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RESUMEN:

Antecedentes : Hylesia metabus (Lepidoptera:Saturniidae) es una polilla
neotropical que habita en el noreste de Venezuela en las zonas
pantanosas del Delta del Orinoco. La hembra adulta posee unos “pelos
urticantes” o “setas” que contienen una solucién de composicién proteica
desconocida que al entrar en contacto con la dermis y la epidermis
ocasiona el lepidopterismo en los humanos caracterizado por una
dermatitis severa, inflamacion, hemorragias focales, insomnio,
intranquilidad, estado febril, entre otros sintomas. Este insecto posee
fototropismo positivo por lo que golpea de manera incansable toda
fuente de iluminacién desprendiendo grandes cantidades de setas que
obliga a los pobladores de las zonas afectadas y a los trabajadores de
zonas de prospeccion petrolera a apagar toda fuente de iluminacion
nocturna. Las setas también son utilizadas para recubrir el nido y
proteger los huevos fundamentalmente de depredadores e infecciones
por hongos, y bacterias durante 26 dias. El ciclo de vida de H. metabus
dura aproximadamente 100 dias por lo que los problemas antes
mencionados son de naturaleza ciclica, causan grandes pérdidas
econdémicas y constituye un problema de salud por lo que se considera
una plaga que afecta a las poblaciones que viven en esas localidades.
Problema que se ha resuelto de acuerdo con los obje tivos del
trabajo: En el presente estudio identificamos los componentes proteicos
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y oligosacaridicos del veneno de H. metabus responsables de ocasionar
el lepidopterismo en humanos y su posible relacion con los mecanismos
de defensa utilizados por esta polilla para proteger a la progenie.
Resultados:  Se identificaron utilizando las herramientas de Ila
proteGmica, glicomica y la bioinformatica las proteinas presentes en el
veneno de las setas de la hembra adulta de H. metabus. El rasgo
distintivo de este veneno es la presencia de cinco proteasas del tipo S1A
gue representan el 65 % del veneno total, y que estan N-glicosiladas con
una mezcla de N-glicanos diantenados agalactosilados y fucosilados
(GOF), neutros y sulfatados. En un modelo animal de lepidopterismo se
demostré que la actividad proteolitica de una de las proteasas esta
relacionada con la erosion de los vasos sanguineos y la aparicion de
hemorragias focales. En cambio la presencia de N-glicanos sulfatados
en las dos proteasas que concentran la mayor parte de la actividad
proteolitica del veneno total, son responsables de estimular la secrecion
del TNF-[J en macréfagos y desencadenar la respuesta proinflamatoria
tipica del lepidopterismo. La composicidn proteica de las setas presentes
en el nido de huevos revel6 su relacion con posibles mecanismos de
defensa. Las proteinas de la hemolinfa (30 kDa y vitellogenina)
detectadas pueden tener un rol en la respuesta a entomopatdgenos
(hongos y bacterias). También se identific6 una quitinasa que puede
estar relacionada con la respuesta antifingica, y ser una molécula con
potencialidades estimuladoras de la respuesta proinflamatoria y
adjuvante ante los componentes del veneno asi como potenciar los
efectos adversos del lepidopterismo. La accion combinada de la
quitinasa y las proteasas pudiera ocasionar dafios del exoesqueleto de
artropodos que pretendan entrar al nido. En este trabajo por primera vez
se informa la sulfatacion de N-glicanos en insectos y su rol clave en el
lepidopterismo ocasionado a seres humanos. Se informa por primera
vez la composicion proteica del veneno de la especie de Hylesia mas
nociva para los seres humanos. Se propone un método de diferenciaciéon
de N-glicanos fosfatados y sulfatados basado en las diferencias de la
distribucion isotépica del ion reportero de m/z 97. Estos hallazgos
constituyen un primer paso para el futuro disefio racional de drogas y el
control de plagas. Estos trabajos forman parte de un proyecto conjunto
aprobado en la X Comision Mixta Venezuela-Cuba y esta avalado por
dos publicaciones internacionales:

