/z 400) no Orbitrap,
seguido da aquisicdo de 8 espectros no modo MS2 dos ions mais abundantes. Para 0 modo
MS2, a dissociacdo Induzida por Colisdo (CID) foi usado como método de fragmentacéo, com
uma ativacao Q de 0,250, um tempo de ativacdo de 30 ms, energia de colisdo normalizada de
35%, e uma amplitude de isolamento de 1 Da. Para explorar a complexidade da amostra e
adquirir espectros de peptideos menos abundantes, massas de peptideos adquiridos foram
adicionadas a uma lista de exclusdo dindmica com tamanho de 100 ions e tempo de
permanéncia de 30 s durante a aquisicdo dos espectros MS2. Na andlise foram empregados
voltagem do spray de 2,2 kV, temperatura e voltagem capilar de 275°C e 34 V

respectivamente, além de hélio como gas de colis&o.

3.6.4 Analise dos dados

Para a identificacdo de proteinas, foi construido um banco de dados ndo
redundante das sequéncias referentes as entradas de proteinas individuais para “Lonomia”
presentes no banco de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), a partir do qual foram
realizadas as pesquisas diretas de arquivos do formato da Thermo Fischer Scientific (.raw) dos
espectros MS2 com o software de busca Comet (ENG et al., 2013).

Apobs processados no Comet, os dados foram analisados no software Pattern Lab for
Proteomics (disponivel em http://pcarvalho.com/patternlab), onde foi realizada a busca para a
identificacdo de proteinas e peptideos por homologia com as sequéncias do banco de dados
(CARVALHO et al., 2012).

Peptideos candidatos foram considerados aqueles contendo uma ou duas extremidades

tripticas. Carbamidometilagéo de cisteinas foi adotada como modificacdo fixa. Tolerancia de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://pcarvalho.com/patternlab
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50 ppm para ions precursores e 1 Da para ions fragmento foram utilizados na busca dos
dados.

O software Search Engine Processor (CARVALHO et al., 2012) foi empregado para
filtrar os espectros identificados. Estado triptico e carga foram critérios adotados para o
agrupamento dos peptideos identificados. Os parametros Xcorr, DeltaCN, DeltaMass, Peaks
Matched e Spec Count Score foram usados para gerar um escore bayesiano. Ficou
estabelecido um valor de corte para aceitar 1% de falso positivo com base nas identificacdes
do banco de dados reverso. Além disso, foi adotado o critério de comprimento de sequéncia
minimo de 6 residuos. Os resultados foram pds-processados para acertar identificacdes com
menos de 10 ppm de variacdo de massa.

A Figura 13 apresenta uma representacdo esquematica da metodologia adotada para a

identificacdo das proteinas da hemolinfa de L. obliqua.

Concentragdo das proteinas ¢ eliminacdo das impurezas

Obtencdo de fragmentos peptidicos a partir das proteinas integras

Nano-LC (fase

Separacdo dos peptideos

reversa)
Mﬁ;’;rb;trap ) Varredura (scan) dos ions mais abundantes de cada ciclo de
Jon aquisicdo e fragmentacdo destes (MS2)
Trap)
Busca e relacionamento de sequéncias peptidicas e espectros
Comet d Pep P

MS2 no banco de dados construido a partir da busca no NCBI

Patiern Lab for Normalizacdo dos dados de MS. Identificacdo de proteinas e
Proteomics peptideos por homologia com as sequéncias do banco de dados

Search Engine
Processor

Filtragem, organizacdo e visualizacdo de correspondéncias de
espectros e peptideos

Figura 13. Representacdo esquematica das etapas envolvidas na identificacdo de proteinas
pela estratégia protebmica shotgun adotada neste estudo.
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3.7 Preparacao de Culturas de Células Neuronais

Os procedimentos relacionados a realizacdo das culturas primarias hipocampais foram
desenvolvidos no Laboratério de Toxicologia Celular e Molecular, sob coordenacao da Dr?.
Tania Marcourakis, do Departamento de Toxicologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
(FCF), da Universidade de Sao Paulo (USP, Sao Paulo, SP).

As culturas celulares primarias hipocampais embrionarias empregadas neste estudo
foram elaboradas conforme Garcia et al. (2012), com modificacdes. Fetos de ratos Wistar
com 19 dias de vida embrionaria (E19) foram utilizados na confeccdo das culturas
hipocampais. A cesariana foi realizada em ratas pré-anestesiadas com pentobarbital (45 mg
kg de animal). A solucdo anestésica de inducdo foi aplicada intraperitonealmente (IP) e
qguando necessario reforco foi aplicada meia dose de anestésico via intramuscular (IM). A
verificacdo do plano anestésico foi efetuada por meio da auséncia de reflexos podal e caudal.
Além disso, a frequéncia ventilatéria foi monitorada visualmente durante todo o
procedimento.

Depois de verificada a auséncia de reflexos motores, indicativa do adequado efeito
anestésico, o abdémen das ratas foi previamente desinfetado com etanol 70% e a abertura
seguiu-se com a utilizacdo de pinca e tesoura cirdrgica.

O (tero foi exposto e os fetos imediatamente retirados das bolsas placentérias. A
medida que os mesmos foram retirados, estes foram decapitados com tesoura cirdrgica e
procedeu-se a abertura da caixa craniana, com a retirada do encéfalo (Figura 14). A estrutura,
por sua vez, foi disposta sobre papel filtro umedecido com HBSS, sobre uma placa de gelo,
para a dissec¢cdo do hipocampo. Os hemisférios cerebrais foram separados e apo6s a

delimitacdo visual da estrutura, os hipocampos foram dissecados com tesouras cirdrgicas
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oftalmoldgicas. As estruturas coletadas foram depositadas em placa de Petri sobre gelo,
contendo 5 mL de Solugdo de Hipocampo [5 mL de meio Neurobasal sem fenol (Gibco®,
EUA) adicionado de 5 pL de Penicilina 10.000 Ul: Estreptomicina 10 mg mL™ NaCl 0,9%
(Sigma-Aldrich Co., EUA), sendo ao final esta solucdo filtrada em seringa com filtro
esterilizante de 0,22 pm].

Assim que concluida a coleta dos hipocampos, a placa com 0s mesmos passou a ser
manipulada em cabina de seguranca biolégica BioSeg 09 (VECO®, Brasil) classe 11, tipo Al.
Sob fluxo laminar, os hipocampos foram lavados 2 vezes com solugdo salina balanceada de
Hank (HBSS 1x, Gibco® EUA), HBSS e fragmentados com tesoura cir(rgica oftalmica
seguido de digestdo proteolitica do tecido com solucdo de tripsina 1x 0,25% suplementada
com vermelho fenol (Gibco®, EUA) (BANKER & COWAN, 1977, HUETTNER &

BAUGHMAN, 1986; JAHR & STEVENS, 1987; SILVA et al., 2006).

-
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Figura 14. A: Rato Wistar fémea com utero de 19 dias de gestacdo exposto (setas). B: Feto
com 19 dias de vida embrionéria.

Primeiramente, o material fragmentado na placa de Petri foi transferido para um

erlenmeyer de 25 mL contendo 2,5 mL de solucdo de tripsina 1 x 0,25% suplementada com
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vermelho fenol, cujo pH foi previamente ajustado para 7,4 com carbogénio (95% O, e 5% de
CO,). Em seguida, o erlenmeyer foi vedado com Parafilm® e colocado em banho de 4gua a
37°C, com agitacdo plana (Polyscience, EUA), durante 10 min, para digestdo proteolitica do
tecido.

A solucdo resultante foi transferida para um tubo de centrifugacdo de fundo conico, de
15 mL, contendo 2 mL do total de Solucdo de Descanso [4 mL de HBSS; 222 uL de solucéo
de DNAse (Deoxiribonuclease | 5000 Ul mL™* em NaCl 0,15 mol L™, Sigma-Aldrich Co.,
EUA); 444 pL de soro fetal bovino 10% (Gibco®, EUA); 40 pL de solucéo de vermelho fenol
0,5% em tampéo fosfato salino de Dubelco (DPBS - Dubelco’s Phosphate Buffered Saline)
(Sigma-Aldrich Co., EUA), e pH da solucdo ajustado para 7,2-7,4 com carbogénio]. Na
sequéncia, o tubo foi centrifugado a 300 g, por 2 min, a 20°C em centrifuga Eppendorf 5810R
(Eppendorf, Alemanha).

Ao término da centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspenso em 2 mL de solucdo de descanso residuais. A solucdo entdo foi dispersa
mecanicamente com pipetas Pasteur de vidro de 3 diametros distintos e decrescentes, por
aproximadamente 40 x para cada diametro, suave e lentamente. Este processo esta associado
a dispersdo mecanica do tecido, para promover a dissociacdo e isolamento das células
hipocampais (BANKER & COWAN, 1977; HUETTNER et al., 1986; JAHR et al., 1987,
SILVA et al., 2006).

Em seguida, o tubo foi centrifugado a 300 g, por 5 min, a 20°C. Posteriormente, 0
sobrenadante foi desprezado e as células precipitadas foram ressuspendidas em 1 mL de meio
de cultura Neurobasal sem fenol suplementado [100 pL de solucdo de L-glutamina 200 mmol

L™ (Gibco®, EUA), 100 pL de solucdo de 4cido L-glutdmico 10 mmol L™ (Sigma-Aldrich
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Co., EUA), 400 pL de Penicilina 10.000 U: Estreptomicina 10 mg mL™ em NaCl 0,9% e 800
uL de Suplemento B-27 50x (Gibco®, EUA)] .

Ao final deste processo, a suspensdo resultante foi submetida a uma “peneira de
células” BD Falcon Cell Strainer 70 um (BD, EUA), e transferida para um tubo conico de
centrifugacdo de 50 mL, para eliminar possiveis grumos celulares residuais. Apoés, foi
preparada uma suspensdo a partir de 10 pL desta suspensdo de células e 10 pL de Azul de
Tripan (Sigma-Aldrich Co., EUA) [1% em tampao fosfato salino (Phosphate Buffered Saline
1x — PBS)]. O produto foi entdo observado em hematocitdmetro tipo cdmara de Neubauer
(0,100 mm x 0,0025 mm? — Optik Labor, Reino Unido), onde foi realizada a contagem de
células viaveis no quadrante central, utilizando um microscopio invertido automatizado Leica
DMI4000 B (Leica Microsystems, Alemanha).

A avaliacdo da viabilidade celular pelo ensaio de exclusdo do Azul de Tripan parte do
principio de que células viaveis apresentam membranas intactas, que ndo permitem a
incorporacdo deste corante, fazendo com que estas se mantenham sem coloragdo. Células que
possuem membranas celulares danificadas (inviaveis) permitem o fluxo do corante para o seu
interior, adquirindo coloracdo azul do citoplasma. Desta forma, esta técnica permite que
apenas as células viaveis (integras) sejam contabilizadas (STROBER, 2001).

Foram realizadas 3 contagens distintas subsequentes e admitido como o numero de
células a média destas contagens, corrigida a diluicdo e considerado o volume da camara de
Neubauer.

Sendo assim, temos que o n° de células por mL corresponde ao n° de células contadas
na camara de Neubauer multiplicado pelo fator de diluigdo (2) e multiplicado pelo volume

correspondente & camara de Neubauer (10%).
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Para o cultivo do numero de células indicado para os testes subsequentes, foram
realizadas as dilui¢fes pertinentes das células em meio de cultura suplementado, de forma a
obter as concentracdes celulares desejadas. O calculo para estas dilui¢des foi efetuado como
segue:

cp
dn

onde:

Va: Volume de suspenséo de células (em mL)

c: n° de células a cultivar por pogo da microplaca

p: n° de pogos a serem cultivados

d: Volume final da diluicdo

n: n° da média de células contadas na camara de Neubauer

O “c” ¢ calculado a partir da area cultivavel dos pogos das microplacas
individualmente, considerando o n° de células cultivaveis por cm?. Nos experimentos foram
utilizadas microplacas de 96 pocos, que possuem uma superficie para cultivo de 0,335 cm?.

O volume de meio de cultura suplementado utilizado para a diluicdo da suspenséo de
células por sua vez, foi obtido pela subtracdo do volume de suspensdo de células do volume
total de suspensdo adicionado em todos os pocos das placas cultivados (considerando o

volume de preenchimento da superficie do fundo do po¢o como 50 puL em microplacas de 96

pOGOS).

Onde,
Vm: Volume de meio de cultura suplementado
Vi Volume total

Vs: Volume de suspenséo de células
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Para os cultivos celulares foram utilizadas microplacas de poliestireno de fundo chato,
estéreis, com 96 pocos cultivaveis (Sarsted AG & Co, Alemanha). Estas foram previamente
tratadas com solucdo aquosa de Poli-L-lisina 0,01% (PLL - Sigma-Aldrich Co., EUA), para
melhorar a aderéncia das células neuronais a microplaca, adicionando-se aos pocos, em
cabina de seguranca bioldgica, 50 puL de PLL (o suficiente para a cobertura da superficie do
fundo do poco). Apds um periodo de 30 min, toda a PLL foi retirada e as placas foram
deixadas abertas por mais 30 min para secagem.

A suspensdo de células foi entdo adicionada as microplacas com pipeta multicanal
eletronica automatica Xplorer (Eppendorf, Alemanha), a uma densidade de 5.10* células por
poco, sendo que inicialmente foram adicionados 50 pL de suspensdo em cada um, em
movimentos circulares. Em seguida, as microplacas foram mantidas a 37°C, 5% de CO,, por
30 min em incubadora Thermo Scientific Forma Series 11, Water Jacket CO, (Thermo Fisher
Scientific Inc., EUA) para a aderéncia celular e apo6s foi completado o volume dos pocos (200
puL) com meio de cultura suplementado e reincubadas as placas nas mesmas condigdes
anteriores.

O periodo de incubacdo das culturas para os testes foi de 7 dias, sendo que metade do
volume do meio de cultura total de cada poco cultivado foi substituida por meio de cultura
suplementado novo a cada periodo de 48 h.

A predominéncia de neurbnios na cultura foi constatada previamente por meio de
imuno-histoquimica segundo a técnica de Kivell et al. (2001), por GARCIA et al. (2012), que
verificou cerca de 93% de neurénios na cultura, sendo 7,1 £ 0,2% das células representadas

por astrdcitos.
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3.8 Avaliacéo da Citotoxicidade da Hemolinfa

Inicialmente foram testadas as concentragcdes 0,05; 0,10; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e
5,00% de HB (em meio neurobasal suplementado com L-glutamina e Penicilina 10.000 U:
Estreptomicina 10 mg mL™ de NaCl 0,9%:; v/v) previamente centrifugada e filtrada em filtro
esterilizante de 0,22 um, pelos tempos de incubacdo de 1 e 2 h, a 37°C a 5% de CO,. As
mesmas concentracdes e tempos de exposicdo utilizados para a avaliagdo de citotoxicidade da
hemolinfa bruta foram aplicados a fracdo purificada obtida como descrito anteriormente.

Todos os tratamentos e controles utilizados tiveram como diluente meio neurobasal
suplementado (meio neurobasal acrescido de L-glutamina e Penicilina 10.000 U:
Estreptomicina 10 mg mL™ de NaCl 0,9%). Como controle positivo de reducdo da
viabilidade celular, foi utilizado cloreto de potassio 250 mmol L™ (KCI - Synth®, Brasil).
Ainda, foram avaliados como controle somente meio neurobasal suplementado e o adicionado
de Suplemento B-27 50x.

Apbs o periodo de incubacdo com as concentracdes de HB e fracdes, a viabilidade

celular foi avaliada por meio do ensaio de reducdo do MTT.

3.9 Inducéo de apoptose por perdxido de hidrogénio (H,0,)

Estresse oxidativo pode ser produzido a partir de diferentes indutores, dentre os quais
o H,0,, frequentemente utilizado na avaliacdo dos mecanismos de neurotoxicidade e
neuroprotecdo. Estudos sugerem que o mecanismo envolvido no dano oxidativo produzido
por este composto esteja relacionado a alteracdo nos niveis de proteinas envolvidas na

apoptose (aumento da Bax — pro-apoptoética e redugdo da Bcl-2 — anti-apoptdtica) resultando
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em liberacdo do citocromo c e ativacdo de caspase-3, eventos que levam a morte celular por
apoptose (CAl et al., 2008; PARK et al., 2010).

O preparo das solugdes de H,O, foi realizado imediatamente antes da exposi¢do das
células (dentro de 5 min) e ao abrigo da luz, devido a natureza altamente reativa do composto
e sua curta meia-vida em solucdes diluidas, o que poderia resultar em reducédo da toxicidade
do mesmo (WHITTEMORE, 1995).

As solucdes de H,O, foram preparadas a partir de uma solucéo estoque de H,O, 30%
(Merck, Alemanha) nas concentracées de 10 pmol L™ e 30 umol L™ em meio neurobasal
suplementado (L-glutamina e Penicilina 10.000 U: Estreptomicina 10 mg mL™* de NaCl
0,9%). Para isto, a concentracdo molar da solucdo de estoque de H,O, foi determinada por
absorbancia no momento imediatamente anterior ao preparo das diluicdes.

Apds o tempo de incubacdo com as amostras de hemolinfa e fracBes, o sobrenadante
foi removido dos pocos de cultivo e foram acrescidos 200 pL das solucdes de 10 pmol L™ e
30 pmol L™ de H,0, nos pocos definidos no desenho experimental. As microplacas foram
entdo incubadas por 30 min (37°C, 5% de CO,). Em seguida, o sobrenadante dos pocos
tratados com as solucBes de H,O, foi removido e substituido pela solucdo de MTT, para o

ensaio de viabilidade celular.

3.10 Determinacao da viabilidade celular pelo método de reducdo do MTT

Para a determinagdo da viabilidade por este método, foram plaqueadas 5.10*

células/pogo em microplacas de 96 pocos. Foram utilizadas culturas primarias de células

hipocampais, no 7° dias de cultivo.
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Primeiramente, o sobrenadante foi substituido por 200 uL de meio de cultura contendo
os tratamentos estudados e controles, por 1 e 24 h. Apds transcorridos os tempos de
incubacdo, o sobrenadante foi completamente removido. Em seguida, foram adicionados 100
uL de solucdo de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio 0,5 mg mL™
(MTT - Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide) [MTT (98% - Sigma-Aldrich Co., EUA) 5 mg
mL™* dissolvido em PBS 1x e posteriormente diluido na proporc&o 1:10 em meio neurobasal
suplementado] e as placas foram incubadas por 3 h (37°C, 5% de CO,). Esta etapa e as
subsequentes foram realizadas ao abrigo da luz.

Findo o periodo de incubacdo com a solucdo de MTT, o sobrenadante foi
completamente removido e foram adicionados 200 pL de dimetilsulfoxido P.A. (DMSO -
Synth®, Brasil), inclusive nos pocos referentes ao Branco. As placas foram entdo submetidas &
agitacdo plana em misturador térmico Thermomixer compact (Eppendorf, Alemanha) durante
5 min (300 rpm, 37°C). Apds a leitura espectrofotométrica foi efetuada em leitor de
microplacas Synergy H1 Hybrid Reader (Biotek Instruments Inc., EUA) equipado com
software Gen5, a 570 nm.

O ensaio do sal tetrazdlio MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazélio) consiste de um método para a medida da proliferacdo celular e
citotoxicidade utilizado ha algumas décadas, que se baseia principalmente na atividade
mitocondrial. Células metabolicamente ativas ou viadveis tem a capacidade de clivar o MTT.
Enzimas redutases mitocondriais das células vidveis reduzem o composto amarelo (sal
tetraz6lio MTT) a cristais de formazan, um produto roxo, para os quais a absorbancia pode ser
medida a 570 nm. A quantificagdo de formazan por sua vez, pode ser diretamente

correlacionada com o nimero de células viaveis (MOSMANN, 1983; LIU et al., 1997).
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3.11 Analise Estatistica

Os resultados foram analisados por Analise de Variancia (ANOVA), seguida de pds-
teste de maultiplas comparacGes de Newman-Keuls. Foram consideradas estatisticamente
significativas as diferengas com p<0,05. A andlise estatistica foi efetuada em software

GraphPad Prism 5.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Fracionamento da Hemolinfa

Os cromatogramas de absorbancia apresentados na Figura 15 indicam os perfis do
fracionamento de hemolinfa dos diferentes lotes. Dessa forma, experimentalmente obtiveram-
se 11 fracGes para o Lote 1, 12 para 0 Lote 2 e 7 para 0 Lote 3, as quais foram armazenadas
congeladas a -20°C, individualmente e separadas por lote de amostra.

Teve-se como primeiro intuito obter a fragdo cromatogréafica que apresentou atividade
antiapoptdtica conforme ja descrito por SOUZA et al., (2005). A atividade em questdo foi
previamente atribuida a uma proteina de aproximadamente 51 kDa, isolada a partir da
primeira fracdo eluida antes do gradiente de NaCl, em corrida cromatografica com coluna
Resource Q (SOUZA et al., 2005). Isto se deve ao fato de que as proteinas da referida fracao
apresentam um pl de 6,7 (MARTINS, 2011) e, possuindo carga quase neutra, ndo apresentam
afinidade de ligacao pela coluna cromatografica, fazendo com que eluam antecipadamente em

relacdo a outras proteinas eletricamente carregadas da amostra.

UV1_280nm
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Figura 15. Cromatogramas de troca anionica de hemolinfa (0,5 mL) de lagartas de L. obliqua.
A: Lote 1; B: Lote 2; C: Lote 3. Sistema de cromatografia liquida de alta resolucdo Akta
Purifier; coluna Resource Q; software Unicorn 4.0. Eluicdo com Tris-HCI 20 mmol L™, NaCl
1 mol L™ (gradiente linear 0-100%) e fluxo de 0,5 mL min™. As regides indicadas pelas
elipses em vermelho indicam os picos correspondentes a elui¢do das fragcdes que teoricamente
contém a proteina de interesse.

A proteina antiapoptotica identificada por Souza et al. (2005) difere em massa
molecular daquelas relacionadas ao efeito inibitério sobre a apoptose encontradas no bicho da
seda (Bombyx mori Linnaeus, 1758), que apresentam 30 K (CHOI et al., 2002; KIM et al.,
2001; RHEE et al., 2013).

Ap0s a separacdo cromatografica optou-se por pesquisar a atividade antiapoptotica a
partir da utilizacdo da fracdo ativa descrita no método de separacdo empregado por SOUZA et
al. (2005). Ainda, a fragdo oriunda do lote 3 de hemolinfa foi a eleita para os testes nas

culturas celulares, devido a mesma apresentar a maior intensidade dos picos do cromatograma

na regido da fracéo descrita como ativa, conforme demonstrado na Figura 15.
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A hemolinfa extraida de insetos do género Lonomia é caracterizada por uma mistura
complexa de proteinas (VEIGA et al., 2005; RICCI-SILVA et al., 2008; TERRA, 2010).
Desta forma, o fracionamento das amostras permite que grupos menores de compostos sejam
avaliados em relacdo a atividade bioldgica e composic¢do quimica. Sendo assim, estratégias de
purificacdo permitem uma aproximagdo maior do composto ativo, favorecendo sua
identificacdo e minimizando interferéncias.

Estratégias distintas baseadas nas propriedades das proteinas podem ser empregadas
para esta finalidade, mas as principais sdo direcionadas a promover a separacdo pelas
diferencas de massa molecular e carga elétrica das proteinas. As abordagens utilizadas para a
identificacdo proteica isoladamente diferem daquelas usadas na investigacdo de atividades
bioldgicas em que se deseja atribuir propriedades a um composto. Isto é devido ao fato de que
esta Ultima tem que garantir a recuperacdo e integridade da amostra, sem prejuizo de
atividade, enquanto pode valer-se de técnicas destrutivas da amostra quando o objetivo €
apenas a identificacdo de compostos. Neste sentido, as cromatografias de gel filtracdo
(separacdo por massa molecular) e de troca i6nica (separacdo por forca ibnica) vém sendo
empregadas no fracionamento de amostras provenientes de lagartas de Lonomia (VIEIRA et
al., 2010; GRECO et al., 2009; MENDONCA et al., 2008; ALVAREZ-FLORES et al., 2006;

SOUZA et al., 2005; PINTO et al., 2004; REIS et al., 2001b) .

4.2 Perfil proteico da hemolinfa bruta em Eletroforese Bidimensional

A hemolinfa bruta foi submetida a eletroforese bidimensional em gel de acrilamida,

em condicgdes redutoras, para verificagdo do perfil proteico apresentado. Desta forma, foram

obtidas proteinas entre a faixa de pH de 3 a 10, concentradas com uma maior intensidade nas
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faixas de 37 a50 e 20 a 25 kDa. A Figura 16 apresenta o gel 2D obtido para a hemolinfa

sob condicdes redutoras.
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Figura 16. Gel de eletroforese bidimensional de hemolinfa de lagartas de L. obliqua.
Coloracdo por Coomassie coloidal; 100 pg de proteinas aplicados; Condigfes redutoras.

O emprego desta técnica foi realizado na intencdo de fornecer uma visdo geral do
perfil das proteinas encontradas na hemolinfa utilizada, de modo a auxiliar na escolha dos
parametros a serem utilizados nas técnicas de fracionamento cromatografico.

Ricci-Silva et al. (2008) verificaram em extrato de cerdas, por meio de eletroforese
bidimensional e revelacdo imunoquimica (immunoblotting), 153 spots em condi¢des nao
redutoras em uma faixa de pH de 3 a 10. A partir do sequenciamento por espectrometria de
massas de 24 destes spots, identificaram proteinas da cuticula, lipocalinas e serpinas, sendo
qgue a familia das lipocalinas, e em especial diferentes isoformas de Lopap foram as mais

abundantes. Os autores verificaram proteinas com massas menores que 10 até 105 kDa e um
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perfil complexo de distribuicdo de pl, onde a maior parte apresentou caracteristicas acido-
neutras, com 4<pl<7 e apenas 9 spots com caracteristicas alcalinas. Os resultados obtidos para
o perfil eletroforético da hemolinfa no presente estudo se assemelham aqueles encontrados
por Ricci-Silva et al. (2008) com o extrato de cerdas, ja& que a maior parte das proteinas
também apresentou caracteristicas 4acido-neutras, que tendem a aproximacdo do pH
fisioldgico de humanos. Esta caracteristica pode estar relacionada com a atividade enzimatica
observada nos envenenamentos.

Condic0es redutoras obtidas com o emprego de DTT podem produzir o deslocamento
das proteinas em relacdo a sua massa molecular, ja que este agente rompe a estrutura terciaria
das cadeias polipeptidicas levando a uma alteracdo das propriedades hidrodindmicas das
moléculas, podendo levar a uma migracdo eletroforética mais lenta (RICCI-SILVA et al.,
2008).

Se o proposito for a identificacdo das proteinas no gel, abordagens futuras poderiam
empregar intervalos de pH mais estreitos, entre 4 e 7, de forma a obter uma melhor separacao

das proteinas.

4.3 Proteinas identificadas a partir da abordagem Shotgun

Um total de 71 proteinas pdde ser identificado nas amostras de hemolinfa, sendo que
os trés lotes compartilhavam 34 delas. O Lote 1 apresentou 51 proteinas totais, sendo 9
exclusivas em relacdo aos outros lotes e 2 compartilhadas com o Lote 3 e 6 com o Lote 1. No
Lote 2 foram encontradas 56 proteinas, das quais 10 foram exclusivas e 6 foram comuns ao
Lote 1 e 6 ao lote 3. O Lote 3 apresentou um total de 46 proteinas, onde 4 delas foram

exclusivas, 2 foram encontradas também no Lote 1 e 6 no Lote 2.
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Em relacdo as fracbes, foram encontradas 40 proteinas no total, sendo 9 comuns aos 3
lotes. O Lote 1 apresentou 12 proteinas, sendo 2 exclusivamente e 1 compartilhada com o
Lote 3, mas nenhuma com o Lote 2. Ja o Lote 2 teve 32 proteinas identificadas, das quais 10
foram exclusivas e 13 compartilhadas com o Lote 3 e nenhuma com o Lote 2. No Lote 3
foram encontradas 28 proteinas, entre as quais 5 foram exclusivas, 13 em comum com o Lote
2elcomo Lote 1.

Considerando as amostras de hemolinfa e fracdo, um total de 76 proteinas diferentes
foi identificado: 71 na hemolinfa e 40 nas fracdes, sendo 34 em comum entre as duas
amostras, 5 identificadas apenas nas fracdes e 36 apenas na hemolinfa. Devido a
complexidade da amostra de hemolinfa, as proteinas que ndo foram identificadas na mesma,
mas foram encontradas nas fracGes, podem ser explicadas pelo fato de que devido ao maior
nimero de proteinas presentes na hemolinfa bruta, um namero proporcionalmente maior de
peptideos foi gerado. Na Figura 17 é apresentado o numero de proteinas identificadas na

hemolinfa e fracdes.

HBLI: 51 Fr LI 12

HBL2: 56 Fr L2 32

HBL3: 46 Fr L3 28
Total: 71 Total: 40

Figura 17. Diagrama de Venn demonstrando o numero de proteinas identificadas. A: na
hemolinfa bruta (HB) e B: na fracdo (Fr) de L. obliqua dos diferentes lotes e as proteinas
comuns e ndao comuns entre eles. (Pattern Lab for Proteomics - NCBI; entradas para
Lonomia; FDR = 1%). L: Lotes 1-3
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Na Tabela 6 sdo apresentadas as proteinas identificadas nas fraces e hemolinfa de
cada lote de amostra. Informacdes adicionais sdo encontradas nas tabelas do Apéndice A.

Tabela 6. Proteinas identificadas nas amostras de hemolinfa bruta e fracbes por meio de
abordagem shotgun.

