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Resumo

A hemostasia ¢ um processo multifuncional, complexo e finamente regulado
que envolve diversos componentes celulares e moleculares, incluindo plaquetas, parede
vascular, cascata da coagulacdo sangiiinea e fibrindlise. O desequilibrio desses
componentes pode desencadear condi¢des patologicas, tais como hemorragias,
hipercoagulopatias e a conseqiiente trombose vascular. O descobrimento de novos
principios ativos e o desenvolvimento de drogas como instrumentos de intervengao anti-
trombotica constituem estratégias de elei¢do para a prevengdo e o tratamento do quadro
trombo-embolico. Muitos desses principios ativos sdo obtidos de fontes naturais,
incluindo os conhecidos anti-hemostaticos presentes em venenos de serpentes e na saliva
de artropodos hematdfagos. Por afetarem o sistema hemostatico humano, essas moléculas
sdo alvo de estudos para o desenvolvimento de anti-venenos, testes laboratoriais € novas
drogas terapéuticas.

As lagartas do género Lonomia sao conhecidas por produzirem proteinas toxicas
que estdo associadas a uma severa sindrome hemorragica em humanos, cujo quadro
clinico ¢ caracterizado por disturbios da coagulagdo, insuficiéncia renal aguda, hematuria,
sangramentos, dentre outros sintomas. O veneno ¢ constituido por diversos principios
ativos, incluindo atividades pro-coagulantes e fibrinoliticas. Apesar da importancia social
e cientifica desses envenenamentos € do conhecimento sobre a natureza dessas toxinas, as
informacdes sobre as caracteristicas moleculares do veneno ainda sdo escassas, o que
limita o melhor entendimento das bases moleculares da sindrome hemorragica e o
desenvolvimento de um diagndstico e de um tratamento mais adequados para os

pacientes.



O presente trabalho teve por objetivo analisar as proteinas mais abundantes e os
genes expressos em maior propor¢do na taturana L. obliqua durante a fase larval (fase em
que ocorrem os acidentes), visando identificar moléculas potencialmente envolvidas no
envenenamento. As etapas realizadas foram: analise dos principios ativos presentes em
tecidos utilizados para a constru¢do de bibliotecas de cDNA, seqiienciamento em massa
das bibliotecas e andlise dos transcritos utilizando ferramentas de bioinformatica. Mais de
mil seqiiéncias de cDNA foram obtidas e agrupadas gerando um catdlogo com
informagdes sobre os transcritos encontrados, incluindo seqiiéncias completas de cDNAs
que codificam para proteinas provavelmente envolvidas no envenenamento, além de
novas seqiiéncias de funcdo biologica desconhecida. O contetido protéico do veneno foi
analisado por SDS-PAGE seguido por seqilienciamento da regido N-terminal das
proteinas mais abundantes, possibilitando a correlagdo entre o cDNA e a proteina por ele
codificada. As seqiiéncias completas de cDNA foram enviadas para o GenBank
(NCBI/NIH, EUA) e os resultado estdo disponiveis em um sitio eletronico especifico no

NCBI: http://www.ncbi.nih.gov/projects/omes. O cDNA mais abundante da lagarta,

que codifica para uma lipocalina, foi clonado e obteve-se a proteina recombinante.
Demonstramos que essa lipocalina liga o grupamento heme e participa da oxidagdo
acoplada desse ligante, levando a formacao de biliverdina y, sugerindo uma nova fungao
para as proteinas ligadoras de bilina em insetos.

Os resultados obtidos colaboram para o maior entendimento das bases
moleculares do envenenamento por L. obliqua, além de apontarem moléculas candidatas

para o desenvolvimento de kits de diagnostico para o envenenamento com Lonomia €



para a melhora na especificidade do soro anti-londmico, bem como para estudos mais

aprofundados dos processos hemostaticos.



Abstract

Hemostasis is a multifunctional, complex and finely regulated process that
involves a variety of cellular and molecular components, such as platelets, vascular
endothelium, blood coagulation cascade and fibrinolysis. A disturbance in these
components may cause physio-pathologic profiles including hemorrhages,
hypercoagulopathy and, eventually, vascular thrombosis. The discovery of novel active
principles and the development of anti-thrombotic drugs are, nowadays, the main
strategies for the prevention and treatment of thrombo-embolic diseases. Many of these
active principles are obtained from natural sources, including the well known anti-
hemostatic activities from snake venoms and from the salivary secretion of
hematophagous arthropods. These molecules affect the human hemostatic system, thus
being useful in the study and development of anti-venoms, laboratory test kits and new
therapeutic drugs.

In southern Brazil, accidental contact with caterpillars of the genus Lonomia leads
to a severe hemorrhagic syndrome caused by the toxins produced by the animal. The
clinical profile is mainly characterized by coagulation disorders, acute renal failure,
hematuria and generalized hemorrhage. The venom is composed of several active
principles, including procoagulant and fibrinolytic activities. Even though these accidents
constitute a serious social problem in Brazil, little is known about the molecular basis of
the envenomation and of the active principles composing the venom. More scientific
information is necessary in order to allow a better understanding of this coagulation

disorder and to develop proper diagnosis and treatment of the envenomed patients.
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The main objective of this study was to analyze the most abundant proteins and
the most expressed genes in the caterpillar L. obliqgua, aiming the identification of
molecules potentially involved in the envenomation process. The following steps were
performed: analyses of the active principles present in tissues used for construction of
cDNA libraries, mass sequencing of the cDNA libraries and analyses of the transcripts
using bioinformatic tools. Over one thousand of cDNA sequences were obtained and used
to generate a catalog containing information on the transcripts, including full-length
cDNAs coding for putative toxins involved in the envenomation, as well as novel
sequences of unknown biologic functions. The protein content of the venom was
analyzed by SDS-PAGE followed by N-terminal sequencing. The aminoacid sequences
were correlated to the respective cDNAs in the libraries. The full-length cDNA sequences
were sent to GenBank (NCBI/NIH, USA) and the results can be found in the webpage

(http://www.ncbi.nih.gov/projects/omes). The most abundant cDNA in the caterpillar,

which codes for a lipocalin, was cloned and the recombinant protein obtained. It is shown
that this lipocalin binds heme and is involved in the coupled oxidation of the ligand, with
formation of biliverdin vy, thus suggesting a new function for the bilin-binding proteins
from insects.

The present study brings new insights for a better understanding of the
molecular basis of the envenomation by L. obliqua caterpillars. Furthermore, the
molecules identified may be of interest for the development of diagnosis kits and of a

more specific anti-venom, as well as for studies of the hemostatic process itself.
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Apresentacio

A tese de doutorado aqui apresentada ¢ fruto de um trabalho desenvolvido ao
longo de 4 anos no Laboratéorio de Bioquimica Farmacolégica do Centro de
Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob orientacdo de Jorge
Almeida Guimardes, e faz parte do projeto de pesquisa “Proteinas e peptideos
componetes de venenos e outros principios ativos com acao sobre a hemostasia” — mais
especificamente da linha de pesquisa com o veneno da lagarta Lonomia obliqua,
conhecida por causar uma sindrome hemorragica em humanos.

