Pesquisa

s insetos ocupam quase

todos os nichos ecologi-

cos e estio constante-

mente expostos ao ata-

que de inimeros inimi-
gos naturais, muitos dos quais sao po-
tencialmente patogénicos. Para sobre-
viver a esses ataques, os insetos desen-
volveram um eficiente sistema de de-
fesa. O tegumento, o sistema respira-
torio, composto pelos espirdculos e as
traquéias, e o trato digestivo, incluindo
a membrana peritréfica e o epitélio,
constituem a primeira linha de defesa
dos insetos (Dunn, 1988). A estrutura
e a composicio quimica da cuticula
representam, provavelmente, as prin-
cipais barreiras. Somente alguns fun-
gos e nematdides conseguem quebrar
essa barreira. Na passagem da cuticula
para a hemocele (cavidade do corpo),
esses microorganismos encontram va-
rios componentes antimicrobianos,
como proteinas, lipidios, hidrocarbo-
netos, difendis, carboidratos, quitina e
melanina, os quais inibem o cresci-
mento e a penetracio na hemocele
(Dunn, 1988). No bicho da seda, Bom-
byx mori, lipidios na epicuticula ini-
bem a invasao de fungos como Beau-
veria bassiana (Saito e Aoki, 1983) e
danos na cuticula estimulam a sintese
de peptidios antibacterianos pelas cé-
lulas epidérmicas (Brey et al., 1993).
Bactérias, virus e protozodrios geral-
mente nao conseguem invadir a he-
mocele dos insetos via tegumento,
contudo, se essa barreira for danificada,
bactérias oportunistas, que vivem na
superficie da cuticula, podem penetrar
na hemocele. Trabalhos realizados com
a mosca-das-frutas Ceratitis capitata
mostraram que proteinas na cuticula
sa0 responsiveis pelo reconhecimen-
to e eliminacido de bactérias que po-
dem infectar as larvas quando estas
abandonam os frutos e caem no solo
para empupar (Marmaras et al., 1993).
Acidentalmente, os insetos sofrem in-

jarias na parede do exoesqueleto, as
quais servem de entrada para inime-
ros microorganismos. Na maioria das
vezes, os insetos sao capazes de fe-
char essas entradas através da coagu-
lacao da hemolinfa. Na formacio dos
coagulos, proteinas soliveis na hemo-
linfa interagem com células especiali-
zadas do sistema imunolégico, que
constitui a barreira final do sistema de
defesa dos insetos.

Nos ultimos anos, tem havido um
enorme progresso no conhecimento
das defesas imunoldgicas dos insetos.
A biodiversidade desses organismos
tem proporcionado modelos impor-
tantes para se estudarem suas estraté-
gias antimicrobianas, as quais podem
fornecer informacoes relevantes para
o combate a doencas como a malaria,
o dengue, a tripanosomiase e a leish-
maniose, bem como para o estudo da
imunologia geral. A caracterizacio e a
purificacao de peptidios antimicrobia-
nos produzidos em resposta a infe-
¢coes causadas por bactéria ou fungos
em virias espécies de insetos, como
as lagartas Manduca sexta (Russell e
Dunn, 1996) e Galleria mellonella
(Dunphy e Halwani,1997) ¢ o mos-
quito Aedes aegypti (Lowenberger et
al., 1999), juntamente com as informa-
¢coes genéticas sobre a mosca-das-
frutas, Drosophila melanogaster (Han
et al., 1998), tém proporcionado no-
vos discernimentos sobre a organiza-
¢io e a regulacio do sistema imunolo-
gico dos insetos. Sabe-se hoje que os
insetos possuem um sistema de reco-
nhecimento de patégenos capaz de
ativar um complexo de moléculas si-
nalizadoras e de coordenar a expres-
sao de varios genes (Franc e White,
2000). Além disso, o conhecimento
das respostas imunolégicas que estio
presentes na hemolinfa e na cuticula
dos insetos pode fornecer informa-
coes valiosas para o delineamento de
novas formas de controle biolégico.
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Novos discernim