Proteina FL1 FL2 FL3|HBL1 HBL2 HBL3

X
X
X

Proteina antiviral putativa [LO]

Hemolina [LO] (ABF21073.1)

Hemolina [LO] (ABF21071.1)

Hemolina [LO] (ABF21070.1)

Achelase | (proteinase fibrinolitica) [LA]

Inibidor de protease 7 [LO]

Inibidor de serino protease 3/4 (Serpina - 3/4) [LO]
Precursor de cistatina putativo 1 [LO]

Lipocalina 1 [LO]

Proteina de defesa putativa 1(DFP-1) [LO]
Proteina sensorial 1 [LO]

Fator ativador de profenoloxidase 1 (parcial) [LO]
Inibidor de serino protease 4 (parcial) [LO]
Proteina do tipo esterase 1 [LO]

Proteina hipotética 12 (parcial) [LO]

Hemolina [LO] (ABF21072.1)

Proteina hipotética 13 [LO]

Proteina sensorial 2 [LO]

Proteina de choque térmico 4 [LO]

Achelase 11 (proteinase fibrinolitica) [LA] X
Fator de alongamento 1 [LO] X
Proteina hipotética 22 (parcial) [LO] X
Proteina hipotética 31 [LO]

Proteina desconhecida 3

Cisteino peptidase 2 do tipo catepsina-B [LO]

Lectina 5 [LO]

Proteina do tipo serino protease putativa 2 [LO]
Tropomiosina 1 [LO] X
Lopap (Lipocalina-1/4; Ativador de Protrombina) X
Ferritina 1 [LO]

Lipocalina 4 [LO]

Proteina hipotética 38 [LO]
Proteina desconhecida 4

Inibidor de protease putativo 4 [LO]
Serino protease 7 [LO]

Proteina hipotética 4 [LO]
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37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

51

52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

76

Proteina hipotética 21 (parcial) [LO] X
Proteina desconhecida 6 X
Inibidor de protease 6 [LO]

Ativador de protrombina [LO]

Actina 1 [LO]

Proteina ribossomal 7 [LO]

Serpina 1 [LO]

Serpina 2 [LO]

Lectina 3 [LO]

Proteina hipotética 2 [LO]

Proteina hipotética 3 [LO]

Proteina hipotética 10 (parcial) [LO]
Proteina hipotética 11 (parcial) [LO]

Homologo da proteina tumoral traducionalmente
controlada (TCTP) [LO]

Cisteino peptidase 1 do tipo catepsina-L (parcial)
[LO]

Cadeia leve da miosina 1 [LO]

Lectina 1 imunolectina putative [LO]
Proteina hipotética 9 (parcial) [LO]
Proteina hipotética 23 (parcial) [LO]
Proteina LIM 1 [LO]

Serino protease 4 (parcial) [LO]
Inibidor de protease 1 [LO]

Proteina de choque térmico 1 [LO]
Proteina de choque térmico 3 [LO]
Proteina ribossomal 4 [LO]

Proteina ribossomal 5 [LO]

Proteina ribossomal 11 (subunidade maior) [LO]
Proteina ribossomal subunidade S19 [LO]
Serino protease 1 [LO]

Lectina 4 tipo C [LO]

Proteina hipotética 7 (parcial) [LO]
Proteina da cuticula 1 [LO]

Proteina da cuticula 4 [LO]

Serino protease 6 [LO]

Inibidor de protease 5 (parcial) [LO]
Proteina hipotética [LO]

Peptideo putativo secretado 30 [LO]
Serino protease 3 [LA]

Proteina dopa-decarboxilase putativa (parcial)
[LA] (ABW39097.1)
Proteina dopa-decarboxilase putativa (parcial)
[LA] (ABW39098.1)

X X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X

X X

X X X X X X

94

X X X X X X X X X X X

X

X

F L1-3: Fragdes dos lotes 1, 2 ou 3. HB L1-3: Hemolinfa bruta dos lotes 1, 2 ou 3. LA: Lonomia achelous; LO:
Lonomia obliqua.
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O scan dos peptideos ocorre em ciclos de 30 s e apenas 0s 8 mais intensos séo
selecionados para a fragmentacdo (aquisicdo dependente de dados). Sem uma separacao
prévia mais efetiva, na amostra bruta mais peptideos podem concorrer para a selecdo da
fragmentacdo dentro de um mesmo ciclo de aquisicdo, e assim, o sinal de peptideos com
menor intensidade pode ser suprimido em detrimento de outros, prejudicando desta forma sua
identificacdo. Corridas cromatogréaficas online com gradientes mais longos podem auxiliar a
minimizar essa limitacdo, porém a extensdo do gradiente de separacdo resulta em alargamento
dos picos, com diminuicdo da intensidade, em razdo da diminui¢do da concentracdo da
amostra. Grande parte de estudos de proteomas sdo realizados em gradientes de 60 a 90 min,
todavia, a extensdo dos gradientes permite um aumento do nimero de eventos MS2
(fragmentacdes) e consequentemente uma ampliacgdo do numero de identificacdes,
possibilitando o sequenciamento de novos peptideos. Um maior tempo de separacdo
possibilita uma menor chance de co-eluicdo de peptideos (efeito de supressdo de ions), com
aumento da intensidade dos picos e maior sensibilidade de deteccdo, favorecendo que
peptideos menos abundantes e presentes em menores concentracfes sejam identificados
(RESENDE, 2013). Partindo deste principio, as amostras das fracGes, caracterizadas por ja
apresentarem separacao prévia pelo fracionamento cromatografico anterior, foram submetidas
a uma analise com um gradiente de 120 min, enquanto a hemolinfa bruta, com uma
complexidade esperada da mistura maior, foi analisada em um gradiente de 360 min.

Etapas de purificacdo das amostras como o fracionamento cromatografico prévio
também consistem uma estratégia neste mesmo sentido. Deste modo, a cromatografia de troca
ibnica a que foi submetida a hemolinfa bruta para a obtencdo das fragdes permitiu que 5
proteinas fossem identificadas apenas nas frag@es, evidenciando esta vantagem. Na hemolinfa

foram identificadas 36 proteinas que ndo foram encontradas nas fracbes, porém, para este
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estudo, foi utilizada apenas uma fracdo cromatogréafica de cada lote, portanto, se analisadas as
demais fracOes, contemplando a totalidade do fracionamento da amostra, haveria a
possibilidade de serem identificadas proteinas adicionais, alem destas.

A Tabela 7 demonstra as quantidades das proteinas identificadas de cada amostra
neste estudo, com base nas contagens espectrais, onde a abundancia das mesmas é
apresentada em escala de cor que vai do verde ao vermelho.

Tabela 7. Heat map demonstrando a abundéncia das proteinas com base na contagem
espectral.

Proteina FL1 FL2 FL3 |HBL1 HBL2 HBL3

Proteina antiviral putativa [LO] 10 487 154 575 -T
Proteina de defesa putativa 1(DFP-1) [LO] 141 28 11 81 15
Proteina de choque térmico 1 [LO] 16

Proteina de choque térmico 3 [LO] 28 -
Proteina de choque térmico 4 [LO] 368 97 54
Proteina sensorial 1 [LO] 67 96 36
Proteina sensorial 2 [LO] - 8 5

Hemolina [LO] (ABF21073.1) 61 423 154
Hemolina [LO] (ABF21071.1) 176 733 482 78 589 204
Hemolina [LO] (ABF21070.1) 196 604 571 98 402 153
Hemolina [LO] (ABF21072.1) 561 595 97 409 -

Actina 1 [LO]

Cadeia leve da miosina 1 [LO]

Tropomiosina 1 [LO]

Fator de alongamento 1 [LO]

Ferritina 1 [LO]

Proteina ribossomal 4 [LO]

Proteina ribossomal 5 [LO]

Proteina ribossomal 7 [LO]

Proteina ribossomal 11 (subunidade maior) [LO]
Proteina ribossomal subunidade S19 [LO]
Proteina da cuticula 1 [LO]

Proteina da cuticula 4 [LO]

Proteina LIM 1 [LO]

Serino protease 1 [LO]

Proteina do tipo serino protease putativa 2 [LO]
Serino protease 3 [LA]

Serino protease 4 (parcial) [LO]

84 85 32
4 4
10



Serino protease 6 [LO]

Serino protease 7 [LO]

Achelase | (proteinase fibrinolitica) [LA]
Achelase Il (proteinase fibrinolitica) [LA]
Fator ativador de profenoloxidase 1 (parcial) [LO]
Inibidor de protease 1 [LO]

Inibidor de serino protease 3/4 (Serpina - 3/4) [LO]
Inibidor de serino protease 4 (parcial) [LO]
Inibidor de protease putativo 4 [LO]
Inibidor de protease 5 (parcial) [LO]
Inibidor de protease 6 [LO]

Inibidor de protease 7 [LO]

Serpina 1 [LO]

Serpina 2 [LO]

Precursor de cistatina putativo 1 [LO]
Lipocalina 1 [LO]

Lipocalina 4 [LO]

Lopap (Lipocalina-1/4; Ativador de Protrombina)
Lectina 1 imunolectina putative [LO]
Lectina 3 [LO]

Lectina 4 tipo C [LO]

Lectina 5 [LO]

Proteina hipotética [LO]

Proteina hipotética 2 [LO]

Proteina hipotética 3 [LO]

Proteina hipotética 4 [LO]

Proteina hipotética 7 (parcial) [LO]
Proteina hipotética 9 (parcial) [LO]
Proteina hipotética 10 (parcial) [LO]
Proteina hipotética 11 (parcial) [LO]
Proteina hipotética 12 (parcial) [LO]
Proteina hipotética 13 [LO]

Proteina hipotética 21 (parcial) [LO]
Proteina hipotética 22 (parcial) [LO]
Proteina hipotética 23 (parcial) [LO]
Proteina hipotética 31 [LO]

Proteina hipotética 38 [LO]

Proteina desconhecida 3

Proteina desconhecida 4

Proteina desconhecida 6

Ativador de protrombina [LO]

Peptideo putativo secretado 30 [LO]

Homologo da proteina tumoral traducionalmente
controlada (TCTP) [LO]
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Proteina do tipo esterase 1 [LO] 0 5 11

Cisteino peptidase 1 do tipo catepsina-L (parcial) 0 0 0 6

[LO]

Cisteino peptidase 2 do tipo catepsina-B [LO] 0 7 25 0 15
Proteina dopa-decarboxilase putativa (parcial) 0 0 0 0

[LA] (ABW39097.1)

Proteina dopa-decarboxilase putativa (parcial) 0 0 0 0 0
[LA] (ABW39098.1)

12
11

F L1-3: FragBes dos lotes 1, 2 ou 3. HB L1-3: Hemolinfa bruta dos lotes 1, 2 ou 3. LA: Lonomia achelous; LO:
Lonomia obliqua. Os valores marcados em verde representam as proteinas ausentes, em amarelo as menos
abundantes, em vermelho as mais abundantes, e em tons de intensidade crescente entre o amarelo, laranja e
vermelho as de abundancia intermediaria, das com menor para as de maior abundancia, respectivamente.

Quanto maior a abundancia de uma proteina em uma amostra, maior 0 nimero de
peptideos da mesma que serdo produzidos a partir da digestdo proteolitica. Sendo assim,
peptideos em maior quantidade na amostra foram selecionados para MS2 com maior
frequéncia, gerando um maior nimero de contagens espectrais. Desta forma, as contagens
espectrais permitem uma quantificacdo sem marcadores (label free) e o niUmero de contagens
espectrais para cada proteina é proporcional a abundancia da mesma na amostra (LIU et al.,
2004). Na abordagem label free, cada amostra é analisada em aquisicdes LC-MS/MS
individuais e a abundancia dos peptideos € entdo alinhada entre as diferentes corridas
cromatograficas, ja que um mesmo peptideo poderd ndo estar presente em um mesmo scan
MS1 em corridas distintas, produzindo discrepancias nos tempos de reten¢ao.

No presente estudo, foram identificadas predominantemente na fracdo cromatografica
serino proteases (45%) e hemolinas (38%), seguidas por inibidores de proteases (7%) e
proteina antiviral (5%). Proteinas sensoriais, proteinas do choque térmico, cisteino proteases e
lectinas, entre outras também foram identificadas, de forma menos expressiva.

Em relacdo a hemolinfa, foi identificada a predominéncia da proteina antiviral (24%) e
de serino proteases (23%), sequidas por hemolinas (16%) e inibidores de proteases (10%).

Com menor representatividade, também foram identificadas proteinas do choque térmico,
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serpinas, proteinas sensoriais, oxidoredutases, lectinas, liases e ribonucleases. Ainda, outras
proteinas representaram em conjunto 20% do total, e referem-se de forma geral a proteinas
estruturais ou envolvidas em funces metabdlicas. Na Figura 18 a distribui¢do dos grupos de

proteinas identificados na hemolinfa e fragdes € apresentada.

A Hemolinfa

Proteinas de

choque Cisteino
térmico proteases
3% Hemolinas <1%
16%

Sensoriais ___
1%

Serpinas

2%

Ribonucleo

proteinas Oxido

<1% redutases Liases Lectinas
1% <1% <1%

B Fracoes

Hemolinas
38%
Proteinas de
choque
térmico
1%
Sensoriais

proteases Antiviral  proteases Lectinas

<1% 5% 7% <1%
Figura 18. Distribuicdo das proteinas identificadas nas amostras de A: Hemolinfa e B:
FracGes, por shotgun. Semi-quantificacdo baseada no nimero de contagens espectrais.
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Neste estudo, destaca-se a representatividade da presenca das hemolinas, que sédo
relacionadas ao sistema imune e ao desenvolvimento dos lepidopteros. Estas proteinas séo
capazes de ligar lipopolissacarideos, sendo reguladas para cima na hemolinfa durante
infeccdes do inseto, bem como durante a metamorfose (ALVAREZ-FLORES et al., 2011).
Serino proteases e inibidores de proteases estdo entre as proteinas de carater majoritario,
concordando com os achados de Terra (2010).

A criacdo do banco de dados foi uma estratégia usada para reduzir o espaco de busca e
otimizar o processo de identificacdo de proteinas, assim, este foi construido a partir das
entradas para o género “Lonomia” no NCBI (RESENDE, 2013).

Na quantificacdo por abordagem label free, a normalizacdo dos dados é importante
para que interferéncias oriundas de variabilidades técnicas como instabilidade do
electrospray, supressdo idnica de amostras, alteracdes do enchimento de ions do orbitrap,
entre outras, sejam minimizadas e ndo afetem significativamente o resultado.

Os organismos de L. obliqua ndo possuem genoma sequenciado e os dados de
sequéncias de aminoacidos das proteinas encontrados nos bancos de dados sdo provenientes
principalmente de estudos transcriptomicos (VEIGA et al.,, 2005). Sendo assim, a
identificacdo de proteinas em amostras do inseto por abordagem shotgun é prejudicada pela
limitada abrangéncia dos dados contidos nos bancos de dados para esta espécie.

N&o ha uma definicdo formal ou consenso que esclareca as diferencas entre proteinas
hipotéticas, putativas e desconhecidas, mas assume-se que as primeiras retratam sequéncias de
aminoéacidos para as quais ndo ha prova experimental de que realmente constituam proteinas,
enguanto que as putativas sejam reconhecidamente proteinas, mas para as quais carece a
comprovacao experimental de funcdo. Por ultimo, as proteinas desconhecidas compreendem

proteinas para as quais ndo se conhece fungdo (LIBERMAN, 2004).
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Na Tabela 8 sdo apresentados os perfis de peptideos e proteinas identificados nas

fracdes e hemolinfa dos diferentes lotes.

Tabela 8. Perfil de peptideos e proteinas identificados por NanoLC-LQT-Orbitrap para as
fragdes purificadas e hemolinfa bruta de L. obliqua.
Peptideos Totais Peptideos Unicos Proteinas Totais

Fracdo L1 84 50 12
Fracdo L2 530 309 32
Fracdo L3 522 305 28
Hemolinfa L1 526 462 51
Hemolinfa L2 830 680 56
Hemolinfa L3 612 504 46

Peptideos identificados por Pattern Lab for Proteomics (NCBI; entradas para Lonomia;
FDR=1%).

A quantidade de peptideos unicos inferior a de peptideos totais refere-se a redundancia
que ocorre no sequenciamento de peptideos em muitos scans (RESENDE, 2013).

Programas de predicéo de genes permitem localizar regides codantes do genoma, cujas
sequéncias proteicas tedricas sdo depositadas nos bancos de dados publicos como proteinas
hipotéticas. Desta forma, numerosas proteinas classificadas como hipotéticas podem ser
encontradas, ja que a quantidade de sequéncias identificadas ocorre desproporcionalmente a
capacidade de verificacdo experimental dos dados (LIBERMAN, 2004).

Estudos mais abundantes foram dirigidos ao extrato de cerdas, que contém o veneno
produzido pela lagarta e que € injetado nas vitimas. Porém, Terra et al. (2010) identificaram
que Vvarias proteinas presentes nesta matriz eram comuns aquelas encontradas na hemolinfa

desses insetos.
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A hemolinfa consiste de um fluido extracelular aquoso, levemente acido, responsavel
pelo transporte de hormonios, substratos e produtos finais de catabolismo em insetos. Outras
funcdes, tais como auxiliar na locomogéo e fornecer forca hidrostatica para a manutencéo da
forma corporal sdo também conhecidas. lons inorganicos, aminoécidos livres, peptideos
bioativos, proteinas e acucares (principalmente o dissacarideo trealose) fazem parte das
principais substancias descritas como componentes desta matriz (NATION, 2001).

