UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Instituto de Ciéncias Bioldgicas

Programa de Po6s-Graduaciao em Genética

Kelton Gongalves Miranda

TRANSCRIPTOMA DAS GLANDULAS DE VENENO DO ESCORPIAO PERUANO
HADRUROIDES LUNATUS: uma busca por componentes relacionados a sindrome do

envenenamento

Belo Horizonte

2023



Kelton Gongalves Miranda

TRANSCRIPTOMA DAS GLANDULAS DE VENENO DO ESCORPIAO PERUANO
HADRUROIDES LUNATUS: uma busca por componentes relacionados a sindrome do

envenenamento

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Genética da Universidade
Federal de Minas Gerais, como requisito parcial

a obtencao do titulo de Mestre em Genética.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Delfin Chavez
Olortegui

Belo Horizonte

2023



043 Miranda, Kelton Goncalves.

Transcriptoma das glandulas de veneno do escorpido peruano Hadruroides
lunatus: uma busca por componentes relacionados a sindrome do
envenenamento [manuscrito] / Kelton Gongalves Miranda. — 2023.

90f.:il.;29,5cm.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Delfin Chavez Olortegui.
Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto
de Ciéncias Biologicas. Programa de Péds-Graduacdo em Genética.

1. Genética. 2. Venenos de Escorpido. 3. Neurotoxinas. 4. Peptideos. 5.

Toxicidade. I. Olortegui, Carlos Delfin Chavez. Il. Universidade Federal de
Minas Gerais. Instituto de Ciéncias Bioldgicas. Ill. Titulo.

CDU: 575

Ficha catalografica elaborada pela bibliotecaria Fabiane C M Reis — CRB 6 — 2680




11/09/2023, 09:14 SEI/UFMG - 2603008 - Ata de defesa de Dissertagéo/Tese

HTTEL)
SLLERS

i
H

* % INCIPIT WITA MOWVA & F4
b T
LA e o e
e P LT t
L e o

L.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Programa de Pds-Graduagdo em Genética
Instituto de Ciéncias Biolégicas

ATA DE DEFESA DE DISSERTAGAO

~ 347/2023
ATA DA DEFESA DE DISSERTACAO

entrada

12/2022

Kelton Gongalves Miranda
CPF: 121.900.686-65

As quatorze horas do dia 06 de setembro de 2023, reuniu-se a Comissdo Examinadora de Dissertacdo, indicada pelo
Colegiado do Programa, para julgar, em exame final, o trabalho intitulado: "Transcriptoma das glandulas de veneno do
escorpidao peruano Hadruroides lunatus: uma busca por componentes relacionados a sindrome do
envenenamento", requisito para obten¢ao do grau de Mestre em Genética. Abrindo a sessdao, o Presidente da
Comissao, Carlos Delfin Chavez Olértegui, apds dar a conhecer aos presentes o teor das Normas Regulamentares do
Trabalho Final, passou a palavra ao candidato, para apresentacdo de seu trabalho. Seguiu-se a arguicdo pelos
Examinadores, com a respectiva defesa do candidato. Logo apds, a Comissdo se reuniu, sem a presenca do candidato e

do publico, para julgamento e expedi¢do de resultado final. Foram atribuidas as seguintes indicacdes:

Prof./Pesq. Instituicdo CPF Indicagdo

Carlos Delfin Chavez Oldrtegui UFMG 455.731.316-72 | APROVADO

Clara Guerra Duarte FUNED 061.826.016-12 | APROVADO

Maria Raquel Santos Carvalho UFMG 349.651.730-15 | APROVADO

https://sei.ufmg.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=2810359&infra_sistema=1000001...

Pelas indicagdes, o candidato foi considerado: APROVADO

O resultado final foi comunicado publicamente ao candidato pelo Presidente da Comissdo. Nada mais havendo a tratar,
o Presidente encerrou a reunido e lavrou a presente ATA, que serd assinada por todos os membros participantes da
Comissao Examinadora.

Belo Horizonte, 06 de setembro de 2023.

Carlos Delfin Chavez Olortegui-UFMG
Clara Guerra Duarte- FUNED
Maria Raquel Santos Carvalho-UFMG

Documento assinado eletronicamente por Maria Raquel Santos Carvalho, Membro, em 06/09/2023, as 16:31,
conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

il
Sel o
assinatura

eletrénica

12


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm

11/09/2023, 09:14 SEI/UFMG - 2603008 - Ata de defesa de Dissertagéo/Tese

—
eil Documento assinado eletronicamente por Carlos Delfin Chavez Olortegui, Professor do Magistério Superior, em
;?!'imm'a E 06/09/2023, as 16:32, conforme hordario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n2 10.543, de 13

| eletrénica de novembro de 2020.

- =

-
JE'! d Documento assinado eletronicamente por Clara Guerra Duarte, Usuario Externo, em 06/09/2023, as 17:18,
conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

assinatura
eletrénica

; A autenticidade deste documento pode ser conferida no site https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?
3t acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o cédigo verificador 2603008 e o cédigo CRC

287DDEB2.

Referéncia: Processo n? 23072.254355/2023-73 SEl n2 2603008

https://sei.ufmg.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=2810359&infra_sistema=1000001...

22


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Carlos Chavez, pela orientacao e por todos os ensinamentos;

Aos membros da banca avaliadora, pela atencdo e pelo compartilhamento de experiéncias;

A todos os membros do Programa de Pos-Graduagdao em Genética da UFMG, pela atencao e

por todas as trocas de conhecimentos;

Aos membros do Laboratorio de Imunoquimica de Proteinas (Labimq), pelo excelente convivio

e pela troca de experiéncias;

A Dra. Izabela Mamede, 2 Me. Raniele Moreira e aos membros do Servico de Toxinologia
Molecular da Fundagdo Ezequiel Dias (FUNED), pelos ensinamentos e pelo auxilio nos
experimentos;

A CAPES, pela concessdo da bolsa;

A minha familia e aos meus amigos, por me acompanharem durante mais essa etapa.



RESUMO

Hadruroides lunatus (Scorpiones, Caraboctonidae) € o escorpido que mais causa acidentes no
Peru. Poucos estudos relataram os efeitos do envenenamento causado por essa espécie € pouco
se sabe sobre a diversidade de componentes produzidos em suas glandulas de veneno, o que
dificulta a compreensdo da dindmica desse escorpionismo (i.e., acidente causado pela picada
de escorpido). Utilizando andlise transcriptdmica, nos identificamos 145 componentes das
glandulas de veneno de H. lunatus que podem estar associados a sindrome do envenenamento.
Esses componentes foram agrupados em seis familias: neurotoxinas (n = 15), peptideos Lal-
like (n = 2), peptideos lineares citotdxicos (n = 35), peptideos scorpine-like (n = 3), venom
proteins (n = 51) e enzimas (n = 39). Nos também inferimos o nivel de transcricdo (FPKM) de
cada um desses componentes. A familia dos peptideos lineares citotoxicos — peptideos toxicos
e sem ponte dissulfeto — foi a que registrou maior nivel de transcri¢do (> 56% do transcriptoma
analisado). J4 a familia das neurotoxinas, grupo mais abundante e mais expresso no veneno de
escorpides da familia Buthidae, foi representada por apenas cinco putativas KTxs e dez
peptideos toxin-like pouco transcritos em H. lunatus. A abundancia de componentes inseridos
nos grupos dos peptideos lineares citotoxicos e das neurotoxinas parece representar as maiores
diferengas entre a composicao dos venenos de escorpides butideos (i.e., da familia Buthidae) e
ndo butideos. Os trés componentes aqui classificados como scorpine-like apresentaram os dois
dominios estruturais esperados para esse grupo (N- e C- terminal) e sdo putativos
antimicrobianos e bloqueadores de canais K. Os peptideos genericamente classificados como
venom proteins, assim denominados pela falta de caracterizagdo desses componentes até o
presente momento, apresentou diversidade de sequéncias e porcentagem de transcri¢do
relevantes (51 sequéncias e cerca de 19% do nivel de transcri¢do). No grupo das enzimas de H.
lunatus, identificamos dezenas de componentes que podem atuar sinergicamente no
envenenamento, e ndo registramos atividade da enzima L-aminoacido oxidase (LAAQO) usando
20 pg do veneno total de H. lunatus. Nossos resultados demonstram que varios componentes
identificados apresentam motifs € padroes de conservagdo esperados para os respectivos grupos.
Quando avaliados conjuntamente com os resultados de novos estudos sobre o tema, nossos
achados fornecerao uma melhor compreensdo das atividades bioldgicas e de toda a dindmica

do escorpionismo causado por H. lunatus.

Palavras-chave: Escorpionismo; Glandulas de Veneno; Neurotoxinas; Peptideos; Toxicidade.



ABSTRACT

Hadruroides [lunatus (Scorpiones, Caraboctonidae) is the scorpion that causes the most
accidents in Peru. Few studies have reported the effects of the envenomation caused by this
species, and little is known about the diversity of components found in its venom glands,
making it difficult to understand the dynamics of this scorpionism (i.e., accident caused by a
scorpion sting). Using transcriptomic analysis, we identified 145 components of H. lunatus
venom glands that may be associated with the envenomation syndrome. These components
were grouped into six families: neurotoxins (n = 15), Lal-like peptides (n = 2), cytotoxic linear
peptides (n = 35), scorpine-like peptides (n = 3), venom proteins (n = 51) and enzymes (n =
39). We also inferred the transcription level (FPKM) of each of these components. The family
of cytotoxic linear peptides — toxic peptides without disulfide bridges — was the one that
recorded the highest level of transcription (> 56% of the analyzed transcriptome). The
neurotoxin family, the most abundant and expressed group in the venom of Buthidae scorpions,
was represented by only five putative KTxs and ten toxin-like peptides that are poorly
transcribed in H. lunatus. The abundance of components included in the groups of cytotoxic
linear peptides and neurotoxins seems to represent the major differences between the
composition of buthid scorpion venoms (i.e., from the family Buthidae) and non-buthid
scorpion venoms. The three components classified here as scorpine-like presented the two
expected structural domains for this group (N- and C-terminal) and are putative antimicrobials
and K" channel blockers. The peptides generically classified as venom proteins, so called due
to the lack of characterization of these components to date, showed a diversity of sequences and
a relevant percentage of transcription (51 sequences and about 19% of the transcription level).
In the group of H. lunatus enzymes, we identified dozens of components that can act
synergistically in the envenomation, and we did not register the activity of the enzyme L-amino
acid oxidase (LAAO) using 20 pg of whole H. lunatus venom. Our results show that several of
the identified components display motifs and expected conservation patterns for the respective
groups. Taken together with the results of new studies on the subject, our findings will provide
a better understanding of the biological activities and overall dynamics of scorpionism caused

by H. lunatus.

Keywords: Neurotoxins; Peptides; Scorpionism; Toxicity; Venom Glands.
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1. INTRODUCAO

1.1. Escorpides

Os escorpides (Arachnida, Scorpiones) constituem umas das ordens de artropodes mais
antigas e morfologicamente conservadas (Lourengo, 2018a). Os primeiros representantes dessa
ordem foram organismos aquaticos que surgiram durante o periodo Siluriano (444—416 milhdes
de anos atras) e o primeiro escorpido terrestre ¢ datado como pertencente ao Devoniano
Superior ou ao Carbonifero Inferior (i.e., cerca de 359 milhdes de anos atras) (Lourengo, 2015).

Esse grupo ¢ atualmente representado por 22 familias e cerca de 2.760 espécies em todo
o mundo, com excec¢do da Antartida (Rein, 2023). Os escorpides costumam ser encontrados em
regides tropicais e subtropicais, e registros de varias espécies apontam para uma adaptacao ao
ambiente antropico (Chippaux & Goyffon, 2008; Guerra-Duarte et al., 2023).

Morfologicamente, o corpo dos escorpides ¢ dividido em duas partes: prossoma (ou
cefalotorax) e opistossoma (ou abdome) (Figura 1). No prossoma estdo presentes: a)
dorsalmente, uma carapaca e um par de olhos medianos; b) ventralmente, um esterno e as coxas
das pernas (Mullen & Sissom, 2019). Além disso, nessa parte estao presentes alguns apéndices
caracteristicos, como um par de queliceras e um par de pedipalpos. No opistossoma estao
presentes, dentre outros caracteres, um par de péctens ventral — com fungdo quimiorreceptora e
mecanorreceptora — € o telson, tltimo segmento posterior, o qual apresenta uma vesicula com
duas glandulas de veneno e um actileo inoculador (Mullen & Sissom, 2019; Simone & Meijden,
2021).

Quanto a reprodugdo, os escorpides sdo viviparos que podem se reproduzir
sexuadamente ou via partenogénese, i.e., através do desenvolvimento de ovos nao fertilizados
(Lourengo, 2018b). Esse tltimo fendmeno, apesar de raro, ¢ evidenciado principalmente em
escorpides do género Tityus (familia Buthidae). A partenogénese ¢ uma estratégia reprodutiva
complexa, ja que pode produzir a) ninhadas s6 de fémeas; b) ninhadas s6 de machos, como
registrado unicamente na espécie Tityus metuendus; ou c¢) ninhadas de machos e fémeas,
conforme registrado exclusivamente na espécie Tityus neblina (Lourengo, 2008; Lourenco,

2018b).
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Figura 1. Anatomia externa dos escorpides, representada em um individuo da espécie Parabuthus
transvaalicus (familia Buthidae). A) Visao dorsal. B) Visdo ventral. Fonte: adaptado de Simone &

Meijden (2021).

Os escorpides sao aracnideos predadores. Eles se alimentam principalmente de insetos,
aranhas e outros aracnideos (Williams, 1987), mas a sua frequéncia de predacao ¢ considerada
baixa. Estudos indicam que algumas espécies precisam se alimentar uma tnica vez a cada duas
semanas para a manutencao da sua biomassa, enquanto outras podem ficar at¢ 10 semanas sem
alimentagdo (Williams, 1987). Num estudo com o escorpido brasileiro Tityus serrulatus foi
registrado que alguns individuos suportam até 87 dias sem agua e até 400 dias sem alimentagao
— inclusive, com espécimes se reproduzindo, via partenogénese, apds mais de 200 dias de
privacao alimentar (Pimenta et al., 2019).

Esse conjunto de caracteristicas e comportamentos, somado a longevidade média de 3
a 7 anos da maioria dos representantes dessa antiga ordem (Mullen & Sissom, 2019), demonstra

o quao adaptado esta esse grupo de organismos aos seus variados habitats atuais.

1.2. Escorpionismo e saude publica

O veneno secretado pelos escorpides ¢ uma mistura complexa de componentes (e.g.,
sais, peptideos, enzimas, dentre outros), produzida por um par de glandulas localizadas no
telson (Gomes et al., 2010; Mullen & Sissom, 2019). Entende-se como escorpionismo o

envenenamento causado pela picada de escorpides e seus demais efeitos no organismo.
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O escorpionismo representa um problema de saude publica nas regides tropicais e
subtropicais, com estimativas anuais sugerindo mais de 1 milhdo de acidentes e mais de 3.000
mortes (Chippaux & Goyffon, 2008; Santos et al., 2016). Merece destaque o fato de que homens
adultos sdo as principais vitimas do escorpionismo em humanos, mas os acidentes com maiores
niveis de severidade e letalidade sdo aqueles que vitimam criangas (Chippaux & Goyffon, 2008;
Guerra-Duarte et al., 2023).

Apesar do alto nimero de espécies de escorpides existentes, poucas espécies sao
responsaveis pelos acidentes mais severos e/ou letais. Lourengo (2018a) sugere que menos de
50 espécies, em todo o mundo, merecem atencdo especial por esse motivo — a maioria delas
pertencente a familia Buthidae, com poucas exceg¢des a espécies das familias Hemiscorpiidae e
Scorpionidae.

Na maioria dos casos, a dor local e intensa ¢ o Unico sintoma do escorpionismo
(Chippaux & Goyffon, 2008; Isbister & Bawaskar, 2014). Contudo, os acidentes escorpidonicos
podem ocasionar manifestagdes sistémicas, caracterizadas principalmente por quadros de
excitacdo neurotoxica provocados pela atividade das neurotoxinas presentes no veneno,
sobretudo as toxinas com atividades em canais i06nicos de sodio (Cid-Uribe et al., 2020). Esses
quadros, por sua vez, podem causar ou ser seguidos por sindrome do desconforto respiratorio,
edema pulmonar, disfuncdo cardiaca, dentre outras manifestagoes severas, a depender da
espécie causadora do acidente (Isbister & Bawaskar, 2014; Santos et al., 2016).

Juntamente com as neurotoxinas, outros componentes das glandulas de veneno de
escorpides podem contribuir para o surgimento dessas manifestagdes sistémicas, como, por
exemplo, as metaloproteases (Carmo et al., 2014), hialuronidases (Oliveira-Mendes et al.,
2019), fosfolipases (Valdivia et al., 1992) e alguns peptideos sem ponte dissulfeto (Verano-
Braga et al., 2008).

Para o tratamento da dor local, ¢ indicado o uso de analgésicos ou de anestésicos locais,
dependendo da severidade (Isbister & Bawaskar, 2014). J4 para o tratamento das manifestagdes
sistémicas provocadas por escorpionismo, ¢ recomendado o uso de antivenenos (ou soros
terapéuticos), os quais neutralizam as neurotoxinas e outros componentes, impedindo-os de
atuarem nos seus respectivos alvos (Isbister & Bawaskar, 2014; Borges et al., 2020). Entretanto
apenas trés soros terapéuticos sdo disponibilizados atualmente nas Américas, todos eles anti-
Tityus spp.: anti-T. serrulatus no Brasil, anti-7. carrilloi na Argentina e anti-7. discrepans na

Venezuela (Borges et al., 2020).
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1.3. Hadruroides lunatus (L. Koch, 1867)

Hadruroides lunatus € a espécie de escorpido que causa o maior numero de acidentes
no Peru (Ministerio de Salud del Peru, 2005). Comumente conhecido como "escorpion de los
pedregales", ¢ o mais abundante na Costa Central peruana, sendo encontrado principalmente

em areas montanhosas e pedregosas no deserto costeiro do Pacifico (Figura 2) (Zavaleta et al.,

1981; Ochoa & Prendini, 2010).

B)
EciiEder Colombia

Peru

Brazil

0-500m

500 - 1000 m
1000 - 2000 m
2000 - 4000 m
4000 - 6768 m

BRD0O0

Pacific Ocean

Figura 2. Distribui¢do do escorpido Hadruroides lunatus (familia Caraboctonidae) no Peru. A)
Fotografia de uma fémea de H. lunatus. B) Mapa da distribuicdo de espécies do género Hadruroides
Pocock, 1893 no Peru. Os quadrados brancos em destaque indicam os locais de ocorréncia de H. lunatus,

na Costa Central peruana (provincia de Lima). Fonte: adaptado de Ochoa & Prendini (2010).

Poucos estudos registraram os efeitos causados pelo escorpionismo por H. lunatus.
Como exemplo, Quiroz (1967) registrou que a picada de H. lunatus pode produzir dor intensa,
edema e formacao de escara, enquanto Zavaleta e colaboradores (1981) demonstraram que o
veneno dessa espécie causa baixa letalidade em camundongos e induz uma queda na pressao

arterial de cdes. Além disso, Escobar et al. (2002) purificaram parcialmente trés toxinas
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produzidas por esse escorpido, denominadas Hl1, HI2 e HI3, as quais apresentaram atividade
toxica em insetos, crustaceos e camundongos, respectivamente.

Resultados do nosso grupo confirmaram a baixa letalidade do veneno total de H. lunatus
em camundongos, o qual apresentou uma dose letal mediana (DLso; quantidade de veneno capaz
de levar a morte 50% dos individuos testados), via intraperitoneal, de 21,55 mg/kg (Costal-
Oliveira et al., 2012). Esses autores também observaram o surgimento de efeitos como agitacgao,
excitabilidade, salivacdo, convulsao e paralisia (i.e., manifestagdes sistémicas), apOs o
envenenamento de camundongos, e demonstraram uma alta atividade das fosfolipases presentes
no veneno total (0,125 pg de veneno foi capaz de formar um halo hemolitico de 1 cm de
diametro), enzimas que podem exercer efeitos toxicos e inflamatérios (Lambeau & Lazdunski,
1999; Vergara et al., 2014). Além disso, em outros estudos do nosso grupo, foi demonstrado
que o envenenamento por H. lunatus pode alterar os padroes hematologicos e imunologicos e
causar danos cardiorrespiratdrios (Costal-Oliveira et al., 2015; Costal-Oliveira et al., 2017).

Apesar dessas manifestacdes clinicas observadas, pouco se sabe sobre a diversidade de
componentes produzida nas glandulas de veneno de H. [lunatus. Atualmente, nenhuma
informacao sobre a composi¢ao do veneno de espécies do género Hadruroides ¢ encontrada nas
bases de dados do National Center for Biotechnology Information — NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/; Sayers et al., 2023) e poucos registros sdo encontrados para a

familia Caraboctonidae. Essa falta de conhecimento dificulta o entendimento da dinAmica do

escorpionismo causado por essas espécies.

1.4. Identificacdo de componentes do veneno por transcriptomica e bioinformatica

Uma das principais técnicas usadas para identificar componentes das glandulas de
veneno ¢ a transcriptomica. Essa técnica ¢ geralmente aplicada de forma isolada (Ma et al.,
2009; Tan et al., 2017; Kalapothakis et al., 2021; Kalapothakis et al., 2023) ou de forma
conjunta com a protedmica para a descricdo ampla de novos componentes (Rokyta & Ward,
2017; De Oliveira et al., 2018; Diniz et al., 2018; Hofmann et al., 2018).

Entende-se por transcriptomica a técnica de estudo do conjunto de transcritos (i.e.,
RNA) de uma determinada célula, tecido ou organismo. Além da importancia dessa técnica na
identificacdo de componentes, ela também se revela util na avaliacdo de perfis de expressao
génica, na identificacdo de single-nucleotide polymorphism (SNP) e splicing alternativo, dentre
outras aplicagdes (Mutz et al., 2013). No entanto, assim como qualquer outra técnica, a
transcriptdmica apresenta limitagdes. E reconhecido que uma analise transcriptomica apresenta,

por exemplo, dificuldades para identificar isoformas corretamente e para inferir as atividades
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bioldgicas dos putativos componentes a partir da presenca e/ou abundancia de transcritos
(Evans, 2015; Mouchbahani-Constance & Sharif-Naeini, 2021). Porém essa ndo ¢ uma regra
absoluta, e estudos recentes tém demonstrado uma corroboracdo entre os achados
transcriptdmicos € imunoquimicos (Kalapothakis et al., 2023; Kalapothakis et al., em
submissdo).

Com o avanco do sequenciamento de nova geracao (NGS), uma estratégia rapida e de
alto rendimento, cada vez mais estudos utilizam esse método para a realizacdo de
transcriptomas (Mutz et al., 2013; Mouchbahani-Constance & Sharif-Naeini, 2021).
Geralmente, um NGS de glandulas de veneno produz dezenas de milhdes de fragmentos de
cDNA de alta qualidade (denominados reads) (Mouchbahani-Constance & Sharif-Naeini,
2021). As reads produzidas (i.e., os resultados brutos de um sequenciamento) devem ser
tratadas e podem ser montadas — originando os chamados contigs — de diferentes formas. Para
o tratamento das reads brutas, ¢ comum que sejam eliminadas as reads menores (processo
denominado filtragem) e que sejam usadas apenas as reads com alta qualidade (processo
denominado trimagem por Q score) (Kalapothakis et al., 2021; Kalapothakis et al., 2023). Ja
para a montagem das sequéncias, duas estratégias sao importantes: a montagem baseada em
referéncia e a montagem de novo. Sugestivamente, a primeira estratégia requer a utilizagao de
uma ou mais sequéncias como referéncia para o alinhamento (ou mapeamento) das reads
tratadas. Por outro lado, a segunda estratégia ndo utiliza referéncias, mas requer maior poder
computacional para a montagem automatica de sequéncias (Martin & Wang, 2011). Dessa
forma, ¢ importante que ambas as estratégias sejam empregadas para a identificacao completa
e correta de componentes, uma vez que ambas apresentam limitagdes metodologicas.

Assim, usando analise transcriptdmica e bioinformética, este trabalho visou identificar
novos componentes bioativos das glandulas de veneno do escorpido H. lunatus e comparar a
acdo putativa desses componentes com os efeitos previamente registrados do envenenamento
causado por essa espécie. Com base nas manifestacdes clinicas reportadas e nos transcriptomas
das espécies H. gertshi e H. spadix (Unicos escorpides da familia Caraboctonidae com
informacdes disponibilizadas no NCBI), levantamos a hipotese de que as glandulas de veneno
de H. lunatus apresentariam, principalmente: I) baixa diversidade e baixo nivel de transcri¢dao
de toxinas de canais de sddio (NaTx), os componentes mais letais dos venenos de escorpides
(Cid-Uribe et al., 2020); II) alta diversidade e baixa transcricao de toxinas de canais de potassio

(KTx); e III) alto nivel de transcri¢ao de fosfolipases do tipo A2 (PLA2).
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2. OBJETIVO GERAL

Identificar, através de andlise transcriptdmica e bioinformatica, componentes das
glandulas de veneno de Hadruroides lunatus que podem estar relacionados ao escorpionismo
causado pela espécie, juntamente com seus respectivos niveis transcricionais, e inferir as

possiveis atividades biologicas de cada componente identificado.

2.1. Objetivos especificos

I) Identificar componentes/sequéncias das glandulas de veneno através de
sequenciamento NGS e bioinformatica;

IT) Avaliar a similaridade das sequéncias de H. lunatus com sequéncias depositadas no
NCBI e/ou publicadas;

IIT) Calcular o nivel de transcrigao de cada componente;

IV) Inferir as provaveis atividades bioldgicas de cada componente identificado, através

da andlise da estrutura primaria das sequéncias.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta de amostras e extragdo do RNA total

Seis espécimes de H. [unatus foram coletados na regido de Atocongo (Lima, Peru) e
utilizados para a extragao do RNA total das glandulas de veneno. Trés deles tiveram seu veneno
ordenhado trés dias antes da extragdo do RