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RESUMO



Desde 1986 acidentes causados pelo contato com lagartas de mariposas da espécie Lonomia
obliqua vém sendo notificados na Regido Sul do Brasil. O envenenamento humano por esta
espécie resulta em alteracdes do sistema de coagulagdo, caracterizando um quadro de

coagulac¢do intravascular disseminada, associado a uma sindrome fibrinolitica severa.

Estudos demonstraram que o veneno da Lonomia obliqua contém um ativador de fator X e
um ativador de protrombina. Uma proteina ativadora de protrombina, denominada LOPAP
(“Lonomia obliqua prothrombin activator protease”) foi isolada e caracterizada bioquimica
e fisiologicamente. Esta enzima € uma serino protease de 69 kDa. Quando testada in vivo, a
LOPAP leva a formacao de microcodgulos, hemorragia microvascular e pulmonar, sangue

incoaguldvel e uma infiltragdo leucocitdria pulmonar em ratos.

Neste trabalho, através de cromatografia de exclusdo, seguida por cromatografia de fase
reversa (HPLC) isolou-se uma proteina de 20745.7 Da do extrato de cerdas de L. obliqua.
Durante o processo, foi avaliada a atividade ativadora de fator X humano purificado in
vitro, através de ensaio de cinética enzimatica com o uso de substratos cromogénicos. A
proteina ativa isolada apresentou imunorreatividade com o soro-antilondmico, produzido
pelo Instituto Butantan. Com o uso de técnicas aplicadas a protedmica, determinou-se a
seqliencia de aminodcidos da proteina com atividade tipo fator Xa. Trata-se de uma
proteina nova, ainda nado seqiienciada, a qual apresenta grande identidade com proteinas da

familia das lipocalinas.

Resumo
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ABSTRACT



Since 1986 accidents caused by contact with caterpillars of butterflies of the Lonomia
obliqua species comes being notified in the South Region of Brazil. The human
envenoming for this species results in alterations of the coagulation system, characterizing

a disseminated intravascular coagulation, associated to a severe fibrinolytic syndrome.

Studies had demonstrated that the venom of the Lonomia obliqua contains a factor X and a
prothrombin activator. An activator protein of prothrombin, called LOPAP
(“Lonomia obliqua prothrombin activator protease”) was isolated and biochemist and
physiologically characterized. This enzyme is a serine protease of 69 kDa. When tested in
vivo, the LOPAP leads to thrombus formation, microvasculary and pulmonary hemorrhage,

unclottable blood and leukocyte infiltration in the lungs at rats.

In this work, through chromatography of exclusion, followed by phase reverse
chromatography (HPLC), it was isolated a 20745.7 Da protein of the spicules extract of
L. obliqua. During the process, it was evaluated the purified human factor X activator
activity in vitro, through kinetic assay with the chromogenic substrate use. The isolated
protein presented factor Xa like activity and presented immunorreactivity with the
antilonomic serum, produced by Butantan Institute. Using techniques applied to the
proteomic studies, it was determined the amino acid sequence of the protein with factor Xa
like activity. It is a new protein, not yet sequenced, which has large identity with lipocalins

family protein.

Abstract
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A incidéncia de acidentes causados por insetos ndo ¢ conhecida, embora a
hipersensibilidade provocada pela picada de himendpteros (abelhas, vespas e formigas) seja
de grande importancia médica. Da mesma forma, ndo ha dados precisos sobre a incidéncia
e o real dimensionamento de acidentes causados por lepidopteros (mariposas e borboletas),
embora se tenha conhecimento da existéncia de mais de duzentas espécies irritativas de

lepidopteros (Brasil, 1998).

1.1- Acidentes causados por lepidopteros

Dentre os artropodes, encontra-se uma diversidade de animais portadores de
toxinas prejudiciais ao homem, inclusive na classe Insecta. A ordem Lepidoptera
(borboletas e mariposas) representa um desses grupos. Mais de 60 géneros de taturanas
capazes de causar acidentes em humanos tém sido descritos, e sdo divididos entre as
subordens Rhopalocera (borboletas) e Heterocera (mariposas). Nesta ultima encontra-se a
familia Saturniidae, cujos membros sdo encontradas no mundo inteiro. Na familia
Saturniidae, o género Lonomia, principalmente as espécies Lonomia achelous (Cramer) e
Lonomia obliqua (Walker), ¢ conhecido como causador de acidentes graves em humanos.
Cerca de 1000 casos foram relatados em diferentes paises da América do Sul, incluindo
Argentina, Brasil, Guiana Francesa, Paraguai, Peru e Venezuela (Arocha-Pifiango e

Guerrero, 2000).

O género Lonomia ¢ identificado como responsdvel por alteracdes
hemorragicas na década de 1970 por Lemaire (Lemaire, 1972a,b). A captura de lagartas
responsaveis por acidentes hemorragicos na Venezuela (Arocha-Pinango, 1967;
Arocha-Pifiango, Layrisse, 1969) permitiu a identificacdo e caracterizacdo desses animais

como Lonomia achelolous (Cramer).

Casos semelhantes aos ocorridos na Venezuela sdo relatados no sudeste do
Estado do Amapa e noroeste da Ilha de Marajo, no Para (Fraiha et al., 1986). Levantamento
retrospectivo de casos e 6bitos levou a detecgdo de 26 acidentes hemorragicos, num periodo

de cinco anos, e 12 Obitos, sugerindo os autores uma letalidade superior a 38%.

Introducdo Geral
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A partir de larvas coletadas em areas de acidente, foi realizada a identificagdo especifica de
exemplar adulto macho, revelando tratar-se de Lonomia achelous, a mesma espécie

encontrada na Venezuela.

Em 1989, acidentes semelhantes passaram a ocorrer na Regido Sul do pais, no
norte do Rio Grande do Sul e oeste de Santa Catarina. Nesta ocasido pouco se conhecia
acerca das propriedades farmacoldgicas do veneno de Lonomia, sobre as caracteristicas de
seu ciclo de vida e sobre os aspectos clinicos conseqiientes ao contato com suas cerdas. O
conhecimento disponivel sobre o género Lonomia baseava-se principalmente nos estudos
realizados na Venezuela, com a espécie L. achelous (Arocha-Pinango, 1967; Arocha-

Pifiango e Layrisse, 1969; Arocha-Pinango et al., 1988).

As lagartas responsaveis pelos acidentes nos estados de Rio Grande do Sul,
Santa Catarina e Parana foram classificadas por Lemaire como Lonomia obliqua (Walker) e
somente em 1995, ¢ apresentada uma revisao sobre os principais aspectos clinicos do
quadro hemorragico causado pela inoculagdo do veneno de L. obliqua, além de estudos in

vitro e in vivo utilizando hemolinfa e extratos de cerdas (Kelen et al., 1995).

1.2- Ciclo biolégico da Lonomia obliqua

O ciclo bioldgico da L. obligua ¢ composto por quatro fases distintas: ovo
(fase embrionaria), larva, pupa e adulta (mariposa), sendo a fase larval a tinica a apresentar

perigo de causar envenenamento (Lorini e Corseuil, 2001).

Os fatores externos como nutricdo, temperatura, criacdo, parasitismo € sexo,
aliados as variacoes individuais de cada espécime, influenciam nas alteracdes de duragao,
quantidades de instares (estdgios de crescimento da fase larval), coloragdo e tamanho das

larvas.

A fase embrionaria corresponde a um periodo de aproximadamente 30 dias que
se encerra com a eclosdo dos ovos, os quais sdo uniformes e de cor verde claro. Durante a

fase de larva, que dura em média 60 dias, ocorrem seis instares.

Introducdo Geral
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As lagartas de L. obliqua sao polifagas, possuem comportamento gregario
desde a eclosdo até a fase de pré-pupa. Geralmente ficam agrupadas nos troncos de arvores
durante o dia, saindo a noite para se alimentarem das copas. Sdo encontradas

freqlientemente em arvores frutiferas comestiveis e nativas.

O habito das lagartas, de se reunirem em colonias nos troncos
(aproximadamente um metro do solo) durante o dia, facilita o contato e a ocorréncia de
acidentes em humanos. O acidente ocorre pelo contato da pele humana com as cerdas das
lagartas. Estas cerdas desenvolvem-se a partir de células tricogenas (células formadoras do

pélo), diferenciadas de células da epiderme.

Antes de formarem a pupa, elas entram em uma fase de pré-pupa, onde param
de se alimentar e se isolam embaixo dos restos vegetais ao redor do tronco da arvore
hospedeira, para eliminar sua extivia. As pupas tém cor castanho-avermelhada e duram em

média 70 dias.

Na fase adulta, as mariposas mostram dimorfismo sexual na cor, tamanho e no
tipo de antena. Os machos geralmente possuem um tamanho médio de 60 mm de
envergadura e com as antenas bipectinadas. A face dorsal das quatro asas ¢ de cor amarela
forte, muitas vezes com mudanga em tom rosado. As fémeas possuem um tamanho médio
de 80 mm e com as antenas filiformes (Lorini, 1999). A face dorsal das asas ¢ de tonalidade
castanho-acinzentada, geralmente com nuancas cinzento rosadas. A figura 1 mostra

exemplares do ciclo biologico da L. obliqua.

Introducdo Geral
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Figura 1- Ciclo biolégico da Lonomia obliqua. Ovos (A), lagarta (B), pupa macho (C1) e
fémea (C2), mariposa fémea (D3) e macho (D4)

Atribui-se a derrubada de matas nativas em varias regioes do Rio Grande do
Sul, Santa Catarina e Parand, a migracdo de L. obliqua para a regido rural, aumentando
assim o numero de acidentes por contato com as lagartas. Além do desmatamento, a
expansdo agricola com o uso desmedido de agrotoxicos, talvez tenha levado a diminuigdo
dos predadores naturais e, conseqiientemente, a uma expansao da espécie em ambientes

mais proximos ao homem.

Introducdo Geral
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1.3- Toxinologia do género Lonomia
1.3.1- Mecanismo de a¢ao do veneno

Até a ocorréncia dos primeiros acidentes no Sul do pais, estudos bioquimicos e
farmacoldgicos sobre a composicdo do veneno de Lonomia € seus mecaniSmos

fisiopatologicos eram disponiveis somente para a espécie L. achelous.

O acidente com L. achelous afeta os mecanismos de coagulacdo e fibrindlise do
sangue, resultando na diminuicdo drastica de fibrinogénio, fator V, fator VIII,
plasminogénio e on-antiplasmina e da atividade da proteina C, um inibidor natural da
coagulacdo. Concomitantemente hd o aumento do nivel plasmatico de fator de von
Willebrand, fator VIII e produtos de degradacdo de fibrinogénio e de fibrina. Estas a¢des
indicam uma coagulopatia de consumo intensa associado a ativacdo da fibrindlise

(Arocha-Pinango e Guerrero, 2000; Arocha-Pifiango e Guerrero, 2001).

A atividade coagulante do veneno de L. achelous se da pela ativagao do fator X
(Arocha-Pinango e Pepper, 1981) e da protrombina (Guerrero ¢ Arocha-Pifiango, 1992),
enquanto a sua atividade anticoagulante deve-se a degradacdo do fator XIII (Guerrero et al.,
1997a,b), a hidrolise generalizada do fibrinogénio (Arocha-Pifiango et al., 1981), e & uma
potente atividade fibrinolitica (Arocha-Pifiango, 1967; Arocha-Pifiango, 1973;
Arocha-Piflango e Pepper, 1981). Duas isoformas da enzima responsavel por esta ultima
atividade (Achelase I e 1) foram purificadas e caracterizadas (Amarant et al., 1991). Estas
duas proteinas, com peso molecular de 22.4 e 22.7 kDa, degradam fibrina com uma
preferéncia para a cadeia a > 3 >> vy, produzindo assim fragmentos de peptideos muito

semelhantes aos produzidos pela ac¢do da tripsina.

Estudos in vitro demonstraram que o extrato de cerdas de L. obligua nao possui
atividade do tipo trombina, mas € capaz de iniciar a coagulagdo através da ativacdo do fator
X e da protrombina, sendo esta ultima dependente de calcio (Donato et al., 1998).
Atividades semelhantes foram relatadas para L. achelous (Arocha-Pifiango e Pepper, 1981;

Guerrero e Arocha-Pifiango, 1992).
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Uma proteina ativadora da  protrombina, denominada LOPAP
(“Lonomia obliqua prothrombin activator protease”), foi isolada do extrato de cerdas e
caracterizada bioquimica e fisiologicamente (Reia et al., 2001a,b). Esta enzima ¢ uma
serino protease de cadeia unica, de 69 kDa, cuja atividade enzimatica é potencializada pelo
calcio. A determinacao da seqiliéncia parcial dos amino 4cidos da regido N-terminal mostra
que ha pouca identidade com outros ativadores de protrombina (Reis et al.,, 2001a). Testes
in vivo demonstram que a LOPAP induz a formagao de trombos, hemorragia microvascular

e pulmonar, ndo coagulacdo do sangue e uma infiltragdo leucocitaria pulmonar em ratos

(Reis et al., 2001b).

A Tabela 1 mostra os componentes do veneno de Lonomia sp capazes de atuar

na coagulacao.

Tabela 1- Principais proteinas identificadas em extratos de cerdas e hemolinfa de espécies

de Lonomia.

Espécie Nome da proteina Atividade

Lonomia achelous Lonomina II (achelases I e II) Atividade tipo plasmina
Lonomina III Ativador da protrombina
Lonomina IV Atividade tipo Fator Xa
Lonomina V Protedlise do Fator XIII

Atividade tipo uroquinase

Lonomina VI:a Ativador de Fator V
Lonomina VI:i Inibidor de Fator V
Lonomina VII Atividade tipo calicreina

Lonomia obliqua LOPAP Ativador da protrombina
(Nao reportado) Ativador do Fator X
Lonomiatoxina Atividade tipo fosfolipase A,

Fonte: Arocha-Pifiango e Guerrero (2000).
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1.3.2- Quadro clinico do envenenamento

Os acidentes com Lonomia ocorrem através do contato das lagartas com a pele

da vitima. Neste contato, as cerdas da lagarta penetram na pele, sendo inoculado o veneno.

As manisfestagdes locais iniciam-se com dor como queimadura, edema,
hiperemia, prurido e adenopatia regional. Lesdes eritematosas podem ocorrer, em fungdo do

contato com as cerdas.

Evidéncias da presenga de alteracdes sistémicas provocadas pelo veneno de
lepidopteros foram descritas por Alvarenga em 1912'. No entanto, somente na década de
1960 com as primeiras descricdes de envenenamento com L. achelous, chamou-se a
atencdo para a presenca de manifestagdes em locais distantes do sitio de contato,
caracterizadas por sangramentos espontdneos ou provocados, de intensidade varidvel,

porém potencialmente responsaveis por casos graves.

O contato com larvas de L. achelous causa dor e sensac¢dao de calor no local do
contato, muitas vezes seguido de cefaléia, dores generalizadas, mal estar e febre. Entre duas
e 72 horas apos o contato, foi verificado o aparecimento de hematomas e sangramentos,
sendo caracterizados por epistaxes, otorragia, enterorragia, metrorragia € equimoses

generalizadas.

Distirbios na coagulagao sanguinea foram detectados por meio do tempo de
coagulacdo, da atividade de protrombina, tempo de trombina e dosagem de fibrinogénio
plasmatico por até 20 dias apds o contato com as lagartas (Arocha-Pifiango, 1967; Arocha-
Piflango e Layrisse, 1969). Os pacientes geralmente mostram um numero de plaquetas
normal, mas baixos niveis de fibrinogénio e tempos muito prolongados de TP (tempo de

protrombina), TTP (tempo de tromboplastina parcial) e TT (tempo de trombina).

A intensidade das alteragdes no sistema de coagulacdo e a gravidade dos
acidentes por L. achelous foi confirmada por Fraiha et al. (1986) no Brasil. No Amapa e

Ilha de Marajo, no Para, em locais de plantacdo de seringueiras de varzea, foram

' Alvarenga 1912 apud Kelen EMA, Picarelli ZP, Duarte AC. Hemorrhagic syndrome induced by contact
with caterpillar of the genus Lonomia (Saturnidae, Hemileucinae). J Toxinol Toxin Rev 1995; 14(3): 283-308.
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registrados 26 casos em um periodo de cinco anos, com 12 6bitos. O quadro hemorragico
de natureza sistémica foi composto por hematomas, hemorragia gengival, uterina, de leito
ungueal, hematuria, epistaxe, hematémese e melena, apoés o contato com lagartas de L.

achelous.