Dentre as proteinas, estdo incluidos diferentes tipos de enzimas, proteinas antifungicas
e antibacterianas, proteinas transportadoras de substancias hidrofébicas e outras. Células
livres também fazem parte da hemolinfa de insetos e o maior representante destas estruturas
sdo os hemdcitos, implicados principalmente em fungdes imunes (NATION, 2001).

O metabolismo dos oOrgdos e tecidos destes animais é refletido na hemolinfa que
circula entre os mesmos. Sendo assim, alteracbes metabolicas discretas podem subsidiar
adaptacdes e especializacdes e podem proporcionar mudangas no conteudo de proteinas da
hemolinfa. O padrdo de aminoacidos livres é altamente varidvel dentro de uma familia ou
género e reflete o balanco entre sintese e degradacdo destes e também a necessidade de
manter o equilibrio osmdtico ou ainda serve como base para a sintese de proteinas
(WHITMORE & GILBERT, 1974). Desta forma, sexo, idade, estagio de desenvolvimento,
dieta, atividade, entre outros, sdo fatores que podem determinar celularidade e composicdo
quimica distintas da hemolinfa.

Em estudo conduzido com Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae), o perfil da
composicdo da hemolinfa mostrou-se alterado significativamente em relacdo a idade da
lagarta, onde a concentracdo de alguns aminoacidos decresce ao passo que de outros se eleva,
demonstrando também alteragdes quantitativas (ROMAN & JEGOROV, 1991). Whitmore e

Gilbert (1974) verificaram que em Philosamia cynthia (Lepidoptera: Saturniidae) a
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concentracdo proteica da hemolinfa aumenta com o desenvolvimento larval, mas por outro
lado, o conteudo de proteinas verificado nos adultos € muito inferior aquele relativo a pupa.

Ainda, em termos quantitativos, de uma maneira geral, a concentracdo de proteinas e
aminoacidos livres totais presente na hemolinfa dos lepidopteros foi relacionada como
dependente da dieta dos mesmos (ORTEL, 1995).

Variagdes qualitativas podem ocorrer também no padrdo proteico observado durante
as etapas de desenvolvimento dos saturnideos. Proteinas presentes na hemolinfa do estagio
larval podem néo estar presentes na fase de pupa, bem como algumas da pupa podem néo ser
encontradas nos insetos adultos. Contudo, podem ser encontradas proteinas comuns entre
estes estagios distintos do ciclo biolégico (WHITMORE & GILBERT, 1974).

Roman e Jegorov (1991) identificaram ainda a influéncia da temperatura na
composicdo de aminoacidos da hemolinfa. Os autores verificaram que a exposicdo a baixas
temperaturas de Galleria mellonella L., mesmo por curtos periodos, provocou uma rapida
alteracdo, provavelmente devida a capacidade de um ajustamento fisioldgico agil, que permite
ao inseto a sobrevivéncia em situacbes como um choque frio, onde os aminoacidos poderiam
estar relacionados a crioprotecao.

Estresse térmico pode gerar também produtos de estresse oxidativo pela alteracdo do
balanco redox em larvas de Chilo suppressalis (Lepidoptera: Pyralidae). Em resposta, 0s
insetos podem responder com a producdo de enzimas antioxidantes e sintese de Hsp70 (Heat
Shock Protein 70), no intuito de prevenir a apoptose excessiva produzida sob condicGes de
estresse (CUl et al., 2011).

Imediatamente apOs a coleta, a hemolinfa se apresentou como um fluido amarelo
cristalino, que rapidamente escurece, adquirindo coloragdo verde-escura a marrom-

esverdeado. Fato este, provavelmente devido a presenca de fenoloxidases na mesma, como é
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comum na maioria dos insetos. Estes compostos atuam principalmente na esclerotinizacdo da
cuticula e protecdo contra organismos invasores, sendo responsaveis pela conversdo de uma
variedade de fenois a quinonas (NATION, 2001).

Os insetos foram coletados em diferentes posicdes geograficas, da natureza,
alimentando-se de espécies vegetais distintas e pertencentes ao mesmo estagio larval. Ainda,
os mesmos foram coletados em datas diferentes, fato este que distingue as condicOes
climaticas enfrentadas ao longo do desenvolvimento entre os diferentes lotes. As localiza¢des
geograficas diversas podem fornecer exposicdo a fatores ambientais também diversos e
variaveis, como predadores, parasitas, poluentes ambientais, umidade, luminosidade, pressdo
atmosférica, composicdo quimica dos vegetais que lhes servem de alimento, entre outros.
Desta forma, a divisdo dos animais na obtencdo das amostras para analise teve por principio
verificar a hipotese de que estas caracteristicas podem exercer influéncia na composicdo
proteica da hemolinfa. Assim, a avaliacdo dos lotes individualmente mostrou diferencas na
composicao proteica, que podem indicar relacdo com os fatores descritos.

O congelamento das lagartas para a coleta da hemolinfa pode ter conferido alguma
alteracdo na composicdo da hemolinfa, em funcdo da resposta rapida do inseto a este tipo de
estimulo. No entanto, considerando que o mesmo tratamento foi dado aos trés lotes de
amostra, ndo se espera prejuizo do comparativo. Por outro lado, o congelamento poderia
reduzir o estresse da coleta em relacdo ao procedimento no animal vivo, pela atividade
enzimatica ser reduzida a baixas temperaturas.

Em estudo desenvolvido por Terra et al. (2010), os inibidores de proteases foram as
proteinas predominantes encontradas na hemolinfa de lagartas de 6° instar de L. obliqua,
representando 62% das proteinas totais, seguido pelas serino proteases com 36%, lipocalinas e

lecitinas com 1% cada e melaloproteases, presentes em quantidade inferior a 1%. Os autores
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compararam as amostras de hemolinfa e extrato de cerdas, encontrando um perfil similar entre
ambas, com 0 grupo majoritario representado também pelos inibidores de proteases (51%),
seguido agora pelas lipocalinas (34%). As serino proteases foram encontradas em quantidade
inferior aquela da hemolinfa no extrato de cerdas, representadas por 14% do total. Foram
ainda identificadas em menor quantidade metaloproteases (1%), lecitinas, fosfolipases,
bloqueadores de canais de calcio e do tipo fator de coagulacdo (em quantidade inferior a 1%
cada).

Dentre as diversas atividades bioldgicas encontradas para compostos oriundos de L.
obliqua, uma delas foi de particular interesse neste trabalho. Entre os estudos que tem
evidenciado as propriedades de substancias provenientes da hemolinfa de insetos esta a
capacidade de inibirem a apoptose induzida por diferentes indutores, em cultivos celulares de
insetos e de mamiferos (RHEE et al., 2013; VIEIRA et al., 2010; MENDONCA et al., 2008;
SOUZA et al., 2005; MARANGA et al., 2003; CHOI et al., 2002; KIM et al., 2001; RHEE &
PARK, 2000).

Com base na propriedade antiapoptotica demonstrada anteriormente, relacionada ao
fato do aumento da apoptose em células neuronais no envelhecimento e patologias
neurodegenerativas, este trabalho buscou verificar a reproducdo da referida propriedade em
neurdnios hipocampais de ratos in vitro. Para este propoésito, a hemolinfa, caracterizada como
uma mistura complexa foi submetida a uma etapa de fracionamento. Deste modo, o objetivo
deste procedimento foi obter compostos mais separados a fim de permitir a maior

aproximacdo possivel do(s) composto(s) responsavel(is) pelo efeito observado.
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4.4 Citotoxicidade da Hemolinfa e Fracdo em Cultivo Primario Hipocampal

Embrionario

Neste estudo, cultivos primarios de células hipocampais foram expostos a diferentes
concentracdes de Hemolinfa Bruta e de Fragdo, por diferentes periodos, com o objetivo de
determinar se, nas condicOes testadas, as amostras apresentavam reducdo da viabilidade
celular. O resultado obtido permitiu estabelecer as concentracfes e tempos de exposicado que
ndo reduziram a viabilidade no tipo celular em estudo quanto ao efeito antiapoptotico.

A hemolinfa bruta produziu reducdo significativa (p<0,05) do metabolismo
mitocondrial em relacdo ao controle ap6s exposi¢do por 1 h na concentracdo de 5%, ao passo
que esta reducao foi maior (p<0,001) para as concentracdes de 0,25, 0,5, 1,0 e 2,0% quando o
tempo de exposicao foi de 2 h.

Ja a fracdo purificada ocasionou reducdo significativa (p<0,05) da viabilidade celular
em relacdo ao controle nas concentracfes de 0,5, 1,0 e 2,0% na exposicdo por 1 h. Apds a
exposicdo por 2 h, as concentracdes de 1,0 e 2,0% causaram reducdo significativa de
viabilidade (p<0,05 e p<0,01 respectivamente).

Diante dos resultados obtidos, as concentracfes escolhidas para o tratamento dos
cultivos celulares primarios hipocampais embrionarios neste trabalho foram as de 0,05 e 0,1%
(v/v) tanto para hemolinfa bruta, como para fracdo purificada, ja que estas ndo produziram
diferenca significativa de viabilidade celular em relacdo ao controle. A concentracdo de 1%
descrita em estudos anteriores com outros tipos celulares mostrou-se toxica para células
primarias hipocampais com reducdo significativa da viabilidade celular em relacdo ao

controle.
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A Figura 19 representa o resultado dos ensaios de viabilidade celular pelo método da

reducdo do MTT.
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Figura 19. Viabilidade celular em diferentes concentragdes de hemolinfa bruta e fracéo
purificada pelo método de reducdo do MTT em cultura primaria hipocampal embrionaria.
CTRL: Controle; Hb: Hemolinfa Bruta; Fr: Fracdo (ANOVA e comparacdo multipla de
Newman-Keuls, *p< 0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 em relacdo ao controle).

Neurdnios isolados em cultura tém sido usados como modelo para a investigacao dos

mecanismos farmacologicos das a¢des de toxinas in vivo (SILVA et al., 2006). Carvalho et al.

(2014) utilizaram culturas primarias hipocampais de ratos na avaliagdo da neurotoxicidade
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produzida por fosfolipases do veneno de uma serpente e constataram que a mesma produz
morte celular com caracteristicas mistas de apoptose, necrose e autofagia. Neurotoxicidade
em neurdnios hipocampais em cultura também foi investigada em estudo por Garcia et al.
(2012). Os autores verificaram neurotoxicidade em células tratadas com cocaina e um produto
de sua pirdlise, sendo que o potencial neurotoxico foi maior para este ultimo. A acdo
neuroprotetora de moléculas também pode ser avaliada em cultivos neuronais hipocampais,
como no estudo desenvolvido por He et al. (2014) que verificou este efeito com ginsenoside
Rgl.

A Figura 20 apresenta imagens em microscopio de culturas priméarias hipocampais
embrionarias em diferentes estagios de diferenciacdo. Os ensaios de viabilidade celular foram
desenvolvidos no 7° dia de cultivo, onde pode ser observada a presenca de ramificacdes

neuriticas.

Figura 20. Células hipocampais embrionarias de ratos em cultura, com diferentes estagios de
diferenciacdo. A: dia O de cultivo; B: 3° dia de cultivo; C: 7° dia de cultivo (GARCIA et al.,
2012).

Maranga et al. (2003) obtiveram concentragdes maximas de células vidveis 2 a 3 vezes
maiores que o controle quando culturas de células de inseto Sf-9 foram suplementadas com

1% de hemolinfa (v/v). Os autores testaram concentracfes de 1, 2 e 5% (v/v) sendo que a

concentracdo de 5% apresentou efeito tdxico. O efeito antiapoptético em culturas de células
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Sf-9 obtido por Souza et al. (2005) também utilizou a concentracdo de 1% de hemolinfa.
Concentracdo de 1% ainda foi usada em estudo de suplementacdo de células CHO-K1, onde
da mesma forma a hemolinfa proporcionou efeitos positivos ao cultivo, como aumento da
concentracdo maxima de células e produtividade maxima.

Considerando que neste estudo foram utilizadas culturas celulares primarias, cujas
células foram retiradas do ambiente fisiologico e adaptadas para a sobrevivéncia em cultura
por curtos periodos e desta forma mais sensiveis que as linhagens celulares imortalizadas, 0s
cultivos foram testados para concentracdes diferentes além das anteriormente descritas quanto
a toxicidade da hemolinfa. Ainda, a utilizacdo de células de outra espécie animal e de tecido
distinto foi ponderada. O mecanismo pelo qual a hemolinfa exerce seu efeito no aumento e
prolongamento da viabilidade celular em cultura ainda ndo foi completamente esclarecido, de
forma que ainda é desconhecida a interacdo desta com receptores celulares, que podem variar
qualitativamente e quantitativamente em indmeras condigdes, incluindo tecido de origem,

espécie e estimulos do ambiente celular.

4.5 Efeito da Hemolinfa e Fracdo em células tratadas com perdxido de hidrogénio

(H202)

O metabolismo mitocondrial das células tratadas com hemolinfa bruta 0,05% e 0,1%
por 1 h e posteriormente submetidas a inducdo de apoptose com H,0, 10 pumol L™ foi
significativamente reduzido (p<0,01) quando comparado com o controle sem inducdo de
apoptose. Porém, quando comparado ao controle com inducdo de apoptose na mesma
concentracdo de H,O,, ndo houve diferenca significativa. A viabilidade de células tratadas

com hemolinfa bruta 0,05% e 0,1% por 1 h com apoptose induzida por H,0, 30 umol L™
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também apresentou reducédo significativa (p<0,001) em relacdo ao controle sem tratamento
com H,0, e hemolinfa, mas também ndo houve diferenca significativa quando a comparagéo
foi feita com o controle com inducgéo de apoptose com a mesma concentracao de H,O,.

O tratamento dos cultivos com fragdes 0,05% e 0,1% por 1 h e H,0, 10 pmol L™
produziram reducdo significativa (p<0,001 e p<0,01 respectivamente) do numero de células
viaveis no comparativo com o controle ndo tratado, bem como para o tratamento com fracdes
0,05% e 0,1% por 1 h e H,0, 30 pmol L™ (p<0,001). N&o houve diferencas significativas na
comparacdo entre as fracdes e o controle tratado com H,0O, 10 umol L™, tampouco entre as
fragdes e o controle tratado com H,0, 30 pmol L.

N&o se espera multiplicacdo de células neuronais em cultura nas condicdes descritas
neste estudo. Desta forma, foi explorado o efeito do tratamento prolongado por 24 h tanto
para a hemolinfa como para a fracdo, considerando o mesmo numero celular. O tratamento
com 0,05% de hemolinfa e H,0, 10 pmol L™ ndo apresentou diferenca estatistica em relacio
ao controle néo tratado e tratado com H,0, 10 umol L™. Quanto ao tratamento com 0,1% de
hemolinfa e H,0, 10 umol L™, este apresentou reducdo significativa (p<0,001) da viabilidade
celular em relagdo ao controle ndo tratado e ao controle tratado com H,0, 10 umol L*
(p<0,05). Este fato pode estar associado a inducdo de um aumento da atividade mitocondrial
apos dano celular e ndo necessariamente a um aumento de viabilidade celular, ja que o H,0O, €
um indutor de estresse oxidativo bem estudado em células. Neste caso, a investigacdo da
viabilidade celular apds um periodo maior da exposicdo ao agente oxidante poderia fornecer
resultados compativeis com o dano.

Células tratadas com 0,05% e 0,1% de hemolinfa por 24 h e H,0, 30 umol L™ tiveram

viabilidade celular significativamente reduzida (p<0,001) em relacdo ao controle ndo tratado e
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ndo foi estatisticamente diferente quando a comparacdo foi feita em relacdo ao controle
tratado com H,0, 30 pmol L™

Fragdes 0,05% e 0,1% (24 h) e H,0, 10 umol L™ adicionados aos cultivos nido
geraram diferenca estatistica em relacdo ao controle ndo tratado, porém, houve aumento da
viabilidade celular em relagdo ao controle tratado com H,0, 10 pmol L™ (p<0,05 e p<0,01,
respectivamente). Os tratamentos com fragdes 0,05% e 0,1% por 24 h e H,0, 30 pmol L™
resultaram em reducéo significativa de células viaveis (p<0,001) em relacdo ao controle ndo
tratado.

A fracdo 0,05% e H,0, 30 pmol L™ produziu células viaveis em ndmero
proporcionalmente maior (p<0,05) em relagdo ao controle tratado com H,0, 30 umol L™
quando adicionada & cultura, ao passo que o tratamento fracdo 0,1% e H,0, 30 pmol L™ nio
apresentou diferenca significativa neste mesmo comparativo. Os resultados sdo apresentados

nos graficos da Figura 21.
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Figura 21. Viabilidade celular apds exposicdo das culturas primarias hipocampais a
diferentes concentraces de HB e Fr pelos periodos de 1 e 2 h e subsequente exposi¢do ao
H.O, por 30 min. Avaliacdo pelo método de reducdo do MTT. CTRL: Controle; H,0,:
peroxido de hidrogénio; HB: Hemolinfa Bruta; Fr: Fracdo (ANOVA e comparagdo multipla
de Newman-Keuls; *p< 0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 em relacdo ao controle).

Em estudos in vitro, o tratamento de culturas de células neuronais com baixas
concentracdes de H,O, produz morte celular por apoptose, 0 que possibilita sua utilizagdo
como modelo experimental para estudo de mecanismos de toxicidade neuronal e de
estratégias de protecdo frente ao dano oxidativo envolvido em condi¢Bes neurodegenerativas
(WHITTEMORE et al., 1995; CHEN et al., 2009).

O presente estudo descreve pela primeira vez a avaliagdo do efeito da hemolinfa e
fracdo de L. obliqua sobre a viabilidade celular de células neuronais de cultivo primario. Os
resultados preliminares revelam que o tratamento de cultivos embrionarios primarios de
neurdnios hipocampais de ratos Wistar com fracdo cromatografica por 24 h, posteriormente

expostos ao H,O, por 30 min, apresentaram maior viabilidade celular em relacéo ao controle

positivo, tratado apenas com o agente indutor H,O,, porém tiveram reducdo significativa do
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metabolismo mitocondrial quando comparados ao controle sem inducao oxidativa. As demais
condicdes e concentracdes de tratamento testadas ndo produziram evidéncias de que a
hemolinfa e fragdes tenham produzido efeito neuroprotetor.

A morte de células neuronais observada em condi¢des neurodegenerativas tem sido
associada a dano por estresse oxidativo, resultado da observacéo de elevadas concentracGes de
H,O, em regides do cérebro envolvidas nestas condi¢bes, como nas doencas Alzheimer e
Parkinson, em que neurdnios do hipocampo, cortex cerebral e frontal e dopaminérgicos da
substancia nigra sdo afetados, respectivamente (WHITTEMORE et al., 1995; MATTSON,
2000; GIASSON et al., 2002).

Na hemolinfa de L. obliqua foi descrita a presenca de uma proteina antiapoptotica, que
promoveu 0 aumento da viabilidade celular em culturas Sf-9 tratadas com 1% (v/v) de
hemolinfa ou fracdo cromatografica, posteriormente submetidas a privacdo de nutrientes e
tratamento com o agente indutor de apoptose actinomicina D (SOUZA et al., 2005). O mesmo
comportamento foi observado quando Maranga et al. (2003) utilizaram hemolinfa e fracdes
cromatograficas (1% v/v) como suplementacdo de meios de cultura em cultivos de células Sf-
9. A suplementacdo do meio de cultura com hemolinfa ou fracGes semi-purificadas (1% v/v)
por 1 h também promoveu protecdo contra morte celular induzida por estresse oxidativo com
tert-butil hidroperdxido (t-BHP), H,O, e infeccdo por baculovirus em cultura de células Sf-9
(VIEIRA et al., 2010).

Mendonca et al. (2007) verificaram o efeito antiapoptético da hemolinfa e fracdes (1%
v/v) em culturas celulares de inseto e humanas (Sf-9 e HEK-293, respectivamente) apds o
tratamento com os indutores de apoptose t-BHP, H,0O, e baculovirus. No mesmo estudo, 0s
autores evidenciaram que o tratamento com hemolinfa e fragdes produziu a manutencéo de

um alto potencial eletroquimico na membrana mitocondrial das células, evitando assim o



114

aumento de permeabilidade da mesma e a consequente liberacdo de citocromo ¢ para o
citosol, inibindo a sinalizacdo para esta via de apoptose e resultando no prolongamento da
vida celular. Desta forma, este estudo sugere que a acao antiapoptética da hemolinfa e fracdo
possa estar associada a uma acgéo direta sobre as membranas mitocondriais.

Heinen et al. (2014) observaram que 0 extrato aquoso de cerdas de L. obliqua
promoveu um aumento na viabilidade e proliferacdo celulares de linhagens U-138MG (glioma
humano) e HT-29 (cancer colo-retal humano) em cultivo. Por outro lado, verificaram um
decréscimo drastico da viabilidade de linhagem de células V-79 (fibroblastos de hamster
chinés). Ainda, os mesmos autores encontraram que a proteina antiapoptética purificada
conforme Souza et al. (2005) produziu um forte efeito protetor em células V-79, o que ndo foi
notado nas células U-138MG e HT-29 expostas ao mesmo tratamento. O referido estudo
evidencia que o comportamento celular difere em relacdo ao tipo de célula exposto ao mesmo
tratamento com hemolinfa e proteina antiapoptética, o que é sugerido estar atribuido a
distintos receptores e/ou vias de sinalizacdo celulares envolvidos. Com base nos dados
observados, 0s pesquisadores sugerem gue no veneno estdo presentes agentes pro e anti-
proliferativos, os quais agem distintamente em tipos celulares diversos.

O efeito que a proteina antiapoptdtica produz em uma variedade de células que véo de
insetos a mamiferos, incluindo humanas, frente a inducédo de apoptose por varios mecanismos
(fisicos, quimicos e bioldgicos) sugere que esta possa atuar em alguma via conservada da
apoptose. Em células tumorais, a resposta foi diferente aquela observada nas células normais,
0 que pode sugerir a alteracdo das vias de apoptose das células anémalas, em que a proteina
poderia estar atuando (HEINEN et al., 2014).

Chudzinski-Tavassi et al. (2010) inferem que lipocalinas de L. obliqua podem estar

implicadas em sobrevivéncia celular durante o fenémeno de metamorfose do inseto e
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demonstraram que um peptideo sintético baseado em lipocalinas de um inseto promoveu
atividade citoprotetora em leucdcitos e células endoteliais submetidas a privacdo de
nutrientes.

Lopap também foi descrita por Fritzen et al. (2005) como molécula capaz de produzir
aumento da viabilidade celular de forma dependente de concentragdo em HUVECs privados
de soro. O efeito antiapoptotico poderia estar relacionado neste caso, a regulacdo da expressédo
de moléculas de NO, que é um fator protetor do endotélio, inibindo a apoptose.

A forma recombinante da proteina Losac (rLosac) apresentou as mesmas propriedades
qgue a forma nativa, quando testada em HUVECs, em relacdo a inducdo de proliferacdo e
sobrevivéncia celulares e liberacdo de mediadores hemostaticos em células endoteliais como
NO e t-PA (ativador de plasminogénio tecidual). Em células neuronais de ganglio da raiz
dorsal, porém, o tratamento com rLosac ndo produziu efeitos proliferativos, tampouco
morfologicos. Ja em fibroblastos (FN-1), a rLosac apresentou atividade citoprotetora quanto a
inducdo de apoptose por privacao de soro (ALVAREZ-FLORES et al., 2012).

Estudos adicionais no intuito de verificar proteinas expressas pelos cultivos tratados
com as amostras poderiam indicar se fatores como diferencas na adaptacdo das células
provenientes de tecidos de animais isogénicos para a condicdo in vitro poderiam estar
relacionados aos resultados obtidos. Além disso, ainda é desconhecida a interacdo da proteina
antiapoptdtica com receptores celulares especificos, que podem ndo estar presentes ou nao
estarem disponiveis em quantidades suficientes para a manifestacdo dos efeitos nas células
estudadas. A propria estrutura da proteina responsavel pelo efeito antiapopt6tico permanece
sem ter sido elucidada e desta forma a previsdo de sua susceptibilidade a degradagdo ou

inativacdo também fica comprometida.
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Como demonstrado neste estudo, a composi¢do proteica de venenos animais como 0
de L. obliqua pode apresentar variacOes qualitativas e quantitativas intraespécie, quando
comparados animais de origens distintas e por consequéncia expostos a fatores ambientais
diversos. A concentracdo de ions livres presentes naturalmente na hemolinfa pode da mesma
forma diferir entre os animais e produzir deslocamento na eluicdo de proteinas especificas
durante a cromatografia de troca i6nica, fazendo com que o padrdo de eluicdo nas fracdes ndo
seja reprodutivel. Desta forma, as proteinas presentes na fracdo utilizada neste estudo podem
divergir em relacdo aquelas descritas na literatura utilizando a mesma estratégia de
fracionamento. Ainda, pode haver acdo sinérgica entre substancias presentes na hemolinfa,
que podem contribuir para um maior ou menor efeito.

Os insetos apresentam um processo de metamorfose onde a combinacgéo da sinalizacao
de crescimento, ativacdo, diferenciacdo e apoptose fisioldgica em tecidos especificos é
altamente regulada. Provavelmente substancias responsaveis por esta sinalizacdo circulem
pela hemolinfa dos mesmos, 0 que torna interessante o seu estudo sob a perspectiva de
identificacdo de compostos bioativos com potencial biotecnoldgico. Neste contexto, diferentes
estdgios de desenvolvimento do animal podem apresentar fluidos bioldgicos com
propriedades diferentes (MARANGA et al., 2003).

Em relacdo ao veneno bruto, hdo de serem consideradas as presencas de outras
substancias ativas que podem desempenhar um efeito inibitério sobre a viabilidade e
proliferacdo celular, como as fosfolipases A2 envolvidas na atividade hemolitica apresentada
pelo veneno e a atividade de hialuronidase (HEINEN et al., 2014).

Além disso, culturas neuronais primarias mostraram-se também mais sensiveis a
adicédo de hemolinfa e fracdo, de forma que concentra¢cbes muito menores que as descritas na

literatura com efeito antiapopto6tico necessitaram ser adotadas para evitar o efeito citotoxico
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da prépria amostra. Sendo assim, ha a possibilidade de que a proteina a qual é atribuido o
efeito antiapoptotico ndo estivesse presente em quantidade suficiente para tal. Estudos futuros
com a utilizacdo da proteina isolada podem representar uma estratégia no intuito de contornar

esta limitacao.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

5.1 Conclusoes

O fracionamento cromatografico prévio permitiu que fossem encontradas 5 proteinas
exclusivamente nas fragdes, que ndo foram identificadas nas amostras de hemolinfa de
origem;

Foram identificadas 76 proteinas totais entre a hemolinfa e fracGes cromatogréficas
dos 3 lotes, sendo 71 na hemolinfa e 40 nas fra¢fes, com 34 compartilhadas entre elas;
Na hemolinfa foram encontradas 34 proteinas comuns aos 3 lotes e 36 exclusivamente
em relacdo as fragdes;

Foi identificada a predominancia de proteinas com atividade antiviral, serino
proteases, hemolinas e inibidores de proteases na hemolinfa, enquanto nas fragdes
foram predominantes as hemolinas, serino proteases e inibidores de proteases;

O tratamento de culturas primarias hipocampais embrionarias com a primeira fracdo
cromatografica nas concentracoes de 0,05 e 0,1% (v/v), por 24 h, seguido de inducédo
com perdxido de hidrogénio 10 e 30 pmol L™ por 30 min apresentou aumento da
viabilidade celular estatisticamente significativo em relacdo ao controle positivo
(H20,);

O tratamento de culturas primarias hipocampais embrionarias com hemolinfa bruta
nas concentracdes de 0,05 e 0,1% (v/v), por 1 e 24 h, seguido de inducdo com
peréxido de hidrogénio 10 e 30 umol L™ por 30 min ndo produziu diferenca estatistica

significativa em relagdo ao controle e ao controle positivo;
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e Culturas primarias hipocampais embrionéarias tratadas com a primeira fragédo
cromatografica nas concentracfes de 0,05 e 0,1% (v/v), por 1 h, seguido de inducéo
com peroxido de hidrogénio 10 e 30 pmol L™ por 30 min ndo apresentaram diferenca

estatistica significativa em relagdo ao controle e ao controle positivo.

5.2 Perspectivas

e Isolar e realizar ensaios de cristalografia e bioinformatica para elucidar a estrutura
tridimensional da proteina antiapoptoética;

e Promover a anélise dos componentes intra e extracelulares presentes na hemolinfa
separadamente;

e Submeter outras fracbes cromatograficas a identificacdo de proteinas por abordagem
shotgun;

e Realizar eletroforese 2D das proteinas expressas pelas culturas celulares tratadas para
avaliar e identificar proteinas diferencialmente expressas;

e Realizar ensaios de citometria de fluxo utilizando marcacdo com iodeto de propidio e
Anexina V para verificar a inducéo de apoptose ou necrose;

e Realizar ensaios de viabilidade celular em culturas primarias hipocampais com a
proteina antiapoptética isolada;

e Testar outros agentes indutores de apoptose, por outras vias de inducdo, como a

estaurosporina.
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ANEXOS

ANEXO A - Autorizacéo Especial de Acesso ao Patriménio Genetico n° 02001.004238/2013-

52 (CGEN).

MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE
INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURALS RENOVAVELS
Dirstoria de Use Sustentived do Biodiversidadu o Flormatas
Covrdimagie do Geragbs de Conbecimento des Re Puunisticen ¢ Peaquel
SCEN Trecho 2 Ed. Sede do Dama - Cx. Postal o? 09566 Brasilia - DF
CEP: 70818300 ¢ (61) 3316-1475
www ibama gor be

OF 02001.013646/2014-86 COCFP/TBAMA
Brasilia, 01 de dezembro de 2014.

A Sua Magnificéncia o Senhor

Isidoro Zorzi

Reitor da Pundacio Universidade de Caxias do Sul
R. FRANCISCO GETULIO VARGAS

CAXIAS DO SUL - RIO GRANDE DO SUL

CEP.: 95070560

Assunto: Acesso ao patriménio genético.

Magnifico Reitor,

Informamos que o projeto de pesquisa Avaliacho da atividade da hemolinfa e
extrato de cerdas da lagarta Lanamia obliqua Walker, 1855 (Lepidoptera: Saturnuudar)
em células da hipocamnpo de rates Wistar, coordenado pelo pesquisador Sidnei Moura e
Silva, procasso n® 02001.004238/2013-52, foi incluido no portfolio da Autorizagao Especial
de Acesso ao Patrimdnbo Genético da Universidade Caxias do Sul.

Atenciosamente,

),‘- % \(’. " /'
- ey
MARIA IZABEL SOARES GOMES DA SILVA
Coordenadora da COCFP/IBAMA
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ANEXO B - Autorizacdo SISBIO n° 42780-1 para atividades com finalidade cientifica
MMA-ICMBio (Ministério do Meio Ambiente — Instituto Chico Mendes de Conservacao da
Biodiversidade).