Iniciei minhas pesquisas com a L. obliqua no grupo do Professor Jorge Guimaraes
em 1999, durante o Bacharelado em Ciéncias Bioldgicas na UFRGS, a partir de um
estudo morfo-funcional e ultra-estrutural do tegumento e das estruturas da lagarta a fim
de caracaterizar os mecanismos de produgdo e injecdo de veneno pela lagarta. Dei
continuidade ao estudo durante meu Mestrado (2000-2001) no Programa de Pos-
graduacao em Biologia Celular e Molecular (PPGBCM) do Centro de Biotecnologia da
UFRGS, também sob orientagdo de Jorge A. Guimaraes. Além do tema do Bacharelado
(Veiga et al., 2001), o projeto também incluiu a caracterizagdo parcial de alguns
principios ativos do veneno que interferem na coagulacao e na fibrindlise. Finalmente, ao
longo do meu Doutorado no PPGBCM (2001-2005) sob orientagdo de Jorge A.
Guimaraes e Doutorado-sanduiche no National Institutes of Helath (NIH, EUA) sob
orientagdo de José Marcos C. Ribeiro, foram aprofundados os estudos sobre os principios
ativos do veneno, bem como dos principais genes expressos pela L. obliqua durante a

fase de lagarta e que podem codificar para esses principios ativos.
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Muitos experimentos foram realizados no Laboratério de Bioquimica
Farmacologica no Centro de Biotecnologia, mas o trabalho também teve a colaboragdo do
Laboratério de Biologia Molecular Vegetal (colaboragdo do Dr. Giancarlo Pasquali), do
Laboratorio de Interagdo Planta-Praga (colaboragdo da Dr" Fatima Grossi de Sa), do
Departamento de Bioquimica Médica-ICB-UFRIJ (colaboragido da Dr" Russolina Zingali)
e do Laboratory of Malaria and Vector Research (LMVR) do National Institutes of
Allergy and Infectious Diseases (NIAID), no NIH (Estados Unidos) (co-orientacao do Dr.
José Marcos C. Ribeiro e colaboragdao do Dr. Ivo M. B. Francischetti ¢ do Dr. John F.
Andersen).

Esta tese esta dividida basicamente em Introducdo, Objetivos, Resultados e
Conclusdes. Os resultados aqui descritos originaram trabalhos ja publicados ou
manuscritos em fase final para publicacdo. J4 no capitulo Perspectivas sdo comentadas as
novas abordagens de estudo dentro da linha de pesquisa sobre a lagarta L. obliqua que
estdo sendo seguidas como continuidade do projeto desta Tese de Doutorado. Por fim,
estd incluido um capitulo apresentando trabalhos publicados na linha de pesquisa de L.

obliqua dos quais participei como co-autora.
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PLC: fosfolipase C

Pro: protrombina
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T: trombina
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1. Introducao

1.1. A Hemostasia

Em conseqiiéncia de uma lesdao vascular diversos componentes celulares e
moleculares sdo acionados, resultando na ativagdo de um complexo mecanismo de defesa
e controle da perda de sangue, que compreende o processo hemostatico. A hemostasia €,
assim, um processo multifuncional, complexo e de regulacdo finamente controlada,
envolvendo a participagdo de diversos componentes fisioldgicos celulares e acelulares,
incluindo a parede vascular ¢ a membrana basal, microfibrilas e colageno, ativagdo
plaquetaria, além das cascatas da coagulagao e da fibrin6lise. A refinada regulacao desses
sistemas coloca em posi¢des antagdnicas € em equilibrio permanente dois processos: de
um lado se situa um eficiente processo fisioldégico, a hemostasia propriamente dita,
constituindo um complexo, redundante e eficiente mecanismo de defesa capaz de
prevenir a perda ndo controlada de sangue; do outro lado, basicamente os mesmos
componentes celulares e moleculares que asseguram uma fungdo fisioldgica para a
hemostasia constituem as bases do mecanismo desencadeador das condigdes fisio-
patologicas como a hemorragia, as hipercoagulopatias e a conseqliente trombose
vascular. Assim, o quadro trombo-embolico, freqiientemente incompativel com a propria
vida, pode ser considerado uma extensao mal regulada do processo da hemostasia (ver
revisdo em Marcus & Safier, 1993).

O processo fisiologico compreende a participagdo da agregacdo plaquetaria, da

coagulacdo sangliinea e da vasoconstricdo. O sistema, como um todo, consiste em um
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conjunto de etapas auto-reguladas e de maxima eficiéncia, incluindo etapas seqiienciadas
de eventos que ocorrem sem uma demarcacdo definida de limites funcionais

preponderantes entre si, sendo constituido pelos trés grandes processos interligados:

a) Coagulacio sangiiinea. Compreende as cascatas de eventos de ativacao da coagulacao
pelas vias intrinseca e extrinseca. A via extriseca, ou via do fator tecidual (Figura 1.1a),
constitui o principal e mais rapido mecanismo que leva a geracdo de trombina (Opal &
Esmon, 2003). J4 a via intrinseca, ou via do contato mediada por superficie negativa ou
ainda via do fator de Hageman (Figura 1.1b), tem papel na sustentacdo e manuten¢do do
processo sob ativacdo. Nas duas vias atuam cerca de 18 fatores plasmaticos, quase todos
de natureza protéica, sendo majoritariamente enzimas que circulam em estado de

precursores zimogénicos, suscetiveis de ativacdo em cascata de eventos marcada por

6
amplificacdo do sinal bioquimico inicial da ordem de 5x10 vezes em bases molares.

b) Agregacio e reatividade plaquetaria. E, por si s6, um processo altamente redundante
acionado independentemente por diversos agonistas, incluindo ADP originado de
eventual injaria celular e tecidual, colageno das estruturas sub-endoteliais, tromboxana
A, (TXA)) liberado de plaquetas ativadas, elastase dos neutrofilos (NE), trombina e fator

ativador de plaquetas (PAF).

¢) Vasoconstricio. E induzida pelos agonistas TXA, e serotonina, ambos

vasoconstritores liberados por plaquetas ativadas.

16



Na resposta hemostatica esses complexos sistemas fisioldgicos interagem entre si
e eventualmente atuam em circunstancias opostas. Toda essa série de eventos, finamente
regulados e atuando em conjunto, previnem a perda de sangue pelo organismo. A
fibrindlise, por sua vez, elimina excessos de fibrina e coagulo, evitando a formagdo de
trombos que possam se desprender e se alojar em outro local do organismo (Jenny e

Mann, 1998).

a)

Figura 1.1. Ativagdo da cascata da coagulagdo. O fator tecidual (TF) leva a ativacdo do fator X e do fator
IX. A ativagdo do fator X pelo complexo tenase da via extrinseca (a) e da via intrinseca (b) resulta na
formagdo do complexo protrombinase inserido na membrana fosfolipidica. A conseqiiente ativacdo da
protrombina (Pro) leva a formacgdo de trombina (T), enzima chave no controle da coagulagdo (ver texto).
Adaptado de Esmon, 2004.
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1.1.1. Cronologia dos Eventos

Em conseqiiéncia de uma injaria celular, de uma lesdo tecidual ou ainda de um
processo inflamatdrio, o sistema fisiologico latente, representado principalmente pelas
plaquetas e pelas proteinas plasmaticas que circulam na forma inativa (zimogénios), ¢
“apresentado” aos componentes celulares estruturais da parede vascular (membrana
basal, microfibrilas e colageno) e se torna ativado. As plaquetas sofrem mudancas de
forma, emitem pseuddpodos e passam a uma etapa de intensa reatividade, produzindo
adesdo celular e secrecdo de agonistas pro-agregantes, tais como ADP e TXA,. O fator
tecidual liberado da membrana das células endoteliais, por sua vez, se liga as formas
zimogeénica e ativada do fator VII presentes no sangue. Essa ligacdo ativa o fator VII,
promovendo a formag¢do do complexo tenase extrinsico, que depende de calcio e consiste
da interagdo entre o fator tecidual, o fator VIla e o fator X na membrana fosfolipidica
(Figura 1.1a). O fator IXa, por sua vez, participa da formagdo do complexo tenase
intrinseco — também dependente de calcio — que envolve a interacdo entre os fatores 1Xa,
X e VIIla na membrana fosfolipidica (Figura 1.1b) (Opal & Esmon, 2003). Ocorre a
conversdo do fator X para sua forma ativa Xa, que ativa o fator V, possibilitando a
formacao do complexo protrombinase, formado pelos fatores Xa, Va e protrombina na
membrana fosfolipidica das plaquetas. O complexo protrombinase, que também depende
de calcio, leva a conversdo da protrombina em trombina, a enzima chave da coagulacio
sangiiinea, que catalisa uma rapida e especifica reacdo de clivagem dos fibrinopeptideos
A e B, promovendo a transformagdo do fibrinogénio em mondmeros de fibrina, além de
ativar o fator XIII. O fator XIlla, por sua vez, promove a formagao de ligacdes covalentes

na rede de fibrina, estabilizando o coagulo. O processo ¢ finalizado com a formagao de

18



um aglomerado de plaquetas, englobando também outras células, especialmente
eritrocitos, o que consolida o codgulo que sela a lesdo e interrompe o extravasamento
sangiiineo.