Foi relatado por Arocha-Pifiango et al. (1988) a evolucdo fatal por hemorragia
cerebral difusa, cuja necropsia evidenciava ainda a presencga de sangue na cavidade renal e

peritoneal.

Em 1989, complicacdes renais motivaram a internacdo dos primeiros casos
descritos no Rio Grande de Sul (Duarte et al., 1990). Um dos pacientes havia sido admitido
em anuria, com diagnoéstico de insuficiéncia renal aguda (IRA), enquanto outro apresentava
hematuria franca e choque hipovolémico, tendo posteriormente evoluido com IRA. Ambos

os pacientes haviam tido contato com lagartas, orugas, nome popular na Regido Sul do pais.

O numero de casos registrados na Regido Sul do Brasil superou a casuistica da
Venezuela. Em quatro anos, 33 acidentes foram descritos no Rio Grande do Sul, com
evolucdo para insuficiéncia renal aguda em seis pacientes. A gravidade desses acidentes
também ficou evidenciada com o registro de quatro obitos, um por hemorragia pulmonar

macica e trés por hemorragia intracraniana (Duarte et al., 1996).

No periodo de dezembro de 1989 a fevereiro de 1994, 155 pacientes haviam
sido admitidos no Hospital Sdo Vicente de Paulo, em Passo Fundo, Rio Grande do Sul,
com diagnostico de acidente londmico (Kelen et al., 1995). Da mesma forma que os casos
observados na Venezuela e na Regido Norte do Brasil, a maioria dos pacientes apresentava
quadro local inflamatério semelhante a outros lepidopteros conhecidos. Chamava a atengao
a ocorréncia de mal estar, cefaléia, nauseas e vOmitos como manifestagdes que, muitas
vezes, antecediam ao aparecimento de sangramentos. Os principais sinais do acidente

lonémico sdo apresentados na figura 2.
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Figura 2- Sinais do envenenamento por L. obliqua. A- edema, B- equimoses espontaneas,

C- hematuria e D- hemorragia intracraniana.

Os aspectos epidemiologicos do acidente londmico foram analisados por Duarte

(1997), a partir da observagao de 286 casos, atendidos em Porto Alegre, Rio Grande do Sul.

De dezembro de 1998 a junho de 2000, 201 pacientes com acidente londmico
foram atendidos na emergéncia do Hospital Regional de Chapecod, em Santa Catarina.
Dentre estes 105 foram incluidos em um estudo de caracterizagdo do efeito do
envenenamento por Lonomia nos parametros do sistema de coagulacdo do sangue

(Zannim et al, 2003).
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1.3.3- Tratamento do envenenamento

A reposicdo de hemadcias e a administragdo de fatores de coagulagdo e de
drogas antifibrinoliticas constituiam as ferramentas disponiveis no controle das alteragdes
hemostaticas até a década de 1980. E referida a recuperagio dos pacientes, ainda que o
tempo necessario para a normalizacdo da coagulacdo tivesse sido bastante prolongado
(duas a cinco semanas), com a utilizagdo de concentrado de hemacias, prednisona,
concentrado de fibrinogénio e antifibrinoliticos (Arocha-Pinango, 1967; Arocha-Pinanga e

Layrisse, 1969).

Dentre os antifibrinoliticos, os mais empregados foram aprotinina (Trasylol”) e
o acido épsilon-amino-caproico — EACA (Ipsilon™). Em 1977, Arocha-Pifiango et al.
mostraram a evolu¢do de dois pacientes que utilizaram aprotinina onde em um deles os
niveis de fibrinogénio plasmatico permaneceu abaixo de 100 mg até 14 dias apds a

instituicao da terapéutica.

A primeira tentativa de comparacdo entre os esquemas terapéuticos até entdo
preconizados foi realizada com trés grupos de tratamento ndo aleatorizados e
acompanhamento de oito pacientes (Arocha-Pifiango et al., 1988). Os resultados dos
exames realizados 72 horas ap6s o inicio do tratamento mostraram que os pacientes que
receberam sangue total ou plasma fresco permaneceram com niveis baixos de plaquetas,
plasminogénio e fatores de coagulacdo e aumento muito discreto do fibrinogénio
plasmatico. Aqueles submetidos ao tratamento com a aprotinina e/ou EACA em adigdo a
terapéutica de reposicdo e os que receberam fibrinogénio humano, os fendmenos

hemorragicos teriam cessado poucas horas ap6s o tratamento.

O tratamento com reposi¢do de sangue total, plasma e crioprecipitado
apresentou exacerbacdo das manifestagcdes clinicas do envenenamento (Arocha-Pinango

etal., 1992).
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Acido amino-caproéico

O 4cido épsilon-amino-caprédico (EACA) ¢ um aminoacido sintético com agao
antifibrinolitica que provoca saturagdo dos sitios de ligagdo de lisina do plasminogénio,
deslocando-o da superficie da fibrina (Mannucci, 1998). No Brasil, recebe o nome
comercial de Ipsilon® (Nikkho). E prontamente absorvido pelo trato gastrointestinal
atingindo, por via oral a concentracdo plasmética médxima em cerca de duas horas. A
distribui¢do ¢ ampla, tanto no compartimento extravascular, como no intravascular. Com
meia-vida de aproximadamente 80 minutos, a maior parte do EACA ndo ¢ metabolizada,
mas excretada na forma ativa pela urina, concentrando-se primariamente no rim por
processo de filtragio e reabsor¢do tubular. E indicado no tratamento das hemorragias
induzidas por hiperfibrinélise, por agentes tromboliticos, edema angioneur6tico hereditario,
menorréia primaria ou induzida; na prevenc¢ao de sangramentos excessivos e na reducio do
uso de hemoderivados em cirurgias de grande porte, de recidivas de hemorragias

subaracnoides e, apos extracao dentaria, em hemofilicos (Verstraete, 1985).
Soro antilonémico

Com o aumento dos casos no Sul do Brasil a partir de 1989, a demanda por um
tratamento realmente efetivo deu origem a producdo do soro antilondmico, a partir de
extrato de cerdas de lagartas contendo o veneno inoculado em cavalos (Dias da Silva et al.,
1996) e, esquemas de imunizagdo analogos aos demais soros antipeconhentos (Rocha-

Campos et al., 2001).

O tnico tratamento adequado e eficaz no momento ¢ a administragao do soro
antilondmico, produzido pelo Instituto Butantan (Brasil, 1998), que tem se mostrado eficaz
na reversao da coagulopatia tanto em experimentos com animais (Dias da Silva et al., 1996;
Rocha-Campos et al., 2001) como em pacientes envenenados (Fan, 2002; Zannim et al,

2003). O antiveneno ¢ fornecido na forma liquida, em ampolas de 10 mL.

A poténcia do soro antilondmico foi determinada estimando-se a dose de
antiveneno necessdria para proteger camundongos contra o efeito da incoagulabilidade

sanguinea provocada pelo extrato de cerdas. Assim foram obtidas a dose minima de extrato
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capaz de induzir a ndo coagulabilidade sanguinea em 50% do grupo (DI-50) e a dose
efetiva capaz de reverter a ndo coagulabilidade em 50% do grupo (DE-50). Os testes de
neutralizagcdo da a¢do de toxinas presentes no extrato por anticorpos especificos presentes
no soro antilondmico mostraram que as moléculas de IgG eram capazes de inibir in vitro o
efeito de ndo coagulabilidade sanguinea provocado pelas doses de extrato de cerdas de 3
DI-50, com uma dose eficaz de 50% do grupo (DE-50) de 38,61 pul e uma poténcia de 0,29
mg/mL.

Baseado nos relatos de Arocha-Pinango, recomendava-se também o uso do
antifibrinolitico acido épsilon-amino-caproico (EACA) no tratamento destes acidentes
(Brasil, 1998). Porém, um estudo clinico recente (Fan, 2002) mostrou claramente que a
associa¢do do EACA ao anti-soro ndo melhora a resposta terapéutica. A quantidade de anti-
soro a ser administrada ¢ determinada pela gravidade do acidente, sendo recomendado
apenas para os casos moderados e severos (Brasil, 1998; Fan, 2002). A classificagdo do
acidente lonomico no Brasil ¢ realizada de acordo com a gravidade do evento, conforme

indicado a seguir:

Grau 0 (leve): pacientes com envenenamento local e sem alteragdo da
coagulacdo ou sangramento até 24 horas apds o acidente confirmado. Nao recebem o soro

antilonomico.