Ministério do Meio Ambiente - MMA
p Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
' Sistema de Autorizagéo e em Biodiversi - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 42780-1 I Data da Emissao: 29/05/2014 13:42 I Data para Revalidacao*: 28/06/2015
* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagdo tem prazo de vali qui ao p no de ati do projeto,
mas devera ser lidad: aap ¢éo do ério de atividades a ser envi por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias

a contar da data do aniversario de sua

Dados do titular
Nome: Sidnei Moura e Silva CPF: 802.383.780-04
Titulo do Projeto: iacdo da atividade da infa e extrato de cerdas da lagarta Lonomia obliqua Walker, 1855 (Lepidoptera: Satumniidae) em

células de hipocampo de ratos Wistar

Nome da Instituicdo : FUNDACAO UNIVERSIDADE DE CAXIAS DO SUL CNPJ: 88.648.761/0001-03

Cronograma de atividades
¥

Descricao da atividade Inicio (més/ano) [Fim (més/ano]
Coleta das lagartas na natureza 02/2014 03/2014
Extragao e processamento das cerdas e hemolinfa 03/2014 04/2014
Fracionamento cromatogréfico das amostras 04/2014 06/2014
4 | Avaliagao da acéo das fracbes de hemolinfa sobre a celular de cultivos de células de h 04/2014 10/2014
5 _| Caracterizagao quimica das amostras 05/2014 07/2014
[6_|avaliagdo dos resultados e redacdo dos artigos cientificos 1072014 03/2015
Observacgdes e ressalvas
As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impli de recursos ]
1 | materiais, tende per ebjeto eeletar dados, matsrials, espécimes biolégicos e minerals, pecas Integrantes da cultura nativa o cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, & difusdo ou & pesqulsa estao sujeitas a autorizagso do Mmlstérto de ciénaa e Tecnologia.
Esta autorizagio NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da de obter as i em outros legais, bem
» | come do consentimento do responsével pela érea, publica ou privada, onde seré realizada a atividade, inclusive do 6rgéo gestor de terra indigena (FUNAL), da
unidade de conservagao estadual, distrital ou icipal, ou do proprietario, io, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagao
federal cujo p de regular fundidria encontra-se em curso.
Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugdo Normanva IBAMA n° 154/2007 ou na Instrucdo Normativa ICMBio n® 10/2010, no que
3 esta nao ser utilizado para fins ou it O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no &mbito do ensino superior.
4 A autorizagao para envio ao exterior de material biolégico nao i devera ser requerida por meio do ico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenca para importag&o ou exportacao de flora e fauna - CITES e ndo CITES).
O titular de licenca ou autorizagao e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e i de captura i sempre que possivel,
§ | a0 grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populacdes do grupo taxondmico de em comLc.eo in situ.
O titular de i > U de hoenqa assim como os membros de sua equipe, quando da violacdo da legislag#o vigente, ou quando da madequar;ao
6 |omissao ou falsa que do ato, podera, decisao moti tera i ou licenga
‘suspensa ou revogada pelo ICMBlo e o material biolégico coletado apmendldo nos termos da legisl em vigor.
Este documento n&o dispensa o eumprlmanio da legislagdo que dlspbe sobre acesso a wmpomme do patrimdnio genético existente no territério nacional, na
7 e nazona ou ao i io genético, para fins de pesquisa cientifica,
|| biopros 0 e desenvolvimento tecnoldgico. Veja maiores inf S €M WWW.Mma. gov_brlcggn
8 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta devera a i da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das ic as para realizacdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.
Equipe
# Nome | Fungéo | CPF [Doc. [ Nacionalidade |
Siiviane Maggi | pesquisador 1814.669.510-87 7080576213 SJS-RS | Brasileira 1
Locais onde as atividades de campo serdo executadas
# Municipio UF | Descricgo do local [Tipo |
CAXIAS DO SUL RS caxias do sul | Fora de UC Federal |
| RS passo fundo | Fora de UC Federal |
Este d ) (AL ¢éo para ativid: com i cientifica) foi expedido com base na Instrugéo Normativa n°154/2007. Através do codigo

de autenticagdo abaixo, qualquer cidad&o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticagdo: 41612182 mlm I”I

[ Pagina 1/4 |
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Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica

Namero: 42780-1 | Data da Emisséo: 29/05/2014 13:42 | Data para Revalidagzo®; 28/06/2015

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Sidnei Moura e Silva CPF: 802.383.780-04

Titulo do Projeto: Avaliagéo da atividade da hemolinfa e extrato de cerdas da lagarta Lonomia obliqua Walker, 1855 (Lepidoptera: Saturniidae) em

células de hipocampo de ratos Wistar

Nome da Instituicdo : FUNDACAO UNIVERSIDADE DE CAXIAS DO SUL CNPJ: 88.648.761/0001-03

* |dentificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento (Autorizaggo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do cédigo
de autenticaggo abaixo, qualquer cidad&o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticagdo: 41612182 muﬂ | II” ' ml I‘ Ilm
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ANEXO C - Oficio CEUA/FCF n°® 58.2014-P459 — Certificado de aprovagdo do Protocolo
CEUA/FCF n° 459 pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (FCF-USP).

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA

Oficio CEUA/FCF 58.2014-P459

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade de S&o Paulo,
CERTIFICA que o Projeto de Pesquisa “Avaliacdo da atividade
protetora de fracdes da hemolinfa e extrato de cerdas de
Lonomia obliqua Walker, 1855 (Lepidoptera, Saturniidae) em
cultura primaria de células hipocampais de ratos Wistar"
(Protocolo CEUA/FCF/459), de responsabilidade do(a) Profa. Dra.
Tania Marcourakis, estd de acordo com as normas do Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e foi
APROVADO em reunido de 11 de abril de 2014. Conforme a
legislagdo vigente, devera ser apresentado, no encerramento deste

Projeto de Pesquisa, o respectivo relatério final.

S&o Paulo, 11 'dejunho de 2014.

Coordenado.r\}ja CEUA/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A, Cidade Universitéria, CEP 05508-900, S&o Paulo, SP
Telefone: (11) 3091 3622 - e-mail: cevafci@usp.br



APENDICE

APENDICE A — Tabelas 9 a 15. Proteinas identificadas na hemolinfa e fracdes.

Tabela 9. Proteinas identificadas na fracdo de hemolinfa de L. obliqua do Lote 1.

N° de Acesso Proteina MM Proteina N° de Cobertura Contagem
(Da) Peptideos (%) Espectral
Unicos
gi|56462146|gb|AAV91356.1| Fator de alongamento 1 [LO] 46.667,3 3 58 5
0i|94471613|gb|ABF21073.1 Hemolina [LO] 45.068,1 4 71,9 204
0i|94471609|gb|ABF21071.1 Hemolina [LO] 455433 17 68,5 176
0i|94471607|gb|ABF21070.1] Hemolina [LO] 45.094,1 6 731 196
0i[236202|gb|AAB19941.1| Achelase | (Proteinase fibrinolitica) [LA] 22.440,0 4 26,3 15
0i[236201|gb|AAB19940.1| Achelase 11 (Proteinase fibrinolitica) [LA] 22.694,1 1 6,1 3
gi|74903288|sp|Q5MGHO0.1|SPI3_LONON Inibidor de serino protease 3/4 (Serpina - 3/4) [LO] 43.149,5 6 22,2 13
0i|56462332|gb|AAV91449.1] Inibidor de protease 7 [LO] 10.200,1 2 34,7 13
0i|56462274|gb|AAV91420.1] Precursor de cistatina putativol [LO] 13.195,8 1 12,5 2
gi|56462328|gb|AAV91447.1| Lipocalina 1 [LO] 22.401,2 0 22,9 6
gi|56462308|gb|AAV91437.1| Proteina hipotética 22 (parcial) [LO] 19.090,4 2 69,5 2
gi|374259680|gb|AE202311.1| Proteina antiviral putativa [LO] 19.761,0 4 24,7 10

[LO]: Lonomia obliqua; [LA]: Lonomia achelous; MM: Massa Molecular.
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Tabela 10. Proteinas identificadas na fracdo de hemolinfa de L. obliqua do Lote 2.

N° de Acesso Proteina MM Proteina N° de Cobertura Contagem
(Da) Peptideos (%) Espectral
Unicos

0i[74767372|sp|Q5MGQO.1|DFP1_LONON  Proteina de defesa putativa 1(DFP-1) [LO] 17.772,0 24 87,5 141
i|56462366|gb|AAV91466.1| Proteina sensorial 1 [LO] 14.465,1 21 77,2 131
gi|56462368|gb|AAV91467.1| Proteina sensorial 2 [LO] 12.677,5 4 61,6 7
0i|94471609|gb|ABF21071.1 Hemolina [LO] 45.543,3 84 90,3 733
0i94471613|gb|ABF21073.1| Hemolina [LO] 45.068,1 6 89,1 569
0i|94471607|gb|ABF21070.1| Hemolina [LO] 45.094,1 8 88,1 604
0i94471611|gb|ABF21072.1| Hemolina [LO] 45.108,1 4 89,1 561
0i[56462148|gb|AAV91357.1| Ferritina 1 [LO] 25.657,9 4 10,6 5
gi|56462300|gb|AAV91433.1]| Proteina do tipo serino protease putativa 2 [LO] 32.107,1 10 45,0 27
0i|56462344|gb|AAV91455.1] Serino protease 7 [LO] 30.465,2 3 10,4 4
0i[236202|gb|AAB19941.1| Achelase | (proteinase fibrinolitica) [LA] 22.440,0 4 26,3 7
gi|56462350|gb|AAV91458.1| Fator ativador de profenoloxidase 1 (parcial) [LO] 42.849,2 6 12,3 12
0i|56462332|gb|AAV91449.1] Inibidor de protease 7 [LO] 10.200,1 4 56,8 13
0i|56462286|gb|AAV91426.1]| Inibidor de protease putativo 4 [LO] 10.945,1 8 74,5 18
gi|56462296|gb|AAV91431.1| Inibidor de serino protease 4 (parcial) [LO] 36.392,9 5 86,3 241
0i|74903288|sp|Q5MGHO0.1|SPI3_LONON Inibidor de serino protease 3/4 (Serpina - 3/4) [LO] 43.149,5 2 69,2 246
0i|56462274|gb|AAV91420.1| Precursor de cistatina putativo 1 [LO] 13.195,8 13 78,3 58
gi|56462328|gb|AAV91447.1| Lipocalina 1 [LO] 22.401,2 7 92,0 1.148
0i|56462280|gh|AAV91423.1| Lipocalina 4 [LO] 21.684,8 5 89,3 909
0i[56462354|gb|AAV91460.1| Lectina 5 [LO] 18.217,9 4 24,7 10
gi|56462322|gb|AAV91444.1| Proteina hipotética 31 [LO] 24.934,4 19 68,0 49
0i|56462278|gb|AAV91422. 1| Proteina hipotética 21 (parcial) [LO] 30.890,2 3 4.4 3
gi[56462178|gb|AAV9I1372.1| Proteina hipotética 4 [LO] 12.248,0 1 12,6 4
gi|56462166|gb|AAV91366.1| Proteina hipotética 13 [LO] 16.893,4 2 13,2 2
0i[56462380|gb|AAV91473.1]| Proteina hipotética 38 [LO] 15.212,1 2 6,1 3
0i|56462164|gb|AAV91365.1] Proteina hipotética 12 (parcial) [LO] 20.852,9 2 10,3 3
gi|229462770|sp|P85249.2|UP04_LONON Proteina desconhecida 4 2.831,5 2 88,0 4
0i[229462771|sp|P85251.2|UP06_LONON Proteina desconhecida 6 2.500,3 1 70,8 1
0i[229462769|sp|P85248.2|UP03_LONON Proteina desconhecida 3 2.107,1 1 55,6 2
gi|56462276|gb|AAV91421.1| Proteina do tipo esterase 1 [LO] 7.566,8 1 23,8 5
0i[374259680|gb|AEZ02311.1] Proteina antiviral putativa [LO] 19.761,0 45 91,0 487
0i|56462338|gb|AAV91452.1] Cisteino peptidase 2 do tipo catepsina-B [LO] 36.881,7 4 16,3 7

[LO]: Lonomia obliqua; [LA]: Lonomia achelous; MM: Massa Molecular.
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Tabela 11. Proteinas identificadas na fracdo de hemolinfa de L. obliqua do Lote 3.

N° de Acesso Proteina MM Proteina N° de Cobertura Contagem
(Da) Peptideos (%) Espectral
Unicos
gi[74767372|sp|Q5MGQO0.1|DFP1_LONON  Proteina de defesa putativa 1 (DFP-1) [LO] 17.772,0 9 72,6 28
0i|56462366|gb|AAV91466.1| Proteina sensorial 1 [LO] 14.465,1 24 70,0 187
gi|56462368|gb|AAV91467.1] Proteina sensorial 2 [LO] 12.677,5 6 53,6 18
0i|56462262|gb|AAV91414.1| Tropomiosina 1 [LO] 32.510,6 5 16,9 6
0i[94471613|gb|ABF21073.1 Hemolina [LO] 45.048,1 0 79,7 601
0i[94471609|gb|ABF21071.1 Hemolina [LO] 45.543,3 52 814 482
0i[94471607|gb|ABF21070.1] Hemolina [LO] 45.094,1 5 814 571
gi|94471611|gh|ABF21072.1] Hemolina [LO] 45.108,1 3 78,4 595
gi|56462364|gb|AAV91465.1| Proteina de choque térmico 4 (cognato da proteina de choque térmico 71.4404 23 40,4 74
70) [LO]
0i|56462350|gb|AAV91458.1| Fator ativador de profenoloxidase 1, (parcial) [LO] 42.849,2 49 64,8 172
gi|236202|gbh|AAB19941.1| Achelase | (proteinase fibrinolitica) [LA] 22.440,0 25 62,0 137
0i[236201|gb|AAB19940.1| Achelase Il (proteinase fibrinolitica) [LA] 22.694,1 12 51,9 97
0i[56462332|gb|AAV91449. 1| Inibidor de protease 7 [LO] 10.200,1 10 57,9 42
gi|56462286|gh|AAV91426.1| Inibidor de protease putativo 4 [LO] 10.945,1 2 32,3 3
0i|74903288|sp|Q5SMGHO0.1|SPI3_LONON Inibidor de serino protease 3/4 (Serpina-3/4) [LO] 43.149,5 2 52,2 106
0i|56462296|gb|AAV91431.1| Inibidor de serino protease 4 (parcial) [LO] 36.392,9 7 69,9 156
gi|56462340|gh|AAV91453.1| Inibidor de protease 6 [LO] 9.268,5 1 12,8 1
0i|56462274|gb|AAV91420.1] Precursor de cistatina putativo 1 [LO] 13.195,8 14 73,3 40
0i|156632705|sp|QSECE3.2|[LOPAP_LONO  Lopap (Lipocalina-1/4; Ativador de Protrombina) 22.400,2 0 92,0 1.025
N
0i[56462328|gb|AAV91447 1| Lipocalina 1 [LO] 22.401,2 3 92,0 1.026
gi|56462280|gb|AAV91423.1| Lipocalina 4 [LO] 21.684,8 3 81,2 808
gi|56462164|gh|AAV91365.1| Proteina hipotética 12 (parcial) [LO] 20.852,9 3 11,7 7
gi|56462380|gb|AAV91473.1| Proteina hipotética 38 [LO] 15.212,1 3 11,5 7
0i|229462769|sp|P85248.2|UP03_LONON Proteina desconhecida 3 2.107,1 2 55,6 3
gi|59709575|gh|AAW88441.1| Ativador de protrombina [LO] 22.472,2 2 87,1 890
gi[374259680|gb|AEZ02311.1| Proteina antiviral putativa [LO] 19.761,0 25 74,7 154
0i|56462338|gb|AAV91452.1] Cisteino peptidase 2 do tipo catepsina-B [LO] 36.881,7 12 41,4 25
0i[56462276|gb|AAV91421 1| Proteina do tipo esterase 1 [LO] 7.566,8 3 42,9 11

[LO]: Lonomia obliqua; [LA]: Lonomia achelous; MM: Massa Molecular.
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Tabela 12. Proteinas identificadas na hemolinfa bruta de L. obliqua do Lote 1.