1-Glycobiolgy (2016) 26 (3): 230-250. doi:10.1093/glycob/cwv096
2-Journal of Proteomics (2016) doi:10.1016/}.jprot.2016.08.010

COMUNICACION CORTA

Hylesia metabus es una polilla neotropical que habita en el noreste del
continente sudamericano en la regiones pantanosas ricas en manglares
en paises como Venezuela, Surinam, Guyana Francesa e Inglesa,
Trinidad y Tobago y Brasil. La hembra de H. metabus posee unos “pelos
abdominales™ conocidos también como setas que poseen sustancias
urticantes de naturaleza desconocida. Cuando estads setas entran en
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contacto con la dermis o la epidermis de un ser humano desencadena
una dermatitis severa, caracterizada por un intenso escozor y la
formacion de vesiculas eritomatosas, la degeneracion vascular,
hemorragias focales, un proceso inflamatorio local, insomnio,
intranquilidad, sintomas febriles ligeros (1). Estos sintomas aparecen 6 a
12 horas después del contacto con las setas de la hembra y puede durar
desde 5-10 dias, aunque en algunos casos mas complejos puede durar
hasta meses. La aparicion de estos sintomas no requiere una exposicion
previa y no hay un tratamiento meédico especifico que sea efectivo. Ni los
antihistaminicos, ni los esteroides resuelven de manera efectiva los
efectos adversos descritos. Esta condicion médica se denomina
lepidoperismo.

Cuando llega la época de apareamiento enormes cantidades de setas
abdominales son dispersas por la hembra en el enjambre de insectos
probablemente con el objetivo de impedir la irrupcion de depredadores
en este acto tan importante para la perpetuacion de esta especie. Las
setas son muy ligeras y pueden ser facilmente dispersadas por el viento
llegando a afectar extensas areas incluso geograficamente distantes.
Las setas mantienen sus propiedades urticantes durante meses en
condiciones ambientales. Por otra parte, este insecto posee fototropismo
positivo y golpea de manera incontrolada toda fuente de luz artificial en
los horarios nocturnos desprendiendo grandes cantidades de setas, lo
gue obliga a los pobladores de las regiones afectadas apagar el
alumbrado publico y toda fuente de iluminacion en el hogar. El ciclo de
vida de este insecto dura aproximadamente 100 dias por lo que los
problemas antes citados son de naturaleza ciclica, causa interrupciones
en las actividades docentes, comercio, agricultura, prospeccion petrolera
y ocasiona considerables pérdidas econdOmicas. El lepidopterismo
causado por H. metabus constituye un problema de salud en Venezuela,
de hecho este insecto es considerado como el mas nocivo entre el
género de Hylesia spp.

H. metabus en sus estadios larvales posee muchos enemigos naturales
(avispas y moscas parasitoides, hongos, bacterias, etc) que causan
grandes afectaciones a la poblacion larval impidiendo que una fraccion
considerable (hasta un 90 %) de esta no llegue a su madurez
reproductiva. En estos estadios las larvas no poseen el maximo poder
urticante de sus setas, de hecho las larvas de H. metabus son un
eslabon muy importante de la cadena alimenticia de los pantanos. Para
compensar estas pérdidas de su poblacion, H. metabus debe maximizar
su eficiencia en las etapas reproductiva de su ciclo de vida, digase (I)
apareamiento, (1) nido de huevos y (lll) eclosion. En particular en estos
tres estadios estan involucradas las setas urticantes de la hembras y
constituyen parte importante en el mecanismo de defensa para
ahuyentar a depredadores y defenderse de microorganismos
entomopatdégenos letales (hongos, bacterias, entre otros) que estan
presentes en su habitat natural. Las elevadas temperaturas y humedad
presentes en los pantanos son favorables para la proliferacién de este
tipo de infeccion. Osborn y colaboradores han encontrado 29 cepas
bacterianas diferentes aisladas de larvas de H. metabus siendo P.
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aeruginosa la mas letal (2). La hembra de H. metabus a diferencia de
otros lepidopteros pone todos los huevos (200-300) en una sola
oviposicion en un nido que recubre de sus setas urticantes hasta que
ocurra la eclosion en los 26 dias posteriores. Cualquier dafio ocasionado
al nido constituye una pérdida considerable de la progenie. El nido de
huevos es una fuente mas segura para obtener las setas urticantes pues
estas se encuentran compactadas y aislandolas en esta etapa
hipotetizamos que también podiamos obtener informacion sobre los
mecanismos de defensa utilizados por este insecto en esta etapa de la
vida.

Los humanos aunque no son depredadores, también interfieren
directamente en el ciclo de vida de este insecto al utilizar trampas de luz,
y usar controles biol6gicos de impacto ambiental no controlado como es
el caso de utilizar aspersiones aéreas de la variante kurstaki de la
bacteria B. turingiensis.

En este contexto se presentd un proyecto de investigacion conjunto
IVIC-CIGB aprobado en el marco de la X Comisién Mixta Cuba-
Venezuela con el propdsito de estudiar los componentes proteicos
presentes en el veneno de H. metabus y su relacibn con el
lepidopterismo y los mecanismos de defensa utilizados por este insecto.
Para este estudio se utiliz6 la combinacion de herramientas de la
protedmica, la glicomica y la bioinformatica.

El genoma de este organismo es desconocido por lo que se dificulta el
proceso de identificacion de proteinas en bases de datos de secuencias
y para asignar un rol biologico a las proteinas presentes en el veneno es
necesario identificar proteinas homoélogas. Tampoco existia informacion
del patron de N-glicosilacion de este insecto y sus diferencias con los
humanos.

Un andlisis por SDS-PAGE y espectrometria de masas reveld que un 65
% del contenido proteico del veneno de las setas presentes en el nido de
H. metabus esta formado por un conjunto de cinco serino proteasas del
tipo S1A. Una de estas proteinas fue evaluada en un modelo de
lepidopterismo y se demostr6 que la actividad proteolitica es la
responsable de causar la erosidn de tejidos y vasos sanguineos y
ocasionar hemorragias focales. Probablemente, la presencia de un
conjunto de cinco proteasas diferentes puede contribuir a degradar un
mayor numero de sustratos proteicos. Por otra parte, se demostrdé que
dos de estas proteasas estan N-glicosiladas y poseen una mezcla de N-
glicanos del tipo GOF neutros y sulfatados. Los N-glicanos neutros del
tipo GOF no representan ninguna amenaza para nuestro sistema inmune
pues estan presentes en las estructuras N-enlazadas a las
inmunoglobulinas G (IgG). Sin embargo, la sulfatacién de N-glicanos
puede transformar motivos estructurales comunes en estructuras Unicas
con roles bioldgicos bien definidos que potencialmente puedan ser
reconocidos por un receptor o lectinas. En particular los N-glicanos
sulfatados al ser inoculados en el modelo animal de lepidopterismo
desencadenaron una potente repuesta inflamatoria al estimular la
secrecion de TNF-[] en macréfagos activados. Este aspecto constituye
una novedad cientifica por dos razones: (l) constituy6 el primer reporte
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de N-glicanos sulfatados en insectos y (II) se demostré que estos tienen
un rol protagonico en desencadenar una respuesta inflamatoria tipica del
lepidopterismo. Este Ultimo hallazgo permite hipotetizar que
posiblemente la sulfatacidon pudiera ser comun a otros insectos que
causan efectos adversos en humanos. Por otra parte, cuando Hylesia
metabus alcanza la madurez sexual es precisamente cuando las setas
poseen las maypres propiedades urticantes. Esto nos hace pensar que
la maquinaria secretora unida con las setas S3 puede introducir en todas
las proteinas que tengan sitios potenciales de N-glicosilacion, N-glicanos
sulfatados y puedan exacerbar la reacciones proinflamatorias sin
necesidad de que sean proteasas. En las setas también se encontré una
proteina de la hemolinfa de aproximadamente 180 KDa conocida como
vitelogenina que juega un importante rol en los mecanismos de defensa
al tener sitios de reconocimiento de secuencias de patdgenos y al tener
capacidad litica puede desestabilizar la estructura de la membrana
celular de microrganismos y causar su muerte. En el veneno también
encontramos una proteina que tenia homologia a quitinasas de otros
insectos. La quitinasa es importante en la remodelacion del
exoesqueleto de insectos pero también es conocido que tienen
capacidad de hidrolizar quitina que esta presentes en los hongos
entomopatdégenos del habitat natural como es el caso de B. bassiana
constituyendo asi un posible mecanismo de defensa anti-fungico.