Grau I (moderado): pacientes com alteracdo da coagulacdo e/ou manisfestacdes
hemorragicas em pele e/ou mucosas. Recebem o soro antilondmico (dose recomendada:

cinco ampolas de 10 mL cada).

Grau II (severo): pacientes com alteragao de coagulagdo e/ou manifestagdes
hemorréagicas em visceras. Recebem o soro antilondmico (dose recomendada: 10 ampolas

de 10 mL cada).
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1.4- Coagulacao sanguinea e atuacao do veneno

A coagulacdo se d4 em decorréncia da transformagdo do fibrinogénio (fator I)
em fibrina insoluvel. O sistema de coagulacdo consiste em um conjunto de proteinas
proteoliticas, proenzimas presentes no plasma que atuam umas sobre as outras, num sistema
de cascata. Em cada etapa, o zimogeno de um fator de coagulagdo sofre uma protedlise
limitada e ¢ convertido numa protease ativa. Esta protease ¢ capaz de ativar o fator da
coagulacdo seguinte, até que, afinal, se forme o coagulo sélido de fibrina. O ponto crucial
da cascata de coagulagdo ¢ a ativacdo da protrombina (fator II) em trombina, sendo esta a

protease que atua sobre o fibrinogénio.

O sistema de coagulacdo ¢ ativado em duas vias: via de deflagracao e via de
potencializacdo, as quais eram denominadas via intrinseca e via extrinseca,
respectivamente. Na via de deflagracdo todos os fatores estdo presentes na corrente
sanguinea, ja na via de potencializagdo tem-se o inicio da ativagdo do sistema pela ativagao
do fator VII a fator VIla (fator ativado) por atuagdo de um fator que ndo esta presente no
sangue, o fator tecidual (TF), proveniente do subendotélio vascular. Porém, in vivo, esta
divisdo ndo ocorre, pois o complexo fator tecidual/ fator VIla é um potente ativador de fator

IX e fator X, fazendo a coagulacdo se desenvolver rapidamente (Colman et al, 1994).

A via de deflagracao inclui a ativagdo do fator XI pelo complexo cininogénio
de alto peso molecular (Hka)/ fator XIla. O fator Xla também converte o fator IX em [Xa
que por sua vez, associado ao fator VIIla, PL e ions célcio formam o complexo tenase, o
qual converte fator X em Xa. O fator Xa mais o fator Va, PL e ions calcio formam o
complexo protrombinase, que converte a protrombina (fator II) em trombina (fator IIa). O
fator Va atua neste complexo como cofator, possibilitando a formacao de receptores para

fator Xa na superficie de membranas (Tracey et al., 1981 e 1985; Nesheim et al., 1981).

A trombina ¢ uma proteina multifuncional, atuando em vérias etapas da
coagulagdo regulando positivamente ou negativamente o processo. A trombina converte
fibrinogénio em fibrina por hidrolise e liberacdo de fibrinopeptideos (FPA e FPB); ativa
fator XIII (transglutaminase) que estabiliza o coagulo de fibrina por ligagdes cruzadas;

ativa plaqueta, fator V, fator VIII e fator XI. Na presenca de trombomodulina inibe o
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processo, ativando a proteina C, o melhor anticoagulante natural, que degrada os fatores Va
e VIIla (Mann, 1994; Dibella et al., 1995) impedindo que a reagdo de coagulacdo ocorra, ja

que estas proteinas fazem parte dos complexos protrombinase e tenase respectivamente.

A protrombina pode ser ativada por uma série de fatores exdgenos, dentre os
quais sdao encontrados varios ativadores presentes em venenos de serpentes. Os mais
conhecidos sdo a ecarina, proveniente do veneno de Echis carinatus e o ativador de fator II
do veneno de Oxyuranus scutellatus (Rosing e Tans, 1991). O veneno de L. obliqua atua
na cascata de coagulacdo ativando o fator X e fator II (Donato et al., 1998; Reis et al,
2001a). Os locais de atuacdo dos componentes de L. achelous ¢ L. obliqua na cascata de

coagulagdo sdo apresentados na figura 3.
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Figura 3- Cascata de coagulagdo sanguinea e acdo dos componentes do veneno de L.
obliqua (verde) e L. achelous (azul). (+): ativacdo; (-): degradacdo. Fonte:
Marques, 1999.
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1.5- Bioquimica do fator X

O fator X plasmatico (FX) ou fator Stuart, uma serino protease dependente de
vitamina k, circula como um zimo6geno inativo de duas cadeias (Mr 17.000 e 49.000)
unidas por ponte de dissulfeto. A clivagem se d4 na seqiiéncia Arg-Lys-Arg, situada nos
residuos 140-142, que ¢ removida, gerando assim a cadeia leve (1-139) e a cadeia pesada
(143-448). A ativagdo do fator X ocorre na ligacdo Arg52-Ile53 da cadeia pesada, liberando
um fragmento peptidico de 52 aminoécidos (Mr 10.000-14.000) da por¢do amino terminal

da cadeia pesada.

O fator X ¢ sintetizado como um pro-peptideo que sofre subseqiientes
clivagens, originando a proteina madura. A molécula deste fator possui multiplos dominios,
com estrutura tridimensional homoéloga a outras proteinas vitamina K dependentes. Os
dominios ricos em acido y-glutdmico (Gla) consistem de 40 aminodcidos, sendo cruciais
nas interagdes dependentes de célcio entre o fator e superficies anidnicas de fosfolipides,
essencial para a ativacdo do zimodgeno. Os dominios Gla sdo ligados a dominios
hidrofobicos ricos em aminoacidos aromaticos, seguidos de dois fatores de crescimento

epidermal (EGF), cada um com aproximadamente 40 aminodcidos.

Dentro do dominio serino protease de proteinas K dependentes, localiza - se a
triade catalitica formada por Ser- His- Asp, formando o sitio ativo do mecanismo de
catalise destas enzimas. O dominio serino protease do fator X e de outras proteinas
vitaminas K dependentes ¢ homologo, na estrutura e seqiiéncia de aminoacidos, a tripsina e

quimotripsina.

A cadeia leve do fator X humano apresenta sete dominios Gla, importantes para
a ligagdo a membranas fosfolipidicas, com especificidade para hidrolisar a seqiiéncia

Ile-Glu-Gly-Arg, na presenga de calcio (Nelsestuen et al., 1976; Nelsestuen, 1976).

O fator X sofrendo uma unica clivagem peptidica na posi¢ao Arg51-Ile52 da
cadeia pesada, torna-se ativado a fator Xa, passando a atuar como uma serino protease. O
fator Xa ¢ subseqiientemente convertido a fator Xaf, pela hidrolise de uma ligacao

peptidica Arg-Gly na regido carboxi-terminal da proteina, produzindo um peptideo de Mr
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4000 (DiScipio et al., 1977; Fujikawa et al., 1975; Jesty e Nemerson, 1974). In vitro nao ha
diferenca na atividade destas duas formas de FXa (Fujikawa et al, 1975; Jesty e

Nemerson., 1974).

O fator X pode ser ativado por vdrias proteases. Fisiologicamente as mais
importantes sao o fator [Xa e Vlla (ou fator VII). O veneno Vipera russelli (RVV), uma
metaloenzima que requer cations divalentes, ¢ usado para ativagao do fator X in vitro

(Fujikawa et al., 1974).

A ativagdo do fator X pela via de potencializacdo ocorre através do complexo
de ligacdo da membrana, onde atua o fator tecidual (TF), e a protease fator VIla (ou fator
VII) na presenca de Ca”>". O TF liga-se ao fator VIla ou fator VII, ativando-o rapidamente.
Este complexo pode ativar tanto o fator IX como o fator X. Pela via intrinseca, ocorre a
formagio do complexo tenase, também dependente de Ca** e superficies contendo
fosfolipedes, proveniente da parede de plaquetas (van Diejen et al., 1981), mondcitos,
macréfagos (McGee e Li, 1991) e células endoteliais. Células endoteliais também possuem
sitios de ligacdo especificos de alta afinidade para o fator IX e IXa, podendo ativar fator X

na presenca de fator VIII (Stern et al., 1983; Stern et al., 1985).
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2- OBJETIVO GERAL



Tendo em vista a importdncia da sindrome hemorragica causada pelo
envenenamento por L. obliqua, o conhecimento incompleto sobre os mecanismos e fatores
coagulantes e anticoagulantes do veneno, e a identificacdo de atuagdo do veneno na

ativacdo da cascata de coagulagdo, o objetivo deste trabalho foi:

e Purificar e caracterizar bioquimicamente a proteina do veneno de L. obliqua
responsdvel pela atividade ativadora do fator X, um dos fatores

procoagulantes do veneno.
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A novel protein with factor Xa-like activity was isolated from Lonowmia obligua caterpillar spicules by gel
filtration chromatography and reversed-phase high-performance liquid chromatography. The protein had
a mass of 20745.7 Da, as determined by mass spectrometry, and contained four Cys residues. Enzymatic
hydrolysis followed by de novo sequencing by tandem mass spectrometry was used to determine the
primary structure of the protein and the cysteine residues linked by disulfide bridges. The positions of 24
sequenced tryptic peptides, including the N-terminal, were deduced by comparison with a homologous
protein from the superfamily Bombycoidea. Approximately 90% of the primary structure of the active
protein was determined. Copyright @ 2005 John Wiley & Sons, Ltd.

KEYWORDS: blood coagulation; caterpillars; factor Xa; envenoming; electrospray time-of-flight mass spectrometry

INTRODUCTION

Blood clotting can be activated via the intrinsic or extrinsic
pathway. The intrinsic pathway begins with the contact
phase, which involves the interaction of factor X11, kallikrein,
high molecular mass kininogen, a foreign surface and factor
XL The product of this reaction, factor Xla, converts factor
IX to factor IXa, which subsequently hydrelyzes factor
X to factor Xa in the presence of activated factor VIII,
phospholipid and calcium. In contrast, the extrinsic pathway
is initiated when plasma factor VII /VIla binds to tissue factor
(TF) {thromboplastin) to forma complex that proteolytically
activates factors IX and X. Once factor Xa is formed by either
pathway, it can bind factor Va, phosphelipid and calcium to
formthe prothrombinase complex that converts prothrombin
tothrombin, which intum clots fibrinogen.1 Factor X is one of
the five vitamin K-dependent blood coagulation proteins, the
others being prothrombin, factor VII, factor IX and protein
C. Factor X is a glycoprotein with a pivotal role in blood
coagulation, and can be activated by intrinsic and extrinsic
activating complexes, trypsin and certain snake venom.?~?
An acquired bleeding deathless caused by contact with
the body secretions of Lonomia caterpillars was first described
by Arocha-Pifiango.* Many other cases have since been

*Correspondence to: G. de Nucci, Department of Pharmacelogy,
Institute of Biomedical Sciences, University of Sao Paulo (USP), Sao
Paulo 05508900, 5P, Brazil. E-mail: denucci@dglnet.comubr
Contract /grant sponsor: Conselho Nacional de Desenvelvimento
Cientifico e Tecnolégico; Contract/grant number: 910219 /94-0.
Contract /grant sponsor: Fundagio de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sdo Paule (FAPESP); Contract/grant number:
02/01911-2.

reported in Venezuela’ *° Brazil"* and French Guyana.
The species Lononua obligua (Walker), which differs from
Lonomia acheloys (Cramer) genetically,” is found principally
in the south of Brazil. The symptoms of envenoming by
L. obligua are similar to those seen in accidents with L.
achelous in Venezuela, even though the two species have
different geographical distributions. Spicules or bristles of L.
obligua caterpillars contain a factor X activator and a calcium-
dependent prothrombin activator* that could account for
the procoagulant activity of the venom.

The advent of complete genome sequences and improve-
ments in mass spectrometric methods have accelerated the
identification and analysis of proteins. In many cases, the
characterization of a protein with modemn tandem instru-
ments is reduced to identifying the protein in a database
and subsequently locating post-translational medifications.
In contrast, determining the primary structure of a protein
from a species whose genome is partially or totally unknown
can be a difficult task. This is the case with toxins present
in the venom of caterpillars of the saturniid moth Loncmia
obligua, the genome of which has not yet been sequenced;
only one protein sequence and cne gene sequence from this
species are present in the NCBI database. In this paper,
we describe the purification, partial characterization and
sequence of a protein with factor Xa activity present in the
venom of this species.

EXPERIMENTAL

Materials
Chromogenic substrates were purchased from Chromogenix
(MslIndal, Sweden). The substrates were dissolved in H.O

Copyright © 2005 John Wiley & Sons, Ltd.
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and stored in aliquots at —20°C until used. Human purified
factor X, sequencing grade bovine pancreatic trypsin and
the other reagents were purchased from Sigima Chernical (St.
Louis, MO, USA). HPLC-grade solvents and reagents were
from Baker (Phillipsburg, NT, USA). Superdex 75 and HiTrap
Sepharose-() were purchased from Amersham Biosciences
(Piscataway, NJ, USA). A CI8 column (4.6 x 250 mm)
(Vydac, Hesperia, CA, USA) was used for reversed-phase
high-performance liquid chromatography (RP-HPLC). A
15 cm column (75 pm id.) packed with C18 PepMap Resin
and a precelumn cartridge (i.d. 300 um) also packed with
C18 PepMap resin (both from LC-Packings) were used for
capillary chromatography.

Preparation of spicule extract

Lonomig cbligua caterpillars collected in Passo Fundo (Rio
Grande do Sul, Brazil) were frozen in liquid N; and
the spicules harvested by cutting at their base. During
this procedure, the caterpillars were handled with long
tweezers and protective gloves were worn toavoid accidental
inoculation of venomby cut spicules. Proteins were extracted
by grinding the spicules with a mortar and pestle in 100 mm
Tris—HCI, pH 7.4. Following centrifugation for 25 min at
2000 g at 4°C, the resulting supernatant was filtered through
a0.22 um filter and stored at —20°C.* The protein content of
the extract was determined by a modification of the Lowry
assay, using bovine serum albumin as standard.®

Amidolytic activity on the chromogenic substrate
§2222

Factor X activation was assayed by mixing 10l of factor
X (2uM) with 10l of extract (~60ug ml™) or 10ul of
the chromatographic fractions in 96-well plates. In some
experiments, factor X was excluded in order to test for factor
Xa-like activity. After the addition of 80 pl{100 um) of Bz-
Ne-Glu-Gly-Arg-pNA (52222), the increase in absorbance at
405 nm was followed for 180 min in a SpectrumMax340
microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
USA).®

Gel filtration and ion-exchange chromatography
Lonowia obligua spicule extract (20mg) was applied to a
colummn (1.6 < 60 cm) of Superdex 75 equilibrated and eluted
(30 ml h™*) with 100 mm Tris—HCI, pH 7.8, at 20°C. The
elution profile was monitored at 280nm. Fractions (2 ml)
containing, factor Xa-like activity were further purified by
RP-HPLC.

Reversed-phase liquid chromatography of protein
and peptides

RP-HPLC was carried out using a Shimadzu system
consisting of two binary pumps (LC-10ADvp) and a UV
detector (SPD-10Avp). All of the modules were controlled
by an SCL-10ADvp unit connected to a computer running
ClassVP software. The peptides were fractionated on a
218TP54 Vydac C18 column (5pm, 250 4.6mm id.).
Solvent A was 0.1% trifluoroacetic acid (TFA) in water
and solvent B was acetonitrile in 0.1% TFA. The samples
were injected manually through a Rheodyne valve on to
the RP-HPLC column equilibrated with 5% of solvent B. A

Copyright © 2005 John Wiley & Sens, Ltd,
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linear gradient (5-70%) of B was applied at a flow-rate of
1 ml min~! for 90 min. The elution profile of the proteins
was monitored at 220 and 280 nm.

Reduction and alkylation

Lyophilized protein from RP-HPLC was resuspended in 8 M
urea containing 10mm DTT at pH 8.0 and the disulfide
bridges then reduced by incubation at 37 °C for 2 h. Since the
number of cysteine residues in the protein was initially
unknown, the optimum concentration of iodoacetamide
for alkylating the free thiols were derived empirically,
based on results obtained from incubations using various
concentrations of iodoacetamide and different amounts
of protein, with each mixture being enalysed by mass
spectrometry."” Based on these preliminary experiments,
a 30% molar excess of iodoacetamnide relative to the total
number of thiols was eventually used, and the mixture was
incubated for 1.5h at 37°C in the dark. The reaction was
stopped by injecting the mixture on to the RP-HPLC column
followed by freeze-drying of the peak collected.

Enzymatic hydrolysis

Hydrolysis with sequencing-grad e bovine pancreatic trypsin
was performed in 0.4% ammonium hicarbonate, pH 8.5, for
4 hoat 37 °C, at an enzyme-to-substrate ratio of 1:100 (w/w).
The reaction was stopped by lyophilization.

Mass spectrometry

All mass spectra were acquired using a quadrupole time-
of-flight (TOF) hybrid mass spectrometer (Q-TOF Ultima,
Micromass, Manchester, UK) equipped with a nano Z-spray
source operating in the positive ion mode. The ionization
conditions used included a capillary voltage of 2.3 kV, a cone
voltage and RF1 lens voltage of 30 and 100 V, respectively,
and a collision energy of 10 eV. The source temperature was
70°C and the cone gas was N; at a flow-rate of 80111‘1;
no nebulizing gas was used to obtain sprays. Argon was
used for collisional cooling and for fragmentation of ions
in the collision cell. External calibration with sodium iodide
was done over the mass range from m/z 50 to 3500. All
spectra were acquired with the TOF analyser in ‘V-mode’
{TOF voltage = 9.1 kV) and the MCP voltage set at 2150 V.

Intact protein analysis

Lyophilized RP-HPLC fractions of intact native and allylated
protein were dissolved in 90% [;0-10% acetenitrile in 0.1%
TEA and introduced into the mass spectrometer source with
a syringe pump at a flow-rate of 500 nl min~. Mass spectra
were acquired over the mass range 71/z 900-3500 for native
protein and m/z 600-3000 for alkylated protein, both at a
scan rate of 1 s per scan. The masses were calculated using a
MassLynx-MaxEnt 1 deconvolution algorithm.

De ntovo sequencing of tryptic peptides

Alkylated tryptic peptides fractionated by RP-HIPLC were
collected manually, lyophilized and resuspended in 80%
H;O and 20% acetonitrile in 0.1% TEA. Each peptide was
introduced separately into the mass spectrometer source
with a syringe pump at a flow-rate of 500 nl min~". An
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electrospray ionization mass spectrum was acquired for
each RP-HPLC fraction over the mass range m/z 4002000
followed by a tandem mass spectrum on ions of interest.
Ditterent collisional energies were used, depending on
the mass and charge state of the selected ions. The
resulting tandem mass spectra were deconvoluted using the
MassLynx-MaxEnt 3 algorithm. Singly charged spectra were
processed manually using the PepSeq application included
in MassLynx.

Reversed-phase capillary chromatography/mass
spectrometry

Reversed-phase liquid chromatography/electrospray ion-
ization mass spectrometry (LC/ESI-MS) was carried out
using a Waters CapLC ternary pump system connected
through a stream-select valve module to the nano Z-spray
source of the mass spectrometer. The sample was injected
into the system through the CapLC autosampler using the
‘microliter pickup” injection method. Solvent A consisted of
95% H;O and 5% acetonitrile in 0.1% TEA and solvent B
contained 95% acetonitrile and 5% H,O in 0.1% TFA. Solvent
C consisted of 0.1% TFA in H,O.

The protein digest was preconcentrated and desalted
on a precolumn cartridge (200 um id.) packed with C18
PepMap resin and connected to pump C through the stream-
select valve module. The preconcentration/desalting step
was performed at 30 ul min~ over 3 min using pump C.
After switching to pumps A and B, a gradient was applied to
the precolumn cartridge and then used to elute the sample
fromthe analytical cclumn (15 cm =< 75 pm id.) packed with
C18 PepMap resin. The column was equilibrated in 5% of
solvent B and a linear gradient from 5 to 709 of Bwas applied
over 60 min at a flow-rate of 200 nl min " using a precolurmn
split with a pump delivering at 1 ul min~. TOFMS analysis
was carried out on-line with capillary chromatographic
separation of the native and alkylated protein tryptic digests
over the mass range m/z 400-2000 at a scan rate of 2s per
scart.

Data-dependent acquisition was carried out on-line with
capillary chromatographic separation only for the alkylated
protein tryptic digest. An initial TOF-MS survey scan was
acquired over the mass range #i/z 400-2000 each second,
with switching criteria for MS to MS/MS that included ion
abundance and charge state. MS/MS data were acquired
over the mass range m/z 50-2000 each second for up to
three co-eluting peptides but only for doubly and triply
charged ions. Switch back from the MS/MS to the MS mode
was allowed after 20 s, The collisional energy used varied
automatically according to the mass and charge state of the
eluting peptides. The fragmentation data were compared
with information in the NCBI database using the software
Mascot MS/MS Ion Search.'®

RESULTS

Amidolytic activity on the chromogenic substrate
§2222

Lonomin obliqua spicule extract showed similar activity
towards the chromogenic substrate 32222 in the absence
or presence of human purified factor X (Fig. 1). This similar
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Figure 1. Degradation of 82222 by Lonomia obligua spicule
extract in the absence () and presence () of factor X (FX).
Enzyme activity was assayed as described in the Experimental
section.

level of activity suggested the presence of a factor Xa-like
protein in the spicules.

Purification and analysis of the intact protein
Fractionation of the spicule extract on Superdex 75 resulted in
several protein peaks, with activity towards 52222 occurring
in three main peaks (Fig.2). A 200 ul aliquot from a pool
of gel-filtration fractions 45-60 was injected directly on to
the RP-HPLC column and gave the chromatogram shown
in Fig. 3. The elution profile monitored at 220 nm showed
an intense peak at 50.2 min (labelled A in Fig. 3). This peak
was collected manually, lyophilized and analysed by MS.
The spectrum for this peak indicated a single protein with
a mass of 20745.7 Da (Fig. 4(a)). To detect the presence
and number of cysteine residues, the eluted protein was
reduced and alkylated. The mass measured after alkylation
was 209784 Da, indicating the presence of four Cys-CAM
modified residues (Fig. 4(b)).

Capillary LC/MS and LC/MS/MS of the native and
alkylated protein

Samples of native and alkylated protein were digested with
trypsin and the digests were analyzed by capillary LC/ESI-
MS. Table1 gives the monoisotopic masses of the tryptic
peptides obtained for the native and alkylated proteins
and shows that these proteins had 13 peptides in commorn.

— UV 280 nm (mAL)
= FX activity (A, ) !

1500 ]
!

D i Vag S N

1) 2 4 % 0 180

-
F45-80)
Fractions

Figure 2. Elution profile of Lonomia obliqua spicule extract on
Superdex 75 showing the location of factor Xa-like activity. The
extract was prepared as described in the Experimental section
and applied (20 mg) to a column of Superdex 75 previously
equilibrated with 0.1 m Tris=HCI, pH 7.8. The proteins were
eluted at 20°C with the same buffer at a flow-rate of

30 ml min~" and the elution profile was monitored at 280 nm.
Fractions of 2 ml were collected and those underlined
(F45~50) were pooled for RP-HPLC.
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Figure 3, RP-HPLC elution prcfile at 220nm of fractions 45-60
from the gel filtration chromatography step (Fig. 2).

After alkylation, eight peptides originated from four high-
mass peptides contained in the native tryptic digest. To
determine the identity of the unknown protein, the alkylated
digest was further analyzed by capillary LC/ESI-MS/MS in
data-dependent acquisition mode. The mass spectrometer
generated 48 tandem mass spectra on doubly and triply
charged ions. The data obtained were processed using the
Mascot MS/MS Ion Search software.*® None of the tryptic

JMS

peptide sequences matched any of the proteins contained in
the NCEBI database, thus confirming the absence of sequence
data for this protein in the literature (results not showny).

De novo sequencing of alkylated protein
To obtain detailed structural information, the alkylated
protein digest was fractionated by RP-HPLC (Fig. 5) and
each chromatographic peak marked in the chromatogram
was collected manually and lyophilized. De nove sequencing
by ESI-MS/MS was carried out for each peptide peak. The
sequences deduced from the ESI-MS/MS of 25 peptides
from the alkylated protein are shown in Table 2. Figure 6
shows an example of the fragmentation spectrum of a
peptide contained in peak 10 at 1318.53 Da. In none of
the sequences were Ile and Leu residues discriminated since
they were indistinguishable in low-energy collision-induced
dissociation spectra. Because of the external calibration that
was applied to all of the spectra, it was also not possible
to distinguish between Gln and Lys residues based on the
0.036 Da that separates these amino acids, except for the Lys
marked in bold in Table 2, which were deduced by analysis
of the cleavage and missed cleavage sites of the enzyme. The
chromatographic peaks not reported in Table 2 did not yield
acceptable fragmentation data because of the small amount
of sample.