Imunidade adquirida

Alguns pesquisadores discordam do
termo imunidade para os insetos pelas
seguintes razoes: o sistema imunologi-
co dos insetos ndo € especifico; a
reacao que ele desencadeia para uma
bactéria ¢ a mesma para um fungo,
para um parasita ou um parasitéide;
nio possui memoria, isto é, ele niao
aprende com as experiéncias e nem
lembra de seus encontros; nao produz
linfécitos e nem sintetiza imunoglobu-
linas (anticorpos) que sio células e
proteinas especializadas da imunidade
adquirida ou especifica dos vertebra-
dos.

Nao existem evidéncias da especi-
ficidade molecular dos anticorpos mo-
noclonais no sistema imunolégico dos
insetos. Uma resposta imunolégica
adquirida geralmente leva dias ou se-
manas para se desenvolver; esse tem-
po de espera para adquirir imunidade
seria desvantajoso para um inseto cujo
ciclo de vida é relativamente curto
quando comparado com a maioria dos
vertebrados. Contudo, esse argumen-
to nao se aplica as baratas, que podem
viver 2 ou 3 anos em condicdes de
laboratério, tempo de vida mais longo
que o de certos ratos, nas mesmas
condicdes (Karp, 1990). Estudos reali-
zados com a barata Periplaneta ameri-
cana mostraram que quando inocula-
das com fosfolipase A, inativada, uma
toxina do veneno das abelhas, os inse-
tos desenvolveram uma resposta imu-
nolégica que durou cerca de quatro
dias. Essa resposta foi especifica para
essa toxina e foi possivel transferi-la
para outras baratas (ndo imunizadas)
através da injecio da hemolinfa das
baratas imunizadas (Karp, 1990). Al-
guns pesquisadores tém observado que
insetos, especialmente lepidopteros e
dipteros, quando inoculados com bac-
térias nao patogénicas, adquirem resis-
téncia a uma segunda inoculacio com
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Figura 1. Representacio esquematica das respostas imunologicas dos
insetos. A ligacio de moléculas receptoras na superficie de um
microorganismo pode induzir diferentes tipos de reacdes tais como
aglutinacio, fagocitose, formacio de nédulos e encapsulamento pelos
hemdcitos. A ativacdo da cascata de profenoloxidase é necessaria para
o processo de melanizacao e morte dos microorganismos isolados nos
nodulos ou capsulas. A sintese de peptidios antimicrobianos constitui a
ultima fase no combate a um microorganismo invasor

bactérias patogénicas. Em Drosopbila,
as reacdes humorais antimicrobianas a
infecoes causadas por bactérias e fun-
gos sdo especificas e podem discrimi-
nar esses patégenos. As bactérias Gram-
negativas sao potentes indutoras da
expressao desses genes antibacteria-
nos. Quando infectadas com fungos
entomopatogénicos, larvas desse inse-
to exibem uma resposta imunolégica
adaptativa, sintetizando peptidios (dro-
somicina) com atividade antifingica.
Os genes que codificam peptidios an-
tibacterianos e antifingicos sio ex-
pressos de maneira diferente apos a
injecao desses microorganismos na he-
mocele (Han et al., 1998). Contudo, os
efeitos dessas reacdes nao sao idénti-
cas a imunidade adquirida dos verte-
brados. A sintese desses peptidios e o
aumento da atividade antimicrobiana
nao € acompanhada de memoria.

Imunidade natural

Os insetos ndo possuem o sistema
imunolégico sofisticado dos vertebra-
dos. Contudo eles sao particularmente
resistentes aos seus inimigos naturais.
Para se defender, eles desenvolveram

uma série de mecanismos, tais como
reacdes de reconhecimento, aglutina-
¢do, ativacao de enzimas proteoliticas,
que leva a coagulaciao da hemolinfa e a
producao de melanina, reacdes celula-
res, e a sintese de peptidios antimicro-
bianos e inibidores de proteases (Whe-
eler et al, 1993; Soderhall e Cerenius,
1998; Wilson et al, 1999). Essas reacoes
de defesa fazem parte da imunidade
natural dos insetos. Uma representac¢io
esquemadtica das defesas imunoldgicas
dos insetos estd resumida na Fig. 1.