Aunque experimentos adicionales restan para llegar a conclusiones, la
combinacion de esta quitinasa y las proteasas presentes en el veneno,
pueden causar dafios en el exoesqueleto de artropodos compuesto
principalmente de proteinas y quitina. Experimentos conductuales
realizados por Rodriguez et al. (2) con hormigas demostraron que éstas
evitan los huevos de H. metabus que estan recubiertos de setas en
cambio los huevos sin setas se los llevan. También la quitinasa de H.
metabus puede precondicionar las setas al generar fragmentos de su
propia quitina que pueden tener propiedades adjuvantes y potenciar la
respuesta ante los antigenos presentes en el veneno al ser inyectados
en el organismo afectado (3).

En este estudio se identificO otra proteina de la hemolinfa como es una
proteina de 30 kDa a la que se le reporta propiedades de unién a N-
glicanos que puede estar vinculada a la repuesta anti-fungica. Se
encontré en las setas una proteina conocida como microvitelogenina que
aungue no es posible asignarle ningun rol en el mecanismo de defensa
por el momento, si existen reportes de toxicidad causada en humanos
por proteinas de la hemolinfa de insectos (4).

Después de estos resultados pensamos que H. metabus asume el
riesgo de depositar todos los huevos en un mismo nido porque ha
desarrollado un sistema eficiente que permite recubrirlo con las setas
gue contienen proteinas que le confieren proteccion contra patdogenos y
depredadores garantizando asi el éxito reproductivo de la especie.

Nuestro trabajo nos permitié incluir por primera vez tres N-glicanos
sulfatados de insectos en la glicobase que es una herramienta analitica
muy utilizada por la comunidad cientifica en el campo de la glicobiologia
para el andlisis estructural de N-glicanos. Esta inclusion se debe, a la
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detallada caracterizacion realizada. En este caso se empled la
espectrometria MALDI-MS y ESI-MS/MS, analisis de permetilacion,
analisis estructural empleando la combinacion de exoglicosidasas y NP-
HPLC, determinacion exacta de la masa molecular con errores inferiores
alppm.

En nuestro trabajo se reporta por primera vez como la distribucion
isotopica del ion reportero de m/z 97 tipico de los N-glicanos sulfatados y
fosfatados contiene informacion que permite diferenciar en presencia de
cual modificacion nos encontramos (fosfato o sulfato). Este resultado
constituye un aporte metodoldgico.

Los resultados presentados en esta propuesta a Premio de la ACC en el
2016 estan avalados por dos publicaciones en revistas internacionales
arbitradas de impacto en el campo de la protedmica y la glicobiologia:

1-Structural characterization and biological implications of sulfated N-
glycans in a serine protease from the neotropical moth Hylesia metabus
(Cramer [1775]) (Lepidoptera:Saturniidae). Gleysin Cabrera, et al.
Glycobiology. (2016) 26 (3): 230-250._d0i:10.1093/glycob/cwv096

2-Protein Content of the Hylesia metabus Eggnest Setae (Cramer
[1775])(Lepidoptera:Saturniidae) and Its Association With the Parental
Investment for the Reproductive Success and Lepidopterism. Gleysin
Cabrera, et al. Journal of Proteomics. Publicado online Agosto 2016.
piiS1874-3919(16)30365-7_doi:10.1016/].jprot.2016.08.010 [Epub ahead
of print]
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