N° de Acesso Proteina MM Proteina N° de Cobertura Contagem
(Da) Peptideos (%) Espectral
Unicos
0i|56462256|gb|AAV91411.1| Cadeia leve da miosina 1 [LO] 13.195,8 2 11,11 4
gi|56462146|gb|AAV91356.1| Fator de alongamento [LO] 46.667,3 21 42,6 59
gi[74767372|sp|Q5MGQO0.1|DFP1_LONON  Proteina de defesa putativa 1 (DFP-1) [LO] 17.772,0 5 44,65 11
0i[94471609|gb|ABF21071.1 Hemolina [LO] 45.543,3 10 53,59 78
0i[94471613|gb|ABF21073.1 Hemolina [LO] 45.068,1 3 63,08 61
gi[94471607|gb|ABF21070.1] Hemolina [LO] 45.094,1 3 64 98
0i[94471611|gb|ABF21072.1 Hemolina [LO] 45.108,1 2 62,23 97
0i|56462364|gb|AAV91465.1| Proteina de choque térmico 4 (cognato da proteina de choque térmico 71.540,4 62 69,26 368
70) [LO]
0i|56462244|gb|AAV91405.1] Proteina ribossomal 7 [LO] 11.269,6 5 65,46 13
0i[56462250|gb|AAV91408.1] Actina 1 [LO] 32.918,5 16 42,18 84
gi|56462366|gh|AAV91466.1| Proteina sensorial 1 [LO] 14.465,1 15 66,14 67
0i|56462158|gb|AAV91362.1| Proteina de choque térmico 3 [LO] 21.429,1 8 50,36 28
gi|56462154|gb|AAV91360.1| Proteina de choque térmico 1 [LO] 21.880,2 2 13,54 16
gi|56462198|gh|AAV91382.1| Proteina ribossomal 11 (subunidade maior) [LO] 12.282,7 2 13,46 2
0i|56462216|gb|AAV91391.1| Proteina ribossomal subunidade S19 [LO] 16.981,2 3 8,85 5
0i|56462240]|gb|AAV91403.1] Proteina ribossomal subunidade 5 [LO] 15.994,8 3 10,26 3
gi|56462238|gh|AAV91402.1| Proteina ribossomal subunidade 4 [LO] 17.950,6 2 71 3
0i|56462300|gb|AAV91433.1] Proteina do tipo serino protease putativa 2 [LO] 32.107,1 11 39,41 22
0i|63207765|gb|AAV91432.2| Serino protease 1 [LO] 57.249,9 4 2,31 5
gi|56462350|gh|AAV91458.1| Fator ativador de profenoloxidase 1 (parcial) [LO] 42.849,2 30 64,24 100
0i[236202|gb|AAB19941.1| Achelase | (proteinase fibrinolitica) [LA] 22.440,0 8 51,48 20
0i[236201|gb|AAB19940.1| Achelase Il (proteinase fibrinolitica) [LA] 22.694,1 4 21,49 7
gi|56462332|gh|AAV91449.1] Inibidor de protease 7 [LO] 10.200,1 2 34,74 6
0i|74903288|sp|Q5MGHO0.1|SPI3_LONON Inibidor de serino protease 3/4 [LO] 43.149,5 2 46,74 140
0i|56462296|gb|AAV91431.1| Inibidor de serino protease 4 (parcial) [LO] 36.392,9 2 56,83 136
gi[56462292|gb|AAV91429.1| Serpina 2 [LO] 43.718,4 2 26,24 33
0i[56462290|gb|AAV91428.1| Serpina 1 [LO] 43.694,3 0 26,24 32
0i|56462274|gb|AAV91420.1] Precursor de cistatina putativol[LO] 13.195,8 7 50,83 36
gi|56462328|gh|AAV91447 1| Lipocalina 1 [LO] 22.401,2 31 90,55 574
i|56462306]|gb|AAV91436.1] Lectina 1 imunolectina putativa [LO] 60.247,9 2 591 3
gi|56462334|gb|AAV91450.1| Lectina 3 [LO] 36.305,4 1 9,97 2
gi|56462360|gh|AAV91463.1| Lectina 4 tipo C [LO] 17.131,2 2 14,87 6
i|56462354|gb|AAV91460.1| Lectina 5 [LO] 18.217,9 2 14,81 9
gi[56462322|gb|AAV91444.1| Proteina hipotética 31 [LO] 24.934,4 30 68,15 307
0i|56462310|gb|AAV91438.1| Proteina hipotética 23 (parcial) [LO] 16.600,9 5 18,32 9
0i|56462188|gb|AAV91377.1] Proteina hipotética 9 (parcial) [LO] 20.470,4 3 11,83 15
i|56462308|gb|AAV91437.1] Proteina hipotética 22 (parcial) [LO] 19.090,4 8 53,09 39
gi[56462184|gh|AAV91375.1| Proteina hipotética 7 (parcial) [LO] 12.629,2 2 16,96 3
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0i[56462174|gb|AAV91370.1|
0i[56462166|gb|AAV91366.1|
0i[56462160|gb|AAV91363.1|
0i[56462176|gb|AAV91371.1|
0i[56462164|gb|AAV91365.1|
0i[56462162|gb|AAV91364.1|
0i[229462769|sp|P85248.2JUPO3_LONON
4i[229462770|sp|P85249.2|UP04_LONON
0i[56462254|gb|AAV91410.1|
qi[74837218|sp|Q5SMGM6.1[TCTP_LONO
N

0i[374259680|gb|AEZ02311.1|
0i[56462272|gb|AAV91419.1|
gi[56462276|gb| AAV91421.1]

Proteina hipotética 2 [LO]

Proteina hipotética 13 [LO]

Proteina hipotética 10 (parcial) [LO]

Proteina hipotética 3 [LO]

Proteina hipotética 12 (parcial) [LO]

Proteina hipotética 11 (parcial) [LO]

Proteina desconhecida 3

Proteina desconhecida 4

Proteina LIM 1 [LO]

Homélogo da proteina tumoral controlado traducionalmente (TCTP)
[LO]

Proteina antiviral putativa [LO]

Cisteino peptidase 1 catepsina-L-like, (parcial) [LO]
Proteina do tipo esterase 1[LO]

24.899,2
16.893,4
22.578,4
24.331,3
20.852,9
29.617,2
2.107,1
2.831,5
10.089,7
19.907,8

19.761
7.051,5
7.566,8

36,82
89,92
58,29
42,55
26,33
49,34
51,85
52,00
19,86
76,94

89,14
40,00
23,81

[LO]: Lonomia obliqua; [LA]: Lonomia achelous; MM: Massa Molecular.
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Tabela 13. Proteinas identificadas na hemolinfa bruta de L. obliqua do Lote 2.

N° de Acesso Proteina MM N° de Cobertura  Contagem
Proteina Peptideos (%) Espectral
(Da) Unicos
0i[56462262|gb|AAV91414.1| Tropomiosina 1 [LO] 32.510,6 8 13,03 10
gi[56462148|gb|AAV91357.1| Ferritina 1 [LO] 25.657,9 5 14,60 6
gi|56462272|gb|AAV91419.1| Cisteino peptidase 1 do tipo catepsina-L (parcial) [LO] 7.051,5 3 40,00 6
0i|56462146|gb|AAV91356.1| Fator de alongamento 1 [LO] 46.667,3 12 27,49 34
0i|56462366|gb|AAV91466.1| Proteina sensorial 1 [LO] 14.465,1 18 78,48 96
gi|56462368|gb|AAVI1467.1| Proteina sensorial 2 [LO] 12.677,5 5 40,18 8
0i|56462364|gb|AAV91465.1| Proteina de choque térmico 4 (cognato da proteina de choque térmico 70) [LO] 71.540,4 34 48,17 97
0i|56462244|gb|AAV91405.1| Proteina ribossomal 7 [LO] 11.269,6 2 16,81 4
0i[56462250|gb|AAV91408.1]| Actina 1 [LO] 32.918,5 17 4411 85
gi|94471611|gh|ABF21072.1] Hemolina [LO] 45.108,1 2 81,03 409
gi|94471609|gh|ABF21071.1] Hemolina [LO] 45.543,3 55 85,31 589
0i[94471613|gb|ABF21073.1] Hemolina [LO] 45.068,1 6 80,79 423
gi|94471607|gb|ABF21070.1] Hemolina [LO] 45.094,1 4 80,06 402
0i[74767372|sp|Q5MGQO.1|DFP1_LONON Protefna de defesa putativa 1(DFP-1) [LO] 17.772,0 14 77,58 81
gi|74837218|sp|Q5SMGM6.1|TCTP_LONON Homélogo da proteina tumoral traducionalmente controlada (TCTP) [LO] 19.907,8 8 42,05 19
0i|56462256|gb|AAV91411.1] Cadeia leve da miosina 1 [LO] 16.644,2 4 13,67 4
0i[56462126|gb|AAV91346. 1| Protefna da cuticula 1 [LO] 11.468,7 4 32,09 4
gi|56462132|gh|AAV91349.1] Proteina da cuticula 4 [LO] 12.136,2 3 19,52 7
0i|56462300|gb|AAV91433.1] Proteina do tipo serino protease putativa 2[LO] 32.107,1 17 49,64 34
0i|63207768|gb|AAV91457.2| Serino protease 6 [LO] 35.475,6 2 6,77 3
gi|56462304|gh|AAV91435.1| Serino protease 4 (parcial) [LO] 25.881,8 5 29,55 9
0i|56462344|gb|AAV91455.1] Serino protease 7 [LO] 30.465,2 6 19,88 8
0i|56462350|gb|AAV91458.1] Fator ativador de profenoloxidase 1 (parcial) [LO] 42.849,2 34 67,34 123
gi|236202|gh|AAB19941.1| Achelase | (proteinase fibrinolitica) [LA] 22.440,0 12 58,06 29
0i|56462274|gb|AAV91420.1] Precursor de cistatina putativo 1[LO] 13.195,8 9 62,50 124
0i|56462332|gb|AAV91449.1] Inibidor de protease 7 [LO] 10.200,1 9 56,84 33
gi|56462296|gh|AAV91431.1| Inibidor de serino protease 4 (parcial) [LO] 36.392,9 6 71,12 363
0i[56462290|gb|AAV91428.1 Serpina 1 [LO] 43.694,3 1 35,02 47
0i[56462292|gb|AAV91429.1| Serpina 2 [LO] 43.718,4 5 35,02 54
gi|74903288|sp|Q5MGH0.1|SPI3_LONON Inibidor de serino protease inhibitor 3/4 43.149,5 12 63,62 359
0i[56462282|gb|AAV91424.1 Inibidor de protease 1 [LO] 17.007,0 2 15,48 2
0i|56462288|gb|AAV91427.1] Inibidor de protease 5 (parcial) [LO] 9.633,5 1 25,58 1
gi|56462286|gh|AAV91426.1| Inibidor de protease putativo 4 [LO] 10.945,1 6 65,03 11
gi|56462280|gb|AAV91423.1| Lipocalina 4 [LO] 21.684,8 5 70,39 757
gi|56462328|gb|AAV91447 1| Lipocalina 1 [LO] 22.401,2 12 87,23 914
0i|56462306|gb|AAV91436.1] Lectina 1 imunolectina putativa [LO] 60.247,9 1 4,34 3
gi56462334|gb|AAV91450.1| Lectina 3 [LO] 36.305,4 1 6,96 3
i|56462354|gb|AAV91460.1| Lectina 5 [LO] 18.217,9 3 19,96 7
0i[56462172|gb|AAV91369.1| Proteina hipotética [LO] 17.411,1 2 12,04 4




0i[56462174|gb|AAV91370.1|
0i[56462176|gb|AAV91371.1|
0i[56462188|gb|AAV91377.1|
0i[56462160|gb|AAV91363.1|
0i[56462162|gb|AAV91364.1|
0i[56462164|gb|AAV91365.1|
0i[56462166|gb|AAV91366.1|
0i[56462308|gb|AAV91437 1|
0i[56462310|gb|AAV91438 1|
0i[56462322|gb|AAV91444.1|
0i[56462380|gb|AAV91473 1|

0i[229462769|sp|P85248.2|UP03_LONON
0i[229462770/sp|P85249.2]UP04_LONON

0i[56462320|gb|AAV91443 1|
0i[56462338|gb|AAV91452.1|
gi[374259680|gb|AEZ02311.1]
gi[56462276|gb|AAV1421.1]

Proteina hipotética 2 [LO]

Proteina hipotética 3 [LO]

Proteina hipotética 9 (parcial) [LO]
Proteina hipotética 10 (parcial) [LO]
Proteina hipotética 11 (parcial) [LO]
Proteina hipotética 12 (parcial) [LO]
Proteina hipotética 13 [LO]
Proteina hipotética 22 (parcial) [LO]
Proteina hipotética 23 (parcial) [LO]
Proteina hipotética 31 [LO]

Proteina hipotética 38 [LO]

Proteina desconhecida 3

Proteina desconhecida 4

Peptideo putative secretado 30 [LO]
Cisteino peptidase 2 do tipo catepsina-B [LO]
Proteina antiviral putativa [LO]
Proteina do tipo esterase 1 [LO]

24.899,2
24.331,3
20.470,4
22.578,4
29.617,2
20.852,9
16.893,4
19.090,4
16.600,9
24.934,4
15.212,1
2.107,1
2.8315
7.014,6
36.881,7
19.761,0
7.566,8

~ Ol o © N
Na~N~NrworToJLhowRNooo

30,00
41,47
10,75
65,88
38,30
32,65
83,12
89,71
21,19
72,74
22,56
55,56
52,00
64,52
7,99
91,01
23,81

[LO]: Lonomia obliqua; [LA]: Lonomia achelous; MM: Massa Molecular.

156



157

Tabela 14. Proteinas identificadas na hemolinfa bruta de L. obliqua do Lote 3.

N° de Acesso Proteina MM N° de Cobertura Contagem
Proteina Peptideos (%) Espectral
(Da) Unicos
0i|56462146|gb|AAV91356.1] Fator de alongamento 1 [LO] 46.667,3 3 4,44 5
gi|374259680|gh|AEZ02311.1| Proteina antiviral putativa [LO] 19.761 58 81,65 913
gi|56462272|gb|AAV91419.1| Cisteino peptidade do tipo catepsina-L (parcial) [LO] 7.051,5 3 30,77 4
0i|56462366|gb|AAV91466.1| Proteina sensorial 1 [LO] 14.465,1 16 59,32 36
0i|56462368|gb|AAV91467.1] Proteina sensorial 2 [L. obliqua] 12.6775 3 15,77 5
0i[94471609|gb|ABF21071.1] Hemolina [LO] 455433 25 69,09 204
0i[94471613|gb|ABF21073.1 Hemolina [LO] 45.068,1 5 56,17 154
gi|94471607|gb|ABF21070.1] Hemolina [LO] 45.094,1 5 57,87 153
gi|56462262|gh|AAV91414.1| Tropomiosina 1 [LO] 32.510,6 3 7,16 3
i[74837218|sp|Q5SMGM6.1|TCTP_LONON Homologo da proteina tumoral controlada traducionalmente (TCTP) [LO] 19.907,8 13 51,35 38
0i|56462364|gb|AAV91465.1| Proteina de choque térmico 4 (Cognato da proteina de choque térmico 70) [LO] 71.540,4 22 30,12 54
gi|56462148|gh|AAV91357.1| Ferritina 1 [LO] 25.657,9 9 29,65 20
0i|158451473|gb|ABW39097.1| Proteina dopa-decarboxilase putativa (parcial) [LA] 46.048,6 6 15,90 11
0i|158451475|gb|ABW39098.1| Proteina dopa-decarboxilase putativa (parcial) [LA] 30.141,2 1 11,42 5
gi[74767372|sp|Q5MGQO0.1|DFP1_LONON Proteina de defesa putativa 1 (DFP-1) 17.772,0 8 45,04 15
0i|56462350|gb|AAV91458.1| Fator ativador de profenoloxidase 1 (parcial) [LO] 42.849,2 48 54,19 189
0i[236202|gb|AAB19941.1| Achelase | (proteinase fibrinolitica) [LA] 22.440,0 25 65,73 156
gi|56462300|gh|AAV91433.1] Proteina do tipo serino protease putativa 2 [LO] 32.107,1 17 42,50 50
0i|56462302|gb|AAV91434.1] Serino protease 3 [LO] 29.636,7 4 6,50 6
0i|56462304|gb|AAV91435.1] Serino protease 4 (parcial) 25.881,8 7 31,73 20
gi|74903288|sp|Q5MGH0.1|SPI3_LONON Inibidor de serino protease 3/4 (Serpina-3/4) 43.149,5 4 57,09 154
0i|56462296|gb|AAV91431.1| Inibidor de serino protease 4 (parcial) [LO] 36.392,9 6 68,22 160
0i|56462282|gb|AAV91424.1] Inibidor de protease 1 [LO] 17.007,0 5 25,16 8
gi|56462332|gh|AAV91449.1] Inibidor de protease 7 [LO] 10.200,1 5 51,23 9
0i|56462274|gb|AAV91420.1] Precursor de cistatina putativo 1[LO] 13.195,8 17 60,55 106
0i[56462292|gb|AAV91429. 1 Serpina 2 [LO] 43.718,4 0 29,20 33
gi[56462290|gb|AAV91428.1| Serpina 1 [LO] 43.694,3 1 29,20 34
0i[56462328|gb|AAV91447 1| Lipocalina 1 [LO] 22.401,2 16 78,11 424
0i|156632705|sp|QSECE3.2|LOPAP_LONON  Lopap (Lipocalin-1/4; Prothrombin activator) 22.400,2 1 79,35 415
gi|56462244|gh|AAV91405.1| Proteina ribossomal 7 [LO] 11.269,6 3 35,14 5
gi|56462250|gb|AAV91408.1| Actina 1 [LO] 32.918,5 9 29,93 32
0i[236201|gb|AAB19940.1| Achelase Il (proteinase fibrinolitica) [LA] 22.694,1 8 47,82 61
0i[56462334|gb|AAV91450.1] Lectina 3 [LO] 36.305,4 8 2451 12
gi|56462354|gb|AAV91460.1| Lectina 5 [LO] 18.217,9 4 18,93 6
gi|56462174|gb|AAV91370.1] Proteina hipotética 2 [LO] 24.899,2 2 11,21 3
gi|56462176|gh|AAVI1371.1| Proteina hipotética 3 [LO] 24.331,3 12 46,54 46
gi|56462160|gb|AAV91363.1| Proteina hipotética 10 (parcial) [LO] 22.578,4 1 6,64 1
0i|56462162|gb|AAV91364.1] Proteina hipotética 11 (parcial) [LO] 29.617,2 2 9,33 2
gi[56462164|gh|AAV91365.1| Proteina hipotética 12 (parcial) [LO] 20.852,9 6 31,28 10




0i[56462166|gb|AAV91366.1]| Protefna hipotética 13 [LO] 16.893,4 8 45,61 46
gi|56462308|gh|AAV91437.1| Proteina hipotética 22 (parcial) [LO] 19.090,4 13 47,12 51
gi[56462322|gb|AAV91444. 1| Proteina hipotética 31 [LO] 24.934,4 56 66,67 421
0i|229462769|sp|P85248.2|UP03_LONON Proteina desconhecida 3 2.107,1 3 55,56 7
gi[56462254|gb|AAV91410.1| Proteina LIM 1 [LO] 10.089,7 3 20,21 3
gi|56462338|gh|AAV91452.1] Cisteino peptidase 2 do tipo catepsina-B [LO] 36.881,7 7 22,19 12
Proteina do tipo esterase 1[LO] 7.566,8 4 55,03 8

gi[56462276|gb| AAV91421.1]

[LO]: Lonomia obliqua; [LA]: Lonomia achelous; MM: Massa Molecular.
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Tabela 15. Proteinas identificadas na hemolinfa bruta e fracGes dos 3 lotes com as respectivas abundancias e atividades.

Média das Média das
contagens contagens
o . espectrais  espectrais . o Meétodo de -
N° de Acesso Proteina dgs [otes d(r))s lotes Atividade Familia identificacio Referéncia
das de
fracdes  hemolinfa
AAV91447.1 Lipocalina 1 [LO] 727 637 Serino Protease (ativador de Lipocalinas Transcriptoma Reis et al., 2001; Chudzinski-Tavassi et al.,
protrombina) 2001; Fritzen et al.; 2005; Veiga et al., 2005;
Ricci-Silva et al., 2008
AAV91423.1 Lipocalina 4 [LO] 572 252 Serino Protease (ativador de Lipocalinas Transcriptoma Reis et al., 2001; Chudzinski-Tavassi et al.,
protrombina) 2001; Fritzen et al.; 2005; Veiga et al., 2005;
Ricci-Silva et al., 2008
Q5ECES3.2 Lopap (Lipocalina-1/4; 342 138 Serino Protease (ativador de Lipocalinas Transcriptoma Reis et al., 2001; Chudzinski-Tavassi et al.,
Ativador de protrombina) 2001; Fritzen et al.; 2005; Veiga et al., 2005;
Protrombina) Ricci-Silva et al., 2008
AAWB8441.1 Ativador de 297 0 Serino Protease (ativador de Lipocalinas Transcriptoma Reis et al., 2001; Chudzinski-Tavassi et al.,
protrombina [LO] protrombina) 2001; Fritzen et al.; 2005; Veiga et al., 2005;
Ricci-Silva et al., 2008
AAB19941.1  Achelase | (proteinase 58 68 Serino protease (fibrinolitica) Peptidase S1 Transcriptoma Veiga et al., 2005
fibrinolitica) [LA]
AAB19940.1  Achelase Il (proteinase 33 23 Serino protease (fibrinolitica) Peptidase S1 Sequenciamento Amarant et al., 1991
fibrinolitica) [LA]
AAV91458.1  Fator ativador de 61 137 Serino protease Peptidase S1 Sequenciamento Amarant et al., 1991
profenoloxidase 1
(parcial) [LO]
AAV91433.1 Proteina do tipo serino 9 35 Serino Protease NI Transcriptoma Veiga et al., 2005
protease putativa 2
[LO]
AAV91432.2 0 2 Serino Protease Peptidase S1 Transcriptoma Veiga et al., 2005
Serino protease 1 [LO]
AAV91434.1 . 0 2 Serino Protease Peptidase S1 Transcriptoma Veiga et al., 2005
Serino protease 3 [LA]
AAV91435.1  Serino protease 4 0 10 Serino Protease Peptidase S1 Transcriptoma Veiga et al., 2005
(parcial) [LO]
AAV91457.2 . 0 1 Serino Protease Peptidase S1 Transcriptoma Veiga et al., 2005
Serino protease 6 [LO]
AAV91455.1  Serino protease 7 [LO] 1 3 Serino protease Peptidase S1 Transcriptoma Veiga et al., 2005
AAV91473.1 Proteina hipotética 38 3 4 Cisteino protease NI Transcriptoma Veiga et al., 2005
[LO]
AAV91419.1 Cisteino peptidase 1 do 0 5 Cisteino protease Cisteino pepetidases Transcriptoma Veiga et al., 2005

tipo catepsina-L
(parcial) [LO]
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AAV91452.1
AAV91424.1

Q5MGHO.1

AAVI91431.1

AAVI1426.1
AAV91427.1
AAV91453.1
AAV91449.1
AAV91420.1

AAV91428.1
AAV91429.1
ABF21071.1

ABF21070.1
ABF21073.1
ABF21072.1

ABW39097.1

ABW39098.1

AAV91357.1
AAV91377.1

AAV91363.1

AAV91356.1

Cisteino peptidase 2 do
tipo catepsina-B [LO]
Inibidor de protease 1
[LO]

Inibidor de serino
protease 3/4 (Serpina -
3/4) [LO]

Inibidor de serino
protease 4 (parcial)
[LO]

Inibidor de protease
putativo 4 [LO]
Inibidor de protease 5
(parcial) [LO]
Inibidor de protease 6
[LO]

Inibidor de protease 7
[LO]

Precursor de cistatina
putativo 1 [LO]
Serpina 1 [LO]

Serpina 2 [LO]
Hemolina [LO]

Hemolina [LO]
Hemolina [LO]
Hemolina [LO]

Proteina dopa-
decarboxilase putativa
(parcial) [LA]
Proteina dopa-
decarboxilase putativa
(parcial) [LA]
Ferritina 1 [LO]

Proteina hipotética 9
(parcial) [LO]
Proteina hipotética 10
(parcial) [LO]

Fator de alongamento
a-1[LO]

11

122

132

33

457

458

385

218

220

89

40
37
290

218

213

168

33

33

Cisteino protease
Inibidor de protease

Inibidor de serino Protease

Inibidor de serino Protease

Inibidor de protease
Inibidor de protease
Inibidor de protease
Inibidor de protease
Inibidor de cisteino protease

NI
NI
NI

NI
NI
NI

Liase

Liase

Oxidoredutase

Oxidoredutase
Oxidoredutase

GTPase

Peptidase C1
Kazal 1

Serpinas

Serpinas

NI
NI
NI
NI
NI

Serpina
Serpina

Imunoglobulinas
Imunoglobulinas
Imunoglobulina

Imunoglobulinas

Decarboxilase grupo Il

Decarboxilase grupo Il

Ferritina

Aldeidor/histidinol
desidrogenase
Aldeido desidrogenase

Fator de traducéo
classico de GTPase

Transcriptoma
Transcriptoma

Transcriptoma

Transcriptoma

Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma

Transcriptoma
Transcriptoma

Sequenciamento
peptidico
Sequenciamento
peptidico
Sequenciamento
peptidico
Sequenciamento
peptidico

Transcriptoma

Transcriptoma
Transcriptoma

Transcriptoma

Veiga et al., 2005

Veiga et al., 2005

Veiga et al., 2005; Ricci-Silva et al., 2008

Veiga et al., 2005; Ricci-Silva et al., 2008

Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005

Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005
Alvarez-Flores et al., 2011

Alvarez-Flores et al., 2011
Alvarez-Flores et al., 2011
Alvarez-Flores et al., 2011

Regier, 2007

Regier, 2007

Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005

Veiga et al., 2005

Veiga et al., 2005
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AAV91370.1
AAV91402.1
AAV91403.1
AAV91405.1

AAV91382.1

AAV91391.1

AAV91410.1
AAV91411.1

Q5MGM6.1

AAVI1436.1

AAV91450.1
AAVI1463.1
AAV91460.1
AAV91369.1
AAV91365.1

AAV91408.1
AAV91364.1

AAV91438.1
AAV91465.1

AAV91360.1

AAV91362.1

Proteina hipotética 2
[LO]

Proteina ribossomal 4
[LO]

Proteina ribossomal 5
[LO]

Proteina ribossomal 7
[LO]

Proteina ribossomal 11
(subunidade maior)
[LO]

Proteina ribossomal
subunidade S19 [LO]
Proteina LIM 1 [LO]

Cadeia leve da miosina
1[LO]

Homélogo da proteina
tumoral
traducionalmente
controlada (TCTP)
[LO]

Lectina 1 imunolectina
putative [LO]

Lectina 3 [LO]

Lectina 4 tipo C [LO]
Lectina 5 [LO]
Proteina hipotética [LO]

Proteina hipotética 12
(parcial) [LO]
Actina 1 [LO]

Proteina hipotética 11
(parcial) [LO]
Proteina hipotética 23
(parcial) [LO]
Proteina de choque
térmico 4 [LO]
Proteina de choque
térmico 1 [LO]

Proteina de choque
térmico 3 [LO]

3
3
25

17
7
2
2
3

43
2
6
2
7

12

67
19

6

173

Hidrolase

Ribonucleoproteina
Ribonucleoproteina
Ribonucleoproteina

Ribonucleoproteina

Ribonucleoproteina

Ligante de fons zinco

Ligante de ions célcio

Ligante de célcio e estabilizante
de microtubulos

Ligante de carboidratos

Ligante de carboidratos
Ligante de carboidratos
Ligante de carboidratos
Ligante de RNA
Ligante de NAD

Ligante de ATP
Ligante de ATP

Ligante de ATP
Ligante de ATP

Constituinte estrutural das lentes
oculares

Resposta ao estresse

NI

Proteinas ribossdmicas
S17P

Proteinas ribossdmicas
S12P

NI

Proteinas ribossomicas
L44e

Proteinas ribossdmicas
S19P
NI

Cadeias Leves de
Miosina
TCTP

NI

Lectina do tipo C
NI
NI
NI
NI

Actina
NI

Ligases

Proteina do choque
térmico 70

Proteinas pequenas do
choque térmico (HSP
20)

Proteinas pequenas do
choque térmico (HSP

Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma

Transcriptoma

Transcriptoma

Transcriptoma

Transcriptoma

Transcriptoma

Transcriptoma

Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma

Transcriptoma

Transcriptoma

Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma

Transcriptoma

Transcriptoma

Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005

Veiga et al., 2005

Veiga et al., 2005

Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005

Veiga et al., 2005

Veiga et al., 2005

Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005

Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005

Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005

Veiga et al., 2005

Veiga et al., 2005
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Q5MGQO.1
AEZ02311.1
AAV91346.1
AAV91349.1

AAVIO1414.1
AAV91466.1

AAVI1467.1
AAV91443.1
AAV91421.1
AAVI1371.1
AAV91372.1
AAV91375.1
AAVI1366.1
AAVI1422. 1
AAV91437.1
AAVI1444.1

P85248.2
P85249.2
P85251.2

LO: Lonomia obliqua; LA: Lonomia achelous; NI: N&o identificada

Proteina de defesa
putativa 1(DFP-1) [LO]
Proteina antiviral
putativa [LO]

Proteina da cuticula 1
[LO]

Proteina da cuticula 4
[LO]

Tropomiosina 1 [LO]

Proteina sensorial 1
[LO]

Proteina sensorial 2
[LO]

Peptideo putativo
secretado 30 [LO]
Proteina do tipo
esterase 1 [LO]
Proteina hipotética 3
[LO]

Proteina hipotética 4
[LO]

Proteina hipotética 7
(parcial) [LO]
Proteina hipotética 13
[LO]

Proteina hipotética 21
(parcial) [LO]
Proteina hipotética 22
(parcial) [LO]
Proteina hipotética 31
[LO]

Proteina desconhecida 3
Proteina desconhecida 4

Proteina desconhecida 6

56

217

106

16

1

36

410

Antimicrobiana (imunidade)
Antiviral

Constituinte estrutural da
cuticula

Constituinte estrutural da

cuticula
NI

NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
Catalitica
NI
NI

NI
NI
NI

20)

Proteinas de defesa de
insetos

NI

NI

NI

Tropomiosina

NI

NI

NI

NI
GST
Lipina
NI

NI
Lipase
Hemocianina
NI

NI
NI
NI

Transcriptoma

Transcriptoma

Transcriptoma

Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma
Transcriptoma

Sequenciamento
Sequenciamento

Sequenciamento

Veiga et al., 2005
Carmo et al., 2012
Ricci-Silva et al., 2008
Veiga et al., 2005

Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005

Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005
Veiga et al., 2005

Ricci-Silva et al., 2008
Ricci-Silva et al., 2008
Ricci-Silva et al., 2008

162



	Ana_Dis_PPGBIO_Silviane Maggi_Hemolinfa bruta e frações de lonomia obliqua Walker 1855.pdf
	Catalogação na fonte elaborada pela bibliotecária
	Ana Guimarães Pereira – CRB 10/1460