Varios processos de retroalimentacdo — tanto positiva como negativa — regulam a
cascata da coagulagdo. Um exemplo de retroalimenta¢do negativa ¢ a formagao do fator
Xa o qual, além de ser fundamental na propagacdo da cascata da coagulacdao, aumenta a
atividade inibitoria do inibidor da via do fator tecidual (TFPI). O TFPI liga-se ao fator Xa
e ao fator VIla em complexo com o fator tecidual, levando a inibicdo do complexo
tenase. O TFPI também inibe o complexo protrombinase e a ativagdo do fator IXa pelo
complexo Vlla/fator tecidual (Broze, 1995). Desta forma, a propagacdo da cascata da
coagulacdo depende de vias de amplificagdo por retroalimentagdo positiva, sendo a
trombina fundamental neste aspecto. Além de catalisar a conversdo do fibrinogénio em
fibrina, a trombina amplifica a cascata através da ativagao dos fatores V, VIII e XI. Os
fatores VIII e XI fazem parte da via intrinseca da coagulacdo (via do fator contato),
importante na manuten¢ao do processo. O fator Xla ativa o fator IX, e o fator IXa, na
presenga de célcio e fosfolipideos de membrana, forma o complexo tenase intrinseco com
os fatores VIlla e X, levando a ativagdo do fator X. Outra etapa de amplificacdo por
retroalimentagdo positiva ¢ a ativagdo, pelos fatores VIla, [Xa e Xa, do fator VII ligado
ao fator tecidual (Broze, 1995; Dahlbiack, 2000). Uma outra via de manutencdo da
coagulacdo envolve a ativagdo do fator XII na presenca de cininogénio, precalicreina e
superficie carregada negativamente pois o fator Xlla ativa o fator XI (Pierce &

Guimaraes, 1975; Colman et al., 1975; Webster et al., 1976; Jenny & Mann, 1998).
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A maioria dos componentes envolvidos na coagulagdo — tais como fatores IX, X,
VII, e protrombina — sdo proteinas dependentes de vitamina K, dai a importancia desta
vitamina na coagulagdo sangiliinea (Dahlbdck, 2000). O calcio é outro elemento
importante na cascata, necessario em varias etapas da coagulacdo (Jenny & Mann, 1998).
Existem grandes variacdes nas concentragdes de todos os componentes da cascata de
coagulagdo no sangue, sendo que aqueles que atuam no inicio do processo — como o fator
VII — encontram-se em concentragdes muito baixas em relacdo aqueles que atuam em
estagios mais avancados — como o fibrinogénio — o que reflete a amplifica¢do do sinal em
varias etapas ao longo do processo.

A coagulagdo do sangue ¢ também regulada negativamente por eventos
anticoagulantes e fibrinoliticos. Esses eventos incluem a ativacao de plasminogénio, a via
do TFPI (ja descrita), a participag@o da antitrombina III e a via anticoagulante da proteina
C. O plasminogénio, precursor da plasmina, ¢ ativado pela uroquinase (u-PA) e pelo
ativador tecidual de plasminogénio (t-PA). Na auséncia de fibrina, a plasmina formada
degrada o fibrinogénio, liberando fibrino-peptideos soluveis. A plasmina também
apresenta retroalimentacdo positiva clivando o plasminogénio de maneira a facilitar a
ativacdo por t-PA e por u-PA, além de agir sobre outros fatores da cascata da coagulacdo
(Jenny & Mann, 1998). Esses componentes da fibrindlise, por sua vez, também sofrem
inibi¢do; o inibidor da fibrindlise, por exemplo, ¢ ativado pela trombina, evitando a acao
das enzimas fibrinoliticas sobre a rede de fibrina.

A proteina C ¢ ativada quando a trombina liga-se a trombomodulina. A proteina C
ativada (APC) inativa os fatores Va e VIlla, o que culmina na inibi¢do da coagulacio;

esse processo envolve a participacdo de um cofator, a proteina S, que também ¢
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dependente de vitamina K. O fator V também atua em sinergismo com a proteina S como
um cofator na clivagem do fator VIIla pela APC (Dahlbick, 2000; Esmon, 2000). Este é
mais um exemplo da complexidade do sistema hemostatico, em que uma mesma proteina
pode exercer fungdes antagdnicas conforme o processo envolvido. A Figura 1.2 resume

as principais etapas das cascatas da coagulacao e da fibrindlise.

VIA DO FATOR TECIDUAL

(Via Extrinseca)
Lesao no tecido

Fator tecidual

VIA DO FATOR CONTATO

(Via Intrinseca)
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Figura 1.2. Cascata da coagulagdo e fibrinolise. Em vermelho, a via do fator tecidual (via extrinseca);
em azul, a via intrinseca; em verde e amarelo, o processo fibrinolitico. As setas em preto indicam
inibicdo e as setas coloridas indicam ativag@o. Adaptado de Enzyme Research Co., Reino Unido.
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Quando os processos de formacgdo e de dissolucdo do coagulo ndo estio em
equilibrio varios problemas cardiovasculares podem surgir, tais como a trombose ¢ a
aterosclerose (Carmeliet & Collen, 1998). Tal desequilibrio pode ter bases genéticas ou
mesmo ser decorrente de fatores externos, tais como altos niveis de estresse, tabagismo e
ma alimentacdo. A deficiéncia de muitos fatores da coagulacdo e também de inibidores
fisiologicos da coagulagdo, como a proteina C, pode ser hereditaria e leva a hemorragia
ou ineficiéncia na coagulagdo sangiliinea. Exemplos de deficiéncias hereditarias sdo as
hemofilias A e B (deficiéncia de fator VIII e fator IX, respectivamente) e a doenca de von
Willebrand. Por outro lado existem doengas tromboticas, que também podem ser
hereditarias, como resisténcia a APC causada por uma muta¢do no gene do fator V,
concentragdes elevadas de protrombina no plasma devido a uma mutacdo do gene desta
proteina, deficiéncia de proteina C, S e antitrombina causada por mutagdes nos
respectivos genes. Os casos de trombose adquirida geralmente resultam de cirurgias,

imobilizagdes, diabetes, gravidez ou outros fatores (Dahlbédck, 2000; Bauer, 1998).

1.1.2. Papel das Plaquetas

Devido ao importante papel que desempenham no processo da hemostase, as
plaquetas sdo alvo natural para estudos de anti-hemostaticos. As plaquetas circulam
passivamente pela rede vascular sendo impedidas de interagir com a matriz sub-endotelial
gracas ao endotélio que funciona como uma barreira anatdmica, exercendo, ativamente,
fun¢do anti-adesiva e anti-agregante. Em resposta a lesdo vascular, ou exposi¢cdo a

estimulos exogenos, as plaquetas aderem ao local da lesdo, sofrem "shape change" (ou
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metamorfose viscosa), um processo pelo qual a plaqueta, usualmente discoide, se torna
esférica e passa a emitir pseudopodos. Nesta fase, passam a secretar agonistas pro-
agregantes (ADP, NE e TXA;) e em seguida agregam umas as outras. Esse fenomeno,
finamente regulado, culmina com a formacdo do p/ug hemostatico (Marcus & Safier,
1993).