Preliminary experiments with capillary LC/ESI-MS/MS5
in data-dependent acquisition mode for alkylated protein
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Figure 4. Electrospray positive mass spectrum of peak A (from Fig. 3) in the native state (a) and after reduction and alkylation with
iodoacetamide (b). The corresponding deconvoluted mass spectrum is shown inthe inset. The mass shift was consistent with the

presence of four Cys residues.

Copyright @ 2005 John Wiley & Sons, Lid

I Mass Specivorn. 2005; 40: 405-412

Trabalho Publicado

41



JMS

Table 1. Comparison of the monocisotopic masses of tryptic
peptides derived by capillary LC/ESI-MS analysis of native and
alkylated protein from peak A in Fig. 32

Molecular mass (Da)

Retention time (min) Alkylated digest Native digest
13.6 778.38 778.43
1007.52 -
139 752.31 752.30
1233.51 1233.53
14.7 887.46 —
15.0 1111.46 1111.49
18.2 1334.53 =
1621.78 —
217 799.39 =
23.5 1100.45 1100.47
1318.53 =
28.0 671.29 —
36.7 1204.58 1204.59
37.3 o~ 3377.50
38.1 861.51 861.47
39.0 & 3249.41
303 1076.48 1076.50
2694.16 =
452 1780.72 1780.73
47.5 2149.94 —
49.71 1764.70 1764.67
50.9 999,55 990,57
54.5 - 3652.61
— 3636.57
55.0 2064.94 2064.96
2434.03
58.1 1954.93 1955.00
2058.94 205897

#The alkylated peptide masses are shown in bold in the
Alkylated digest column. The masses corresponding to peptices
containing a disulfide bridge are underlined in the Native

digest column.

confirmed the absence of sequence data for this protein
in the literature. As a result, sequence homology between
proteins of similar function expressed in different species
was used toestablish the original position of each sequenced
tryptic peptide in the intact native protein.

Each de novo sequenced peptide was submitted separately
to the NCBI database using the protein search program
BLAST-p,” with the search being restricted to all proteins
sequenced from the superfamily Bombycoidea. All of the
de novo peptides contained at least a portion of their
sequence that matched three proteins of the superfamily
Bombycoidea: biliverdin binding protein-I (202 amino acids,
£i/18857921|) and biliverdin binding protein-II (200 amino
acids, gi|18642498(), both from Santa cynthia ricini, and
bombyrin (201 amino acids, gil13 928531 () from Bombyx mori.

Based on the positional matches of the de novo sequenced
peptides with the three homologous proteins, it was possible
to deduce the original positions of these peptides in
the native protein. The partial protein sequence obtained

Copyright © 2005 John Wiley & Sens, Ltd,
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Figure 5. RP-HPLC elution profile of peptides in the tryptic
digest of the alkylated protein from peak Ain Fig. 3.

was resubmitted to BLAST-p with the search again being
restricted to the superfamily Bombycoidea. The database
search detected the conserved domain of lipocalin family
proteins and returned only the three homelogous proteins
already found using the peptides. The alignment of this novel
protein with biliverdin binding protein-II is shown in Fig, 7.

Disulfide bridge assignment

Six peptides with molecular masses of 1318.53 Da (peak 10},
671.29 Da (peak 11), 2694.16 Da (peak 14), 2434.03 Da (peak
22), 132453 Da (peak 6) and 779.39 Da (peak 8) were found
to contain one iodoacetamide-alkylated cysteine (Table 2).
The last two peptides were an oxidized form and a missed
cleavage peptide, respectively, thus confirming the presence
of four Cys residues.

Combining the molecular masses of all of the alkylated
peptides and comparing the resulting value with the data
abtained by digestion of the native protein showed that the
Cys residue contained in the 1318.53 Da peptide formed
a disulfide bridge with the Cys residue in the 2434.02 Da
peptide, thus explaining the origin of the 3626.57 Da peptide
that eluted at 50.2 min and that was only seen in the tryptic
digest of the native protein (the theoretical monoisotopic
mass based on the deduced sequence was 3636.68 Da). The
other disulfide bridge occurred between the Cys residues
in the alkylated peptides of 269416 and 671.29 Da, thus
explaining the origin of the 3249.41 Da peptide seen in the
tryptic digest of the native protein at 46.2 min but absent in
the digest of alkylated protein (the theoretical monoisotopic
mass based on the deduced sequence was 324951 Da).

The identity of the native tryptic peptide with a mass
of 337750 Da that eluted at 423 min was explained by
the combination of a 2694.16 Da peptide with a 779.39 Da
peptide that had a missed cleavage site at the Lys residue
(the theoretical monoisotopic mass based on the deduced
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Figure 8. ESI-MS/MS of the 1318.56 Da tryptic peptide eluted in RP-HPLC fraction 10 shown in Fig. 5 and identified as the
N-terminal tryptic peptide of the alkylated protein component under peak A in Fig. 3. The sequence and theoretical masses of the y-

and b-series ions are also shown.

Query: 1 VVIJLDGAP DMKAVSKFDMN G TWYEILK 30
BBP-I : 1 D ViILDGPECECP NFIKSG s N D AW Yy a T 30
Query: 3 KQFPGHNILVT DGSVEYTPDNGULIJ‘LK-—AGH 58
BBP-II : 3 K L T 1 N E A ECca LG&EY v DV L K ¥ NHS H 60
Query: 59 YV EDDIEKF V VGVILTK-NAGT EIIMLTILS V V a7
BBP-II : 61 I vbe& VvV RKT L <) L 8 R A E S G S 6 K L WLSTWV 90
Query: 88 ¥ DY RV AP IJLWULVSTDYDNYAIILGYSEE— - - 114
BBP-II : a1 A G DN R 1 P Y WV TDY K NY 1 v F 8 C ¥ Y H K 120
Query: 114 - - - - - - VNIIWWILIWLSRTKTITE S K- - - - - FiL 133
BBP-II : 121 K S§DV HTWVH L W V¥V L R TK L SEGAS T I V NNF L 150
Query: 134 5EHSEEFDK{QSEFVETDFSE&AHFFgESHVY 163
BBP-II : 151 K DH R EFP E ¥ R F ENDVY S NEAC S Y RKTSAY 130
Query: 164 T VPF K - 167

BBP-Ii : 181 T I PV G | 186

Figure 7. Alignment of the deduced amino acid sequence of the protein eluted in peak A in Fig. 3 with biliverdin binding protein-Il.
The cysteine residues linked by a disulfide bridge are also shown. The minus signs indicate regions of the sequence that were not
determined. Leucine and isoleucine residues are indicated as I/L and glutamine and lysine are shown as K/Q. The trypsin cleavage

sites are underlined.
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Table 2. Sequence obtained by ESI-MS/MS based on the
alkylated tryptic peptides derived from the RP-HPLC profile
shown in Fig. &2

HPLC fraction Molecular mass (Da) Deducted sequence

1 752.31 EFDK/QSK
2 778.38 TI/LTETSK
3 1007.52 TKTI/LTETSK
1233.51 EHSKEFDK/QS
K
5 887.46 FI/LKEHSK
1111.46 AGHVEDDI/LE
K
f 1334.53 DVVI/LDGACcm
PDMoxK
7 1621.78 FI/LKEHSKEFD
K/QSK
8 799.39 ACan FFKK
1100.45 FVETDFSEK
10 1318.53 DVVI/LDGACem
PDMK
11 671.29 ACen FFK
13 1204.58 KSHVYTVPFK
14 B61.51 FVVGVI/LTK
1076.48 SHVYTVPFK
2694.16 K/QFPGNI/LVT
NGDCanGSVEY
TPDNGI/LI/LK
17 2166.08 AVSKFDMoxNA
YK/QGTWYEI/L
K
2149.94 AVSKFDMNAY
K/QGTWYEI/LK
18 1764.70 FDMNAYK/QG
TWYEI/LK
1780.72 FDMoxNAYK/Q
GTWYEI/LK
20 999,55 VNI/LWI/LI/LS
R
22 2064.94 NAGTSDAEI/LT
I/LSVVVGDYVR
2434.03 VAPI/LWI/LVS
TDYDNYAI/LG
YS5Can K
24 1954.02 AGHVEDDI/LE
KFVVGVI/LTK
2058.94 VAPI/LWI/LVST
DYDNYAI/LGY

*Leucine and isoleucine residues are reported as I/L and
glutamine and lysine residues are reported as K/Q. The lysine
residues indicated in bold were deduced from the deavage
and missed cleavage by trypsin. All masses reported are
monoisotopic.

sequence was 3377.61 Da). The native tryptic peptide with a
mass of 3652.61 Da at 50.2 min was found to be an oxidized
form of peptide 3636.57 Da (the theoretical monoisotopic
mass based on the deduced sequence was 3652.68 Da), as

Copyright © 2005 John Wiley & Sens, Ltd,
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confirmed by the presence of an alkylated peptide at 1334.53
Da that eluted in peak 6.

DISCUSSION

Envenoming by caterpillars of the moth L. obligua (Walker) in
southern Brazil can result in the depletion of blood clotting
factors and lead to disseminated intravascular coagulation
with subsequent haemorrhage and acute renal failure that
may prove fatal.!” Donato ef al.'* reported that a spicule
extract from these caterpillars contained prothrambin and
factor X-activating activities, which suggested that the steady
activation of these two proteins could result in the depletion
of blood clotting factors. The active factor was suggested
to be a protein belonging to the serine protease family of
enzymes.

Using gel filtration (Sephadex G-75) and RP-HPLC (C4
column), Reis ef ol purified a 69 kDa protein from L.
obligua caterpillar spicule extract. This protein, known as
LOPAP (Lowcmiia obligua prothrombin activator protease),
caused thrombus formation, unclottable blood and fibrino-
gen depletion when injected intravenously into rats. The
purified protein generated thrombin from prothrombin, and
this thrombin was able to clot purified human fibrinogen and
plasma. The partial amino acid sequence of LOPAP showed
na similarity to any known prothrembin activator 2t Despite
the marked difference in the molecular masses of LOPAP
and the protein described here, there was a 100% homol-
ogy in the first 30 amino acids of the N-terminal sequence.
No similarity was found for the short, internal amino acid
sequences described for LOPAP, except for fragment I1I that
had the sequence FDQSKFVETDFSEKACEF.

Most arthropod blood feeders have proteins that induce
vasodilatation, inhibit blood coagulation and reduce inflam-
mation, thereby counteracting attempts by the host organism
to re-establish homeastasis. Despite this diversity, in many
cases the antihemostatic activities in these organisms resides
inproteins with lipocalin folds.”” The lipocalins are an ancient
family of proteins that occur in bacteria, protoctists, plants,
arthropeds and chordates.”® The sequence described here
showed high homology with proteins of the lipocalin farnily,
although none of these proteins has been reported to have
factor X-activating or factor Xa-like activity.

The fact that venoms and unrelated secretions of
non-venomous animals™ contain enzymes that can affect
hemostasis indicates that these highly diverse proteins share
a long history and may have a cormumon origin. Over time,
the recruitment and diversification of the genes encoding
these proteins may have led to the appearance of a greup of
enzymes that could be used as a defense against a range of
predators.®
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Neste trabalho isolou-se uma proteina de 20745.7 Da do extrato de cerdas de
L. obliqua. A proteina isolada apresentou atividade tipo fator Xa do sistema de coagulacao.
Com o uso de técnicas aplicadas a protedmica, foi determinada a sua seqiiéncia de
aminoacidos. Trata-se de uma proteina nova, ainda ndo seqiienciada, a qual apresenta uma

grande identidade com outras proteinas da familia das lipocalinas.

A familia de lipocalinas ¢ constituida de pequenas proteinas do meio
extracelular, caracterizadas por se ligarem a pequenas moléculas, principalmente
hidrofébicas, como retinol, por sua ligacdo a receptores de membranas especificos e
formacao de complexos covalentes e ndo-covalentes com macromoléculas soluveis. A
principal funcdo destas proteinas ¢ o transporte de moléculas bioldgicas, atuando na
manuten¢do e controle celular. Muitas lipocalinas participam da regulacdo da homeostase

celular como a apoliproteina D e alfa-1 microglobulina (Flower, 1996; Flower et al., 2000).

Lipocalinas de insetos podem induzir vasodilatacdo, reduzir inflamagdo e
interferirem na agregacao de plaquetas e coagulacao do sangue (Montfort et al., 2000). Para
a espécie Rhodnius prolixus foram caracterizadas nove proteinas de saliva com atividade
anti-hemostatica, sendo sete destas pertencentes a familia das lipocalinas.
Surpreendentemente, outras duas lipocalinas anti-hemostaticas foram isoladas de
Rhipicephalus appendiculatus (Keller et al., 1993; Paesen et al., 1999) e de Triatoma
pallidepennis (Fuentes-Prior et al., 1997).

As proteinas anti-hemostaticas da saliva de Rhodnius prolixus sdo divididas em
grupos caracteristicos, sendo o um destes grupos constituido de quatro heme proteinas
identificadas como lipocalinas, as quais sdo chamadas de nitroforinas (NP1-NP4), cada
uma apresentando peso molecular em torno de 20 kD e trés atividades distintas.
Sdo capazes de estocar e transportar 6xido nitrico (NO), que quando liberado no tecido
alvo, mediado pela enzima guanalato ciclase solivel, no hospedeiro, resulta em uma
cascata de sinais, causando relaxamento do musculo liso e vasodilatacdo (Bredt e Snyder,
1994; Schmidt e Walter, 1994; Ribeiro e Nussenzveig, 1993). As nitroforinas também
seqiiestram a histamina, um agente mediador de reacdes inflamatorias e resposta imune,
liberada pelas células do hospedeiro (Levy, 1996; Mannaioni et al., 1997; Ribeiro e Walker,
1994; Weichsel et al.,, 1998). A terceira atividade, desempenhada apenas pela NP2,
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chamada de prolixin-S, ¢ a inibi¢do da via intrinseca da cascata de coagulagdo, impedindo a
conversao do fator X em fator Xa (Zhang et al., 1998; Sun et al., 1996; Ribeiro et al., 1995;
Hellman e Hawkins, 1965).

Um outro grupo de proteinas da saliva de Rhodinius consiste de trés fatores
anticoagulantes, chamados de RPAI 1-3, de “Rhodinius prolixus aggregation inhibitors”.
Estudos indicam que estes fatores interferem com a ligacdo de plaquetas ao colageno.
Apresentam o peso de aproximadamente 19 kD e, através de clonagem e caracterizagdo,
baseado na homologia de suas seqiliéncias, aparentemente também sdo lipocalinas

(Francischetti et al., 2000).

As lipocalinas sdo proteinas tipicamente pequenas, com 160 a 180 residuos de
aminoacidos, caracterizada pela homologia e conservacdo de regides especificas
nas suas seqiiéncias, apresentando em sua estrutura secundaria folhas P antiparalelas,
formando oito cordas B (“p — strands™), que se arranjam formando uma espécie de calice ou
barril achatado capaz de ligar pequenas moléculas hidrofobicas no seu interior

(Flower, 1995; Flower, 1996; Flower et al., 2000).

A maioria das lipocalinas isoladas de insetos possuem um peso molecular de
aproximadamente 20 kDa, assim como a proteina que se isola do extrato de cerdas de
L. obliqua. Dentre estas se encontram a biliverdin-binding protein, isolada de hemolinfa de
larvas de Papilio xuthus L., saturnideo, com peso molecular estimado em 21 kDa
(Yamanaka et al., 2000), e as blue - proteins (inseticianinas) da hemolinfa e tegumento de
larvas de Rhodinia fugax (saturnideo), com peso molecular de 23 e 24 kDa, as quais
apresentam seqliéncia com cerca de 50% de identidade com biliproteinas de outros

lepidopteros (Saito, 1998).

As lipocalinas sdo encontradas predominantemente em organismos
eucarioticos, principalmente em vertebrados, embora foram identificadas também em
outros filos. Fora dos vertebrados, o filo melhor exemplificado ¢ o artropoda. A existéncia
de lipocalinas procarioticas traz profundas implicagdes no entendimento da evolucao destas
proteinas (Flower et al., 2000; Sanchez et al., 2003). Apresentam grande variagdo estrutural

e remarcada diversidade funcional, dentre e entre as espécies (Flower, 1996).
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