Reconhecimento e ativaciao
do sistema imunolégico

A habilidade de reconhecer a pre-
senca de um organismo ou de uma
substincia estranha é fundamental para
o sistema imunolégico de qualquer indi-
viduo. Nos insetos, a natureza das molé-
culas de reconhecimento niao estd bem
definida. Alguns receptores associados
2 membrana dos hemoécitos e outros
soliveis na hemolinfa sio capazes de
reconhecer e aglutinar diretamente os
patégenos, enquanto outros podem in-
duzir a ativacio de cascatas proteoliti-
cas. Alguns pesquisadores consideram a

interaco lectina-carboidrato e a ativa-
¢do da cascata pro-fenoloxidase um
dos mediadores no processo de reco-
nhecimento de patégenos e parasitoi-
des (Boucias e Pendland, 1993; Kawa-
saki et al.,1996; Wilson et al., 1999). As
lectinas sao uma classe de glicoprote-
inas que participam de muitos proces-
sos biologicos. Especificamente, as lec-
tinas se ligam a glicolipidios, glicopro-
téinas ou polissacaridios na superficie
de células animais, causando a sua
aglutinacio e/ou precipitacio. As uni-
dades glicidicas dessas moléculas tém
um enorme potencial para codificar
informacdes bioldgicas.

Nos insetos, as lectinas tém sido
detectadas na hemolinfa, agindo como
opsoninas (proteinas que se fixam e
transformam as propriedades da su-
perficie dos patégenos), aglutinando
0S MiCroorganismos € como recepto-
res na membrana dos hemocitos. Sao
produzidas, durante os processos in-
fecciosos, injirias no tegumento e na
degradacao dos tecidos durante os es-
tagios de desenvolvimento (Boucias e
Pendland, 1993; Drif e Brehélin, 1994;
Kawasaki et al., 1996).

Em larvas da mosca Sarcophaga
peregrina, moléculas de lectina siao
liberadas na hemolinfa todas as vezes
que a cuticula do inseto é danificada.
Essa proteina auxilia os hemodcitos no
reconhecimento e na fagocitose dos
tecidos injuriados ou de microorganis-
mos que tenham tido a oportunidade
de invadir a hemocele. Em larvas do
dictioptero Blaberus discoidalis, inje-
coes de Escherichia coli induzem o
aparecimento de lectina na hemolinfa,
que aumenta a fagocitose das bactéri-
as. Nas larvas nao vacinadas, a lectina
nao é detectada (Boucias e Pendland,
1993).

Moléculas de lectinas na membrana
dos hemécitos tém sido reportadas por
varios pesquisadores (Bradley et
al.1989; Wheeler et al 1993). Nos ga-
fanhotos, Melanoplus differentialis e
M. sanguinipes 20% a 30% dessas
moléculas estao na membrana dos gra-
nuldcitos (células de reconhecimento
e causadoras de lise) (Bradley et al.,
1989). Em seu trabalho com uma des-
sas espécies (M. differentialis), Whe-
eler et al (1993) reportaram que essa
proteina apresentou um efeito opsoni-
co contra esporos de B. bassiana, mas
nenhuma opsonizacio foi observada
contra esporos do fungo Nomuraea
rileyi. Foi constatado que os esporos
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de N. rileyi nio possuem em sua
superficie residuos de galactose, por-
tanto, nio foram reconhecidos pela
lectina desse inseto, cuja especificida-
de é para carboidratos galactocidicos.
Os granulécitos dessa espécie de gafa-
nhoto claramente discriminam entre
0s esporos de B. bassiana e N. rileyi.
Na maioria dos insetos estudados, as
moléculas de lectinas formam pontes
entre os hemocitos e células conduzin-
do galactose em suas membranas. Va-
rias moléculas de lectinas ja foram
purificadas e caracterizadas em lepi-
dopteros e ortopteros (Drif e Brehélin,
1994; Chen et al., 1998).

A cascata pro-fenoloxidase

Fenoloxidase € uma enzima que
cataliza a oxida¢ao de compostos fe-
nolicos presentes na hemolinfa e na
cuticula dos insetos. O produto final
dessa oxidacao é a melanina, que par-
ticipa de trés importantes processos
fisiol6gicos: esclerotizacao da cuticula,
cicatrizacao de feridas e defesas imu-
nologicas (Ashida et al., 1983; Brook-
man et al., 1989; Rowley, 1990; Mar-
maras et al., 1993; Lee et al, 1999; Silva
et al., 2000). A fenoloxidase encontra-
se como uma proenzima, chamada
pro-fenoloxidase. E ativada proteoliti-
camente por uma ou duas serina-pro-
teases em resposta a infeccoes com
bactérias, fungos, lipopolissacaridios
(componentes da parede celular das
bactérias Gram-negativas), peptidoglu-
canas (componente celular das bacté-
rias Gram-positivas) e B-1,3 glucanas
(componente da parede celular de
fungos e algas), bem como parasitoi-
des, enzimas proteoliticas (tripsina e
chimotripsina) e injirias nos tecidos
(Ashida et al., 1983; Rowley, 1990;
Silva et al., 2000). Oxidacdes subse-
quentes de fendis pela fenoloxidase
levam 2 produc¢ao de quinonas que
polimerizam para formar melanina. As
proteases da cascata pro-fenoloxidase
nido estao bem caracterizadas. Contu-
do, em larvas de B. mori infectadas
com lipopolissacaridio de E. coli, duas
diferentes serina-proteases, foram iden-
tificadas na hemolinfa. Pesquisas re-
centes com larvas de M. sexta de-
monstraram que uma proteina de re-
conhecimento de 53-kDa presente na
hemolinfa liga-se a superficie de bac-
térias Gram-negativas, Gram-positivas,
e de diversas glucanas ( 3-1,3 gluca-
nas). Apds o ligamento, mudancgas na

conformacio desse receptor ativam uma
serina-protease que, por sua vez, dispa-
ra a ativacao da cascata pro-fenoloxidase
(Ma e Kanost, 2000).

Fenoloxidase é uma enzima bastan-
te ativa e os produtos intermedidrios de
sua ativagcdo sdo toxicos tanto para os
microorganismos invasores como para o
proprio inseto, por isso sua ativacdo €
limitada ao local de infecao, caso contra-
rio poderia levar a uma melanizacio
generalizada e letal para o inseto. No
plasma e nos hemocitos, existem prote-
inas inibidoras que regulam a atividade
das seina-proteases (Kanost, 1999).

Defesas celulares

As defesas celulares sio executadas
pelos hemoécitos e incluem fagocitose,
encapsulamento e formaciao de nédu-
los. Elas ocorrem em combina¢io com as
defesas humorais (Dunn, 1986). Na he-
mocele existem varios tipos de hemoci-
tos, mas os granuldcitos, os plasmocitos
e 0s coaguldcitos sio os que participam
das defesas celulares e humorais na
maioria dos insetos estudados (Fig. 2).
Os hemocitos também participam da
eliminacao de toxinas e de tecidos anor-
mais ou mortos. Na maioria dos insetos
estudados, os plasmocitos sao as princi-
pais células fogociticas, ao receberem
sinais da presenca de bactérias ou outro
microorganismo essas células estendem
protrusoes finas e rigidas, chamadas filo-
podias, as quais exercem um papel
importante na fagocitose (Silva et al.,
2000; Russo et al., 2001).

Os hemocitos circulam livremente
na hemolinfa, mas, apds a invasiao de
bactérias, fungos, virus ou protozodrios
rapidamente migram para o local da
infecao e, eventualmente, fagocitam e
destroem os invasores (Silva et al., 2000;
Russo et al., 2001). Se a concentracao de
patégenos é muito grande, os hemoci-
tos se agregam e formam nddulos a fim
de imobiliza-los e de remové-los da
circulacao. Contra larvas e ovos de endo-
parasitéides que sio depositados na he-
mocele e nio podem ser fagocitados e
nem isolados em nédulos, os insetos se
defendem formando cdpsulas (Strand e
Pech, 1995). O encapsulamento ¢ influ-
enciado por fatores genéticos e fisiologi-
cos tanto do hospedeiro quanto do para-
sitéide. A quantidade e os tipos de he-
mocitos sdo fatores-chave para o suces-
so dessa reacio. Mudangas na contagem
dessas células sdo os primeiros sinais de
parasitismo (Russo et al., 2001). Geral-
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mente, 0s granuldcitos sao os primeiros
hemocitos que chegam ao local de
infecao. Apds contactar a presenca do
parasitoide, essas células se agregam e
rapidamente liberam uma substincia
granular na hemolinfa, que atrai os plas-
mocitos. Em seguida, os plasmécitos
chegam para formar uma camada de
células, que endurece por um periodo
de varias horas. Normalmente, a forma-
¢ao de capsulas é acompanhada pela
producio de melanina. Durante a sinte-
se de melanina, moléculas citotoxicas
intermediarias (quinonas) sido produzi-
das e inativam ou matam grande parte
dos microorganismos (Silva et al., 2000).

Alguns inimigos naturais desenvol-
veram estratégias para escapar das de-
fesas celulares dos seus hospedeiros.
Apesar dos mecanismos de escape nao
serem ainda bem entendidos, alguns
aspectos ja sao conhecidos. Por exem-
plo, Metarbizium anisopliae libera uma
protease que inibe a atividade de ade-
sao e de fagocitose dos plasmocitos dos
insetos infectados. Outro exemplo de
estratégia de escape € a utilizada, pelo
endoparasitéide Venturia canesca (Hy-
menoptera: Ichneumonidae), que inje-
ta, juntamente com os OVOs, uma secre-
¢ao produzida pelos ovarios. Essa secre-
¢ao contém inibidores de proteases (ser-
pinas) e particulas de virus, que siao
essenciais para o sucesso do parasitismo
(Bechage, 1998).

Defesas humorais

As respostas humorais sao realizadas
por proteinas soliveis existentes na
hemolinfa e normalmente levam algu-
mas horas ou dias para sua completa
expressiao. Muitas dessas proteinas sao
inibidoras de fungos e bactérias. Em
lepidépteros, dipteros e alguns cole6p-
teros, ferimentos ou injecoes de bacté-
rias induzem a sintese de peptidios
antibacterianos (Cociancich etal., 1994).
As cecropinas sio uma classe desses
peptidios que possuem uma ampla acao
antibactericida. Foram isoladas, pela
primeira vez, da hemolinfa da pupa
Hyalophora cecropia (Brey et al., 1993).
Na presenca desses peptidios, algumas
espécies de bactérias perdem a integri-
dade da parede celular. Em geral esses
peptidios sao moléculas cilindricas, an-
fipaticas, com um polo hidrofébico em
uma das terminacoes. Eles atuam rom-
pendo as bicamadas lipidicas da mem-
brana celular de bactérias Gram-positi-
vas e Gram-negativas. Moléculas de



Figura 2. Micrografia de contraste de fase dos principais hemécitos de defesa
do grilo doméstico, Acheta domesticus. A. Plasmécitos circulares (=) e na for-
ma de fibroblastos (4\) mostrando particulas de bactérias em inicio de ligamen-
to 2 membrana dos hemocitos. B. Plasmécito em forma de estrela (<) mostran-
do finos filopédios projetando-se da superficie da célula. C. Plasmocitos com
extrusio nuclear () e granuldcitos agregados (W) e ligados por fibras gelati-
nosas formadas pela coagulacio da hemolinfa. D. Coagulécitos com fibras gela-

tinosas de citoplasma

cecropinas de cargas positivas ligam-
se as proteinas negativas perifericas da
membrana fosfolipidica das bactérias,
levando a um enfraquecimento da bi-
camada de lipidios que, eventualmen-
te, causa o vasamento do citoplasma e
apoptose da célula.

As cecropinas atuam contra varias
espécies de bactérias, mas niao sdo
ativas contra Bacillus thuringiensis.
Essa bactéria produz uma zinco-prote-
ase que degrada essas proteinas . Ou-
tra bactéria entomopatogénica que nao
¢é afetada pelos peptidios antibacteria-
nos € a Xenorhabdus nematophilus,
que vive em simbiose com o nematoi-
de Steinernema carpocapsae. Ao in-
fectar os hospedeiros, o nematoéide
sintetiza uma protease que inativa es-
ses peptidios (Jarosz, 1998). Uma ca-
racteristica de X. nematophilus é neu-
tralizar as defesas imunolégicas dos
insetos hospedeiros, inclusive a ativa-

¢io da profenoloxidase. Isso € essenci-
al para a sobrevivéncia e reproduc¢iao
do nematéide que ¢ sensivel aos efei-
tos toxicos dos produtos intermediari-
os produzidos durante a ativacio de
fenoloxidases (Silva et al., 2000).
Outros peptidios antibacterianos
que fazem parte da imunidade humo-
ral dos insetos sdo os atacins que tém
sido isoladas da hemolinfa dos lepi-
dopteros e os diptericins isolados da
hemolinfa de virias espécies de dipte-
ros. Os atacins sdo peptidios considera-
velmente maiores que as cecropinas
(180 aminodcidos), mas sua a¢dao anti-
bactericida é menor. Estudos realiza-
dos demonstraram que cada tipo de
peptideo liga-se a um receptor dife-
rente na parede celular das bactérias.
Essa caracteristica impede que as bac-
térias escapem através de mutacoes
(Cociancich et al., 1994).
Alguns insetos, como grilos, baratas

e gafanhotos, nio sintetizam
esses peptidios antibacteria-
nos. Na hemolinfa desses in-
setos a atividade antimicrobi-
ana € realizada principalmen-
te pelas lisozimas. As lisozi-
mas estdo presentes na he-
molinfa de todas as espécies
de insetos. Elas dissolvem cer-
tas bactérias hidrolisando as
cadeias glicidicas da camada
de peptidoglicana da parede
celular. A remocao dessa ca-
deias, mesmo em numero re-
duzido, provoca a ruptura da
parede celular e, conseqiien-
temente, a morte das bacteri-
as. Nos lepidopteros, frag-
mentos da parede celular das
bacterias resultantes da acao
das lisozimas servem como
sinalizadores para a sintese
das cecropinas e atacinas. (Ka-

nost, 1999).
Conclusiao

O interésse pelo sistema
imunolégico dos insetos tem
aumentado nos Gltimos anos.
Atualmente, o entendimen-
to, de que os insetos sao um
grupo primitivo com ativida-
des metabdlicas limitadas nao
¢ verdadeiro. Os insetos sao
organismos geneticamente
complexos e com grande re-
sisténcia aos seus inimigos
naturais. Uma drea de investi-
gacdo que vem sendo estudada € a
caracterizagao de proteinas de reconhe-
cimento e inibidores de proteases que
participam das defesas humorais, tais
como a coagulacio e a ativacao da
profenoloxidase. Informacoes proveni-
entes desses estudos permite compre-
ender como essas cascatas sio dispara-
das. A fenoloxidase é uma enzima fun-
damental na adesao hemocito-microor-
ganismo. Um grande nimero de inibido-
res de proteases tem sido identificados
na hemolinfa dos insetos. Além de par-
ticiparem das defesas humorais, esses
inibidores inativam muitas proteases que
sao liberadas pelos patégenos invasores
durante o parasitismo.
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