O estado de ativagdo plaquetaria ¢ dinamicamente modulado pelo balango de
acOes estimulatdrias e inibitorias da funcdo plaquetaria. As plaquetas possuem uma série
de receptores na superficie celular que sdo capazes de reconhecer ligantes envolvidos em
tais processos. Entre estes estdo receptores para macromoléculas adesivas, tais como o
fator de von Willebrand (VWF), o fibrinogénio, a fibronectina e o colageno, que
possibilitam a aderéncia das plaquetas as zonas de lesdo vascular, como, por exemplo, a
matriz extracelular do subendotélio. Receptores, como o complexo glicoproteina Ib-IX,
interagem seletivamente com o vWF presente na matriz extracelular e ndo com aquele
presente no plasma. Outros receptores tornam-se funcionais quando as plaquetas sdo
ativadas. Assim, na formacdo de um agregado compacto, sdo mobilizados alguns
receptores de membrana, particularmente as glicoproteinas IIb e Illa (GPIIb-IlIla,
complexo conhecido como integrina opf3), €em resposta aos sinalizadores extracelulares,
os quais podem ser soltiveis — como o ADP e a trombina — ou imobilizados — como o
colageno. Esses agonistas extracelulares interagem com os receptores especificos,
gerando o sinal necessario para a "ativacdo” ou "exposicdo" dos receptores de membrana,
sendo entdo reconhecidos pelas macromoléculas adesivas (Marcus & Safier, 1993).

Entre os agonistas que, sabidamente, ativam as plaquetas, incluem-se: ADP,

trombina, adrenalina, TXA - PAF e colageno, além de componentes da matriz
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extracelular do subendotélio. A informagdo resultante da ocupacdo dos receptores por
estes agonistas € traduzida, por sistemas de transducao de sinal (por exemplo, proteinas G

e tirosina-quinases), a sistemas efetores (PLC, PLAZ, adenilato ciclase), com a formagao

subseqiiente de segundos-mensageiros (inositol trifosfato, diacilglicerol, calcio),
resultando na agregacao plaquetaria (Marcus & Safier, 1993).

Desta forma, sdo diversos os alvos para a atuagao de possiveis agentes anti-
hemostaticos, tanto naturais como sintéticos. Portanto, o descobrimento de novos
principios ativos e o desenvolvimento de drogas e produtos capazes de propiciar a adog¢ao
de procedimentos clinicos e terapéuticos como instrumentos de intervencdo anti-
trombotica constitui hoje a estratégia de elei¢do para a prevengao e o tratamento do grave
quadro trombo-embolico. Nao ¢ sem razdo que a busca de novos principios anti-
hemostaticos de origem natural seja objeto de acirrada competi¢ao na pesquisa académica

e na industria farmacéutica.

1.2. Principios naturais que interferem na hemostasia

Substancias ativas sobre a hemostasia tém sido predominantemente obtidas de
fontes naturais. Este ¢ o caso da heparina, o classico anti-coagulante de uso clinico mais
difundido. Por outro lado, ao longo da evolu¢do, por cerca de 300 milhdes de anos,
diversas espécies hematofagas aperfeicoaram um diversificado processo de producao de
substancias e principios anti-hemostaticos originados na secrecdo salivar e capazes de
vencer em tempo minimo a extraordinaria eficiéncia representada pela barreira do sistema

hemostatico dos mamiferos.
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Muitos principios ativos de natureza protéica produzidos por animais venenosos
afetam o sistema hemostatico humano (Markland, 1997; Aird, 2002). Entre os exemplos
mais conhecidos de proteinas animais que afetam a hemostasia estdo a hirudina, um
inibidor de trombina presente na saliva da sanguessuga Hirudo medicinalis (Markwardt,
1970); a batroxobina, presente no veneno da jararaca Bothrops atrox, que cliva o
fibrinogénio da mesma forma que a trombina sem, no entanto, ser inibida por
antitrombina (Braud et al., 2000; Matsui et al., 2000); a jararagina, uma metaloproteinase
de B. jararaca, que inibe a agrega¢ao plaquetéaria (Matsui et al., 2000; Markland, 1998); a
botrojaracina, uma proteina semelhante a lectina tipo C encontrada também em B.
Jjararaca, que inibe a trombina e a agregacao plaquetaria (Zingali et al., 1993; Monteiro et
al., 1999), dentre muitas outras presentes em carrapatos, vampiros, barbeiros, aranhas e
outros animais (Pirkle & Markland, 1988; Bon, 2000).

O estudo desses principios naturais ¢ de extrema importancia, uma vez que esses
compostos apresentam diversas aplicacdes: a) no desenvolvimento de anti-venenos
especificos; b) no desenvolvimento de testes laboratoriais, sendo exemplo tipico a
batroxobina, utilizada para analisar os niveis de fibrinogénio no plasma, e a ecarina, uma
metaloproteinase da serpente asidtica Echis carinatus, utilizada para ensaios de niveis de
protrombina no plasma (Braud et al., 2000); c) no tratamento da trombose e outras
coagulopatias, bem como em doengas cardiovasculares, para o qual se faz uso da
hirudina, da batroxobina e de outros principios ativos; d) no desenvolvimento do agente
anti-hipertensivo captopril, derivado de um nonapeptideo presente no veneno de B.
jararaca (Ferreira, 1965). O conhecimento da estrutura e da funcdo dos componentes

desses venenos também ¢ de grande interesse para estudos de modelagem de novas
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drogas terapéuticas destinadas ndo apenas ao tratamento de trombose, como também de
outros problemas de saide humana, incluindo desde quadros inflamatdrios até o cancer
(Markland, 1998; Bon, 2000; Braud et al., 2000; Matsui et al., 2000). O alto grau de
especificidade na atividade dessas proteinas sobre a cascata da coagulacdao do sangue faz
com que elas sejam ferramentas muito Uteis para o estudo dos mecanismos de acdo, da
regulacdo e das relacdes entre estrutura e fungdo dos fatores da coagulacdo (Braud et al.,
2000; Kini, 2005).

Entre os artropodos, um consideravel grupo produz diversos agentes que atuam no
processo hemostatico de diferentes maneiras, apresentando papel importante na
hematofagia. Além de artropodos hematofagos, alguns insetos da ordem Lepidoptera,
quando no estagio larval ou de lagarta, produzem venenos que interferem na hemostasia e
que tém papel fundamental na defesa contra predadores, os quais sdo envenenados ao
contato com as espiculas que revestem o corpo desses animais (Kelen et al., 1995; Veiga
et al., 2001). Os casos mais severos de envenenamento por lagartas resultam do contato
fisico com individuos do género Lonomia (Lepidoptera, Saturniidae), que leva a uma
sindrome hemorragica em humanos, caracterizada por equimoses, hematuria,
sangramentos das mucosas, hemorragia intracerebral e insuficiéncia renal aguda (Arocha-
Pinango & Guerrero, 2001).

O presente trabalho trata de aspectos funcionais e moleculares do veneno da
lagarta Lonomia obliqua (Fig. 1.3a). Um breve historico sobre essa espécie, sobre sua
biologia e sobre estudos cientificos recentes que tratam das atividades do seu veneno sio

descritos a seguir.
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1.2.1. A taturana Lonomia obliqua

Os insetos da ordem Lepidoptera, que compreendem borboletas e mariposas,
quando na fase larval s3o conhecidos como taturanas, lagartas, bichos-cabeludos, dentre
outras denominacdes. Nesta fase, muitas espécies sdo responsaveis por causar
envenenamentos em humanos, cujos sintomas variam conforme a espécie envolvida, o
grau de contato e a resposta individual da vitima. Os sintomas mais comuns sdo as
reacdes cutaneas, urticaria, dor e sensacdo de queimadura no local de contato, mas
também pode ocorrer ndusea, dores de cabeca, febre, reagdes alérgicas, conjuntivite e, em
casos mais raros e especificos, artrite, distarbios da coagulagdo, hemorragias e
insuficiéncia renal aguda (Diaz, 2005).

No Brasil, ja na época da colonizacgdo, o padre Anchieta citou, na “Carta de Sao
Vicente” de 1560, o medo dos indios frente a algumas lagartas que causavam tais
acidentes, produzindo inumeras reacdes e dor intensa apds o contato fisico (Rotberg,
1971; Costa, 1994). Esses animais eram chamados de “tata-rand”, nome que em Tupi-
Guarani significa “como fogo” ou “semelhante ao fogo”; mais tarde este nome originou,
na lingua portuguesa, a palavra “taturana”. Em artigo intitulado “Estudo Biologico das
Lagartas Urticantes ou Tatoranas” publicado nos Annaes Paulistas de Medicina e
Cirurgia em 1914, Rodolpho von lhering descreveu caracteristicas morfologicas e
histologicas de algumas lagartas brasileiras, bem como os efeitos causados pelos
respectivos venenos sobre o organismo humano, citando inclusive os estudos realizados
por Marcgrave e Piso, publicados nas duas edi¢cdes da “Historia Naturalis Brasiliae”, de
1648 e 1658. Um dos casos relatados, ocorrido em 1912 (também citado por Rotberg,

1971 e por Costa, 1994), envolvia um paciente que, apds o contato com uma colonia de
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lagartas desconhecidas, passou a apresentar — além dos sintomas ja conhecidos de
acidentes com outras espécies — saliva sangiiinolenta e hematuaria, sintomas
caracteristicos de distirbios no sistema hemostaticos, os quais duraram cerca de 3 dias.
As lagartas que causaram esse acidente ndo foram, todavia, identificadas na época.
Apesar do artigo de von Thering ser uma obra de extrema utilidade para os estudos atuais,
o conhecimento cientifico da época — bem como a metodologia disponivel para ser
utilizada — limitavam sobremaneira o aprofundamento dos estudos sobre a acdo desses
venenos no organismo humano.

No final da década de 60 surgiram as primeiras publicacdes relatando casos de
envenenamento por contato com lagartas do género Lonomia na América do Sul, mais
especificamente com a espécie L. achelous na Venezuela (Arocha-Pinango, 1967),
enquanto no Brasil os primeiros relatos datam do final da década de 80, envolvendo a
espécie L. obliqua, no sul do pais (Duarte et al., 1990). As vitimas, ap6s contato com o
animal, apresentavam distirbios na coagulagdo sangiiinea semelhantes aqueles descritos
no trabalho de von lhering.

O género Lonomia pertence a ordem Lepidoptera, subordem Ditrysia,
superfamilia Bombycoidea, familia Saturniidae, subfamilia Hemileucinae. A maioria das
espécies de mariposas desse género distribuem-se em regides da América do Sul, mas ha
registros também de sua ocorréncia no México e na América Central. No Brasil, além das
espécies acima citadas, ja foram descritas as espécies L. cynira, L. cluacina, L.
circumstans, L. falcata submacula, porém nao existe nenhum registro de envenenamento

causado por essas espécies (Lorini, 1999).
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O ciclo de vida da L. obliqua ¢ mostrado na Figura 1.3b. Na fase adulta, as
mariposas de L. obliqua tém habito noturno e apresentam dimorfismo sexual, sendo o
macho amarelado e de cores mais vivas do que a fémea, que apresenta tonalidade pardo-
rosado (Lorini, 1999). Os adultos vivem cerca de 15 dias (Ministério da Saude, 1998) e a
ovipostura ocorre cerca de 7 dias ap6s a copula. Os ovos sdo esverdeados e o periodo de
incubagdo pode variar de 17 a 30 dias. Apds a eclosdo, as larvas passam por 6 instares
antes de atingirem a fase de pupa, periodo que pode variar de 50 a 80 dias (Ministério da
Satde, 1998; Lorini, 1999). Na fase de pupa também ¢ observado dimorfismo sexual,
sendo o macho menor que a fémea. A duracao desta fase varia conforme as condi¢des do
ambiente. O valor minimo ja registrado para o ciclo de vida de L. obliqua foi de quatro

meses ¢ meio € o valor maximo de oito meses ¢ meio (Lorini, 1999).

@ . | S (c)

Figura 1.3. Lonomia obliqua. (a) Larva de sexto
instar; (b) ciclo de vida (CIT/RS); (c) grupo de
lagartas sobre o tronco de uma &rvore (Lorini,
1999).
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As larvas de L. obliqua tém habito gregario, vivendo em coldnias sobre troncos de
diversas arvores — como ipé, araticum, abacateiro, goiabeira, pessegueiro e amoreira — de
cujas folhas se alimentam. A noite sobem aos galhos mais altos para se alimentarem e
durante o dia permanecem agrupadas nas partes mais baixas e sombreadas dos troncos
das arvores, o que facilita a ocorréncia dos acidentes, os quais ocorrem quando uma
pessoa encosta no tronco sem notar a presenca das lagartas. Diversos estudos consideram
que o habito gregario em insetos € uma resposta adicional para acentuar a existéncia de
outras formas de defesa, geralmente morfoldgicas (espiculas) ou quimicas (toxinas de
base protéica) apresentadas por estes organismos. No que diz respeito a defesa quimica, a
toxicidade esta geralmente presente em regides mais proeminentes do corpo (asas, pélos e
cerdas), o que torna a defesa mais eficiente (Vulinec, 1990). O mimetismo também ¢ um
importante mecanismo de defesa para as espécies de habito gregario, uma vez que estas
estdo sujeitas a uma maior exposi¢cao fisica do que os animais de habito isolado,
aumentando assim o risco de ser tornarem presas faceis (Biicherl, 1971; Vulinec, 1990).
A combinagdo de todas essas defesas permite que uma espécie explore ambientes de risco
e de exposi¢do, como por exemplo a superficie de folhas e de troncos. A espécie Lonomia
obliqua demonstra possuir todas essas defesas, pois além da toxicidade das espiculas e do
corpo dos individuos, o mimetismo € notavel quando as lagartas estdo agrupadas sobre os
troncos das arvores (Fig. 1.3c).

Cabe aqui diferenciar a acdo defensiva do veneno dessas lagartas do
envenenamento causado por muitos outros animais, tais como escorpides, aranhas e
serpentes, cujas substancias toxicas (também de natureza protéica), quando inoculadas

nas vitimas, funcionam como mecanismo de apreensdo das presas e vém a funcionar,
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posteriormente, como coadjuvantes (geralmente enzimas proteoliticas) na digestdo das
presas deglutidas. Nesses ultimos, ha uma relagdo morfolégica e fisioldgica entre o
aparelho produtor de veneno e os aparelhos digestivo e salivar. Ja as larvas de
lepidopteros, assim como abelhas e vespas, diversos animais marinhos e algumas
espécies de sapos, possuem substancias venenosas que nao estio relacionadas a obtencao
de alimento e que se prestam tdo somente como mecanismo de defesa do animal contra
predadores, ndo havendo relacdo dos sistemas digestivo e salivar com a producdo de
veneno (Biicherl, 1971; Marval & Arocha-Pifiango, 1993).

Em um estudo detalhado da morfologia da L. obliqua mostramos anteriormente
(Veiga et al., 2001) que ndo ha glandula produtora de veneno no animal e que o
tegumento da lagarta ¢ revestido internamente por um epitélio secretor € composto
externamente por inumeras especializagdes cuticulares, de formato espinhoso, as quais
apresentam um papel fundamental na defesa do animal, pois penetram na superficie de
contato do inimigo, sofrendo ruptura e injetando o veneno (Fig. 1.4) (Veiga et al., 2001).

Os sintomas apresentados pela maioria das vitimas incluem hemorragias,
hematomas, epistaxe, hematuria, sangue nas fezes, insuficiéncia renal aguda e, em casos
graves, hemorragia intracerebral e morte (Duarte et al., 1990; Duarte, 1996; Arocha-
Pifiango & Guerrero, 2001) (Fig. 1.5). O quadro clinico ¢ muito semelhante aquele
descrito para os acidentes que ocorrem na Venezuela com a espécie L. achelous, porém a
insuficiéncia renal aguda ndo ¢ tdo comum naquela espécie. Os estudos realizados in vitro
com os venenos dessas duas espécies também apresentam diferencas nas atividades
encontradas, que estdo resumidas na Tabela 1. Apesar da semelhanga nas demais

atividades encontradas, ainda existe muita controvérsia sobre as bases moleculares do
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envenenamento: a sindrome hemorragica causada por L. achelous ¢ atribuida
principalmente a atividade fibrinogenolitica presente no veneno e a uma leve
coagulopatia de consumo causada pelas atividades pro-coagulantes; ja nos casos que
envolvem a espécie L. obliqua, a maioria dos estudos atribuia os sintomas do
envenenamento a a¢do do ativador de protrombina e a coagulopatia de consumo
resultante (Reis et al., 1999; Reis et al., 2001), enquanto a presenca de uma atividade
fibrinogenolitica ndo era considerada relevante. Uma das explicacdes para a diferenca das
atividades encontradas ¢ o tipo de material utilizado em cada estudo. Enquanto aqueles
com L. achelous empregam principalmente a hemolinfa da lagarta, a maioria dos estudos

com L. obliqua fazem analise do extrato de espiculas.

Figura 1.4. Ultraestrutura do tegumento de L. obligua. Em (a), espicula integra; em
(b), espicula quebrada na extremidade, com canal interno exposto; em (c), regido
dorsal do tegumento com varios scoli contendo as espiculas; em (d), diversas
estruturas quitinosas que compdem a base do tegumento. Veiga et al., 2001.
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Figura 1.5. Quadro clinico resultante do envenenamento por L. obliqua. Em (1) e (2),
hematomas, hemorragias e bolha de sangue decorrentes do contato fisico com a lagarta;
em (3), urina do paciente. Abella et al., 1998.

Tabela 1. Atividades dos venenos de Lonomia (in vitro)

Espécie Atividade Referéncia

L. obliqgua  Ativador de protrombina Donato et al., 1998
Ativador de Fator X Donato et al., 1998
Fosfolipase Seibert et al., 2003
Atividade fibrin(ogen)olitica Veiga et al., 2003; Pinto et al., 2004
Hialuronidase Gouveia et al., 2004

L. achelous Atividade fibrin(ogen)olitica Arocha-Pifiango et al., 1981; Amarant et al., 1991
Ativador de protrombina Guerrero & Arocha-Pifiango, 1992
Atividade que degrada Fator XIII Guerrero et al., 1997
Ativador de Fator V Loépez et al., 2000
Inibidor de Fator V Lopez et al., 2000

Considerando que o epitélio que reveste o tegumento apresenta células secretoras
e que na maioria dos acidentes o animal ¢ esmagado e a vitima entra em contato com
varias secregdes — ndo apenas com as espiculas — nosso grupo vem trabalhando com
diferentes preparacdes de veneno, o que possibilita obter o maximo de informacao das

atividades possivelmente envolvidas no envenenamento. As preparagdes de veneno sao:
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hemolinfa, extraida através de um corte no pseudopé (pseudopata) do animal;
criosecrecdo, extraida lavando animais previamente congelados a -20 °C; extrato de
espiculas, obtido por homogenizagdo das espiculas cortadas na base do scolus; extrato de
tegumento, obtido por homogenizagdo de todo o tegumento (cuticula, incluindo
espiculas) apos dissec¢do dos oOrgdos internos da lagarta. A presenga de uma atividade
fibrinogenolitica em L obliqua vem sendo estudada desde 2000 pelo nosso grupo de
pesquisa (Pinto et al., 2000). Tal atividade foi encontrada na criosecrecdo, o que explica o
fato de ela ndo ser identificada por outros grupos. No presente trabalho esta atividade ¢
identificada no extrato de espiculas de L. obliqua (Veiga et al., 2003). Diferencas em
outras atividades também sdo notaveis quando as quatro amostras sdo estudadas, como
por exemplo a ativagdo de protrombina, que ¢ maior no extrato de espiculas e
praticamente inexistente na criosecrecao (Veiga, dissertacdo de mestrado).

Apesar da importancia social e cientifica do envenenamento por essas lagartas, o
conhecimento sobre a estrutura molecular e a composi¢do das toxinas de Lonomia sp. ¢
praticamente inexistente. De fato, até novembro de 2004, uma busca no GenBank
utilizando a palavra-chave “Lonomia” apresentava como resultado apenas a seqiiéncia
parcial de aminodcidos das duas proteases fibrinoliticas de L. achelous (Amarant et al.,
1991), além da seqiiéncia da poliedrina de um nucleopoliedrovirus de L. obligua. O
presente trabalho teve como objetivo preencher essa lacuna, buscando maiores

informagdes sobre os constituintes moleculares do veneno de L. obligua.
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2. Objetivos

O presente trabalho teve dois objetivos principais: 1) identificar genes que
codificam para os principios ativos do veneno das lagartas da espécie L. obliqua e
correlaciona-los as proteinas que compdem as preparagdes venenosas; 2) selecionar
moléculas candidatas para clonagem e expressdo de proteinas provavelmente envolvidas
no envenenamento e que possam ser utilizados em estudos funcionais e estruturais, no
diagnostico do envenenamento e no tratamento dos pacientes.

Para tanto, o projeto teve como base o estudo das principais atividades do veneno,
bem como o estudo do transcriptoma e do proteoma da lagarta. O projeto constituiu-se
das seguintes etapas:

- analise dos principios ativos presentes no veneno de L. obliqua utilizando
ensaios de atividade;

- construgdo de bibliotecas de cDNA de tecidos envolvidos no envenenamento por
L. obligua (tegumento e espiculas);

- seqlienciamento em massa de transcritos (cDNAs) e analise das seqiiéncias
utilizando ferramentas de bioinformatica;

- andlise das proteinas mais abundantes de secre¢des venenosas da lagarta através
de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e seqiienciamento da regido amino
(N)-terminal por degrada¢do de Edman;

- andlise das seqliéncias de aminodcidos obtidas e das seqiiéncias nucleotidicas
das bibliotecas de cDNA para que fosse feita, quando possivel, a correlacdo entre o

cDNA e a provavel proteina por ele codificada;
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- organizacdo de um catdlogo de genes transcritos (cDNAs) e de proteinas de L.
obliqua;

- selecdo de moléculas candidatas, clonagem e expressao das proteinas;

- analise da atividade das proteinas expressas e comparagdo com as proteinas

nativas.

O provavel papel de cada molécula na sindrome hemorragica causada pelo

envenenamento com esta lagarta ¢ discutido ao longo do trabalho.
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3. Resultados

Este capitulo apresenta as etapas do trabalho que foram concluidas e cujos
resultados deram origem a artigos completos. O capitulo esta dividido em trés sub-
capitulos, cada um consistindo de um artigo, sendo que os dois primeiros ja foram
publicados, enquanto o terceiro foi submetido para publicagao.

Cada artigo contém uma introdu¢do, os materiais ¢ a metodologia utilizados, a
descri¢dao dos resultados, a discussdo e a bibliografia consultada. Portanto, essas seg¢oes
ndo serdo descritas novamente na tese € podem ser consultadas diretamente na versdo

publicada do trabalho.
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3.1. Atividades paradoxais no veneno de L. obliqua: ativador de

protrombina e atividade fibrin(ogen)olitica no extrato de espiculas

1° Artigo: Veiga, A.B.G., Pinto, A.F.M., Guimaraies, J.A., 2003. Fibrinogenolytic and
procoagulant activities in the hemorrhagic syndrome caused by Lonomia obliqua

caterpillars. Thrombosis Research 111, 95-101.

Como ndo hé uma glandula de veneno na lagarta (Veiga et al., 2001), os tecidos
selecionados para estudos de biologia molecular (extragdo de RNA e construcdo de
bibliotecas de cDNA) foram as espiculas e o tegumento. Para maior garantia de que as
principais atividades toxicas do veneno encontram-se em pelo menos um dos tecidos
selecionados, foi feita a identificacdo da atividade ativadora de protrombina e da
atividade fibrin(ogen)olitica nas espiculas. Pela primeira vez foi mostrado que ambas as
atividades estdo presentes neste tecido.

Até entdo os sintomas do envenenamento eram atribuidos principalmente a
atividade pré-coagulante do extrato de espiculas (Reis et al., 1999; Reis et al., 2001,
Zannin et al., 2003). A maioria dos estudos com o ativador de protrombina sugerem que a
acdo desse principio ativo causa uma coagulacdo intravascular disseminada e que a
hemorragia observada nos pacientes seria resultante de uma “fibrinodlise secundaria”. Em
outras palavras, a fibrindlise observada estaria associada a formacao de fibrina resultante
da acdo da trombina a qual, por sua vez, encontra-se em altos niveis devido a presenga do

ativador de protrombina do veneno.
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Entretanto, neste artigo ¢ mostrado, pela primeira vez, que uma atividade
fibrin(ogen)olitica também esta presente no extrato de espiculas, o que sugere que a
atividade fibrin(ogen)olitica apresenta papel até mesmo em envenenamentos mais leves,
nos quais a vitima apenas encosta na lagarta, sem haver esmagamento. Portanto,
sugerimos que no envenenamento por L. obliqgua ocorre também um quadro de fibrinolise
primaria, em que hé agdo de uma atividade fibrin(ogen)olitica direta, com conseqiiente
degradag¢do de fibrinogénio e de fibrina. Tal atividade, combinada a atividade pro-
coagulante e outras atividades menos estudadas do veneno, leva ao quadro final de
hemorragia acompanhada por coagulagdo intravascular disseminada.

O trabalho foi publicado no Thrombosis Research, conforme segue. Em outro
trabalho (Capitulo 8), nosso grupo identificou e purificou a mesma atividade na

criosecrecdo da lagarta (Pinto et al., 2004).
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3.2. Genes que codificam para principios ativos do veneno de

Lonomia obliqua

2° Artigo: Veiga, A.B.G., Ribeiro, J.M.C., Guimaraies, J.A., Francischetti, . M.B.,
2005. A catalog for the transcripts from the venomous structures of the caterpillar

Lonomia obliqua: identification of the proteins potentially involved in the

coagulation disorder and hemorrhagic syndrome. Gene 355, 11-27.

A principal etapa deste projeto deu origem ao artigo apresentado a seguir. O
trabalho baseou-se na construcdo de bibliotecas de cDNA de tecidos de L. obliqua,
seguida por seqlienciamento em massa e analise das seqiiéncias utilizando ferramentas de
bioinformatica. Também foi realizada andlise por SDS-PAGE e seqiienciamento da
regido N-terminal das proteinas mais abundantes nos materiais venenosos. Os resultados
obtidos foram utilizados para gerar, no final, um catdlogo contendo informagdes sobre as
moléculas provavelmente associadas ao envenenamento. Além disso, as primeiras
seqiiéncias de L. obliqua enviadas ao GenBank (NCBI) resultaram deste trabalho.

O trabalho foi publicado no Gene, conforme anexado. As figuras e tabelas
também  podem ser acessadas no sitio eletronico do NCBI

http://www.ncbi.nih.gov/projects/omes.

47



48



49



50



51



52



53



54



55



56



57



58



59



60



61



62



63



64



3.3. Uma lipocalina de Lonomia obliqua participa da conversio de heme

em biliverdina IXy

3° Artigo: Veiga, A.B.G., Ribeiro, J.M.C., Francischetti, .M.B., Guimaraes, J.A.,
Andersen, J.F., 2005. In situ conversion of heme to biliverdin IXy by an insect bilin-

binding protein.

Os estudos que originaram o artigo anterior mostraram que a proteina mais
abundante em lagartas de L. obliqua pertence a familia das lipocalinas; o numero de
transcritos para essa proteina também ¢ significativamente maior do que para outros
grupos de proteinas, principalmente na bilbioteca de cDNA de espiculas.

As primeiras lipocalinas descritas em insetos foram a insecticianina de Manduca
sexta (Riley et al., 1984) e a proteina ligadora de bilina de Pieris brassicae (Huber et al.,
1987), ambas capazes de ligar biliverdina, sendo importantes na camuflagem do animal,
conferindo assim protecao contra predadores. Outras lipocalinas descritas em insetos sdo
as nitroforinas de Rhodnius prolixus, que apresentam atividade anti-hemostatica, seja
através da inibicdo de fatores da coagulacdo ou, como doadoras de NO, promoverem
vasodilatacdo e reducdo de processos inflamatorios do hospedeiro.

Alguns estudos recentes sobre o ativador de protrombina de L. obliqua descrevem
essa proteina como sendo uma serino-protease ¢ membro da familia das lipocalinas. A

seqiliéncia de aminoacidos descrita ¢ a mesma encontrada, por nos, para a lipocalina de L.
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obliqua. Entretanto, ndo se conhece nenhuma outra lipocalina com atividade serino-
proteasica.

A fim de elucidar a fun¢do da lipocalina de L. obliqua e verificar um possivel
papel dessa proteina no envenenamento, foi realizada a clonagem do cDNA codificante e
a expressao dessa proteina. Nossos resultados, conforme o trabalho apresentado a seguir,
mostram que a proteina recombinante ¢ uma lipocalina tipica, ¢ desprovida de atividade
pro-coagulante e ndo parece ter qualquer outra atividade direta sobre a coagulagdo
sangiiinea. A lipocalina de L. obliqua apresenta alta similaridade com as proteinas
ligadoras de biliverdina ja conhecidas e, além disso, liga o grupamento heme e promove a
oxidagdo acoplada (atividade tipo heme-oxigenase) do heme levando a formacao de
biliverdina.

O manuscrito resultante desta etapa estd formatado para ser submetido para

publicagdo no The Journal of Biological Chemistry.
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5. Conclusoes

Os resultados obtidos e aqui apresentados mostram o qudo complexa ¢ a
composi¢ao protéica do veneno de Lonomia obliqua. No desenvolvimento do trabalho
mostramos que:

- 0 extrato de espiculas contém principios ativos pro-coagulantes e fibrinoliticos,
isto é, além de consumir rapidamente os fatores da coagulagdo através da ativacdo da
protrombina, o veneno degrada o fibrinogénio e a fibrina, contribuindo diretamente para
o desenvolvimento do grave quadro hemorragico.

- um numero significativo de genes expressos no tegumento e nas espiculas
codificam para proteases ¢ inibidores de proteases com potencial agdo no processo
hemostatico. Estes principios ativos apresentam propriedades que os indica como
possives participantes no envenenamento.

- outras proteinas produzidas no tegumento e nas espiculas podem estar direta ou
indiretamente relacionadas ao quadro clinico do envenenamento, tais como lectinas,
fosfolipases A, e moléculas com acao anti-microbiana.

- o grupo de seqiiéncias (cluster) mais abundante na bilbioteca de cDNA de
espiculas ¢ aquele que codifica para uma lipocalina (LOqua-Lipcll).

- a lipocalina recombinante ndo apresenta atividade sobre a coagulagdo sangiiinea
nem sobre a fibrinolise.

- a lipocalina recombinante liga o grupamento heme e, na presenca de um agente
redutor como o ascorbato, participa da conversdo do heme em biliverdina y, o mesmo

pigmento ligador da lipocalina nativa do extrato de espiculas.
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Os resultados aqui descritos sugerem que, além de principios ativos agindo
diretamente sobre a coagulagdo sangiiinea e sobre o processo fibrinolitico, varias outras
proteinas estdo presentes nas secre¢des produzidas pela lagarta, as quais também sdo
inoculadas nas vitimas do envenenamento. A andlise do transcriptoma do tegumento e
das espiculas da lagarta sugere que muitas dessas proteinas constituem principios ativos
provavelmente envolvidos, direta ou indiretamente, na evolucdo do quadro clinico
observado nos pacientes envenenados.

A hemolinfa e o veneno de artropodos possuem uma variedade de peptideos anti-
microbianos e citoliticos que ndo apenas conferem prote¢do imunoldgica ao animal como
também, ao interagirem entre si, tornam o veneno mais potente. Por exemplo, peptideos
citoliticos tais como a melitina de Apis mellifera e a bombolitina de Megabombus
pennsylvanicus facilitam a atividade das fosfolipases A, presentes nos venenos dessas
espécies de abelhas (ver revisdo em Kuhn-Nentwig, 2003). De forma semelhante, ¢
possivel que moléculas citoliticas ou anti-microbianas presentes em L. obliqua, tais como
as LOqua-Def’s, contribuam para a atividade hemorragica do veneno, seja diretamente ou
indiretamente, através da interagdo com outros componentes do veneno da lagarta, como
por exemplo com fosfolipase A,.

Além da resposta imune envolvendo peptideos anti-microbianos como os acima
citados, os artropodos também possuem um sistema hemostatico muito eficiente, o qual
estd intimamente relacionado ao sistema imunolodgico, participando da defesa contra
patdgenos e evitando o extravasamento de hemolinfa face a uma lesdo na cuticula. As
principais cascatas enzimaticas envolvidas nesses processos ¢ a cascata da coagulacdo da

hemolinfa — que, de forma semelhante a coagulacdo em vertebrados, leva a deposi¢do de
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proteinas especializadas na formag¢do do codgulo — e a cascata da profenoloxidase.
Estudos mais recentes tém mostrado que a cascata da profenoloxidase, antes tida como
processo exclusivamente imune, participa diretamente do processo da coagulagdo da
hemolinfa. A ampla diversidade de genes que codificam para profenoloxidases em
insetos sugere a variedade desse processo quanto a atividade enzimatica e a
especificidade de substratos (Theopold et al., 2002). As profenoloxidases de L. obliqua
descritas no presente trabalho, além de contribuirem para o melhor conhecimento do
sistema imunoldgico e hemostatico de insetos, podem estar relacionadas aos efeitos do
veneno sobre a coagulacdo humana. Uma hipodtese seria que a ruptura das estruturas
quitinosas da lagarta durante o contato fisico levem ao desencadeamento da cascata da
coagulagdo e da profenoloxidase no inseto, € que enzimas participantes desses processos
apresentem especificidade para substratos presentes nao apenas na hemolinfa do animal,
mas também no sangue humano, ativando a cascata da coagulacdo sangiiinea e/ou a
fibrinolise.

A otimiza¢do da composi¢do dos venenos e da hemolinfa dos artropodos ¢
importante para garantir o sucesso na defesa contra inimigos e predadores sem, no
entanto, representar grande gasto de energia para o animal. Assim, ¢ esperada a presenga
de uma variedade de moléculas que, mesmo quando produzidas em baixas quantidades,
sdo altamente eficazes e agem, muitas vezes, de maneira sinérgica aumentando a
eficiéncia do processo. Muitos estudos, inclusive os mais recentes, atribuem papel central
ao ativador de protrombina como o principal — sendo nico — principio ativo responsavel
pelos varios sintomas da sindrome hemorragica por L. obliqgua (Reis et al., 1999; Fritzen

et al., 2005). Ao nosso ver, esses estudos simplificam o quadro do envenenamento € nao
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levam em considera¢do a variedade de principios ativos da lagarta que possam estar
agindo no processo. Além disso, esses estudos empregam extrato de espiculas
parcialmente purificado, o que ndo exclui a possibilidade de mais de uma atividade estar
presente na amostra utilizada nos ensaios. Ou seja, enzimas extremamente ativas
presentes em quantidades muito baixas no extrato de espiculas podem estar atuando
conjuntamente com o ativador de protrombina, erroneamente sugerindo que todas as
atividades sejam devidas a esse principio ativo. Como exemplo dessa simplificagdo
temos o fato de que, dependendo da técnica de purificagdo por cromatografia utilizada
para isolar as proteinas do extrato de espiculas, a lipocalina — proteina mais abundante
deste extrato — pode formar aglomerados, sendo eluida na maioria das fracdes
cromatograficas (resultados ndo mostrados nesta Tese de Doutorado). Assim, a seqiiéncia
de aminoécidos obtida para fracdes com diferentes atividades ¢ aquela da lipocalina e ndo
a do principio ativo de interesse. Esse tipo de analise acaba gerando informagdes
confusas, como por exemplo trabalhos relatando a mesma seqiiéncia de aminoécidos para
o ativador de protrombina (Reis et al., 2001) e para uma atividade tipo fator Xa (Lilla et
al., 2005). Essa seqiiéncia, como esperado, ¢ aquela encontrada, por nds, para a
lipocalina. No entanto, nossos resultados com a proteina recombinante mostram que a
lipocalina ndo apresenta nenhuma atividade sobre a coagulacdo sangiiinea nem sobre a
fibrinodlise. Por outro lado, em experimentos recentes obtivemos a purificagdo de um
ativador de protrombina separado da lipocalina e que apresentou a seqiiéncia de
aminodcidos de outra serino protease (resultados ndo mostrados nesta Tese de

Doutorado).

84



Em face disto, consideramos fundamental desenvolver estudos mais aprofundados
das secregdes venenosas para que possam ser feitas conclusdes mais coerentes € com
bases mais fundamentadas sobre as origens deste envenenamento. A clonagem de genes
da lagarta e a expressdo de proteinas com a¢do na hemostasia, simultanemante a analise
do proteoma, purificagdo das amostras de veneno e ensaios de atividade constituem
ferramentas mais completas para a identificagdo e caracterizacdo dos principios ativos do
veneno. Além disso, ¢ fundamental a realizacdo de ensaios biologicos em diferentes

modelos animais, a fim de melhor elucidar e simular o envenenamento em humanos.
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7. Perspectivas

O presente trabalho abriu novas perspectivas de estudos dos principios ativos
produzidos pela lagarta L. obliqua. Vérias moléculas foram descobertas com o estudo do
transcriptoma da lagarta, muitas das quais ja estdo sendo clonadas para expressdo e
caracterizagdo das proteinas, a fim de buscar possiveis mecanismos de a¢do do veneno.

Paralelamente estamos buscando metodologias mais adequadas para purificar os
principios ativos do veneno, visto que temos notado que as técnicas de separagdo
tradicionalmente empregadas para purificar o veneno de L. obliqua tém resultado em
contaminagao das atividades com a lipocalina. Os resultados até agora obtidos nesta nova
fase (ndo publicados nesta Tese de Doutorado) sugerem que o ativador de protrombina ¢
uma nova proteina ainda desconhecida, que necessita de estudos mais aprofundados antes
de ser utilizada como droga terapéutica.

Pela primeira vez ¢ mostrado que uma proteina ligadora de bilinas de inseto — a
lipocalina de L. obliqua — liga heme e participa do mecanismo de oxidagdo acoplada
levando a formacao de biliverdina vy, sugerindo uma nova atividade para essas proteinas

em insetos. O manuscrito sera em breve submetido para publicacao.
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8. Co-autoria em trabalhos publicados

Durante o doutorado participei parcialmente de outros projetos de pesquisa na
linha de estudo de Lonomia obliqua. Os seguintes trabalhos foram publicados, e seguem

anexados:

Bastos, L.C., Veiga, A.B.G., Guimaries, J.A. and Tonussi, C.R. (2004) Nociceptive
and edematogenic response elicited by a crude bristle extract of Lonomia obliqua

caterpillars. Toxicon 43, 273-278.

Neste trabalho colaborei na obten¢ao do veneno a ser utilizado, na analise dos

resultados e na preparagao do manuscrito.

Pinto, A.F.M., Dobrovolski, R., Veiga, A.B.G. and Guimaries, J.A. (2004)
Lonofibrase, a novel a-fibrinogenase from Lonomia obliqua caterpillars.

Thrombosis Research 113, 147-154.

No artigo do Sub-capitulo 3.1. desta tese (Veiga et al.,, 2003), a atividade
fibrin(ogen)olitica foi descrita nas espiculas de L. obliqgua. No trabalho que segue, a

mesma atividade foi purificada da criosecrecao da lagarta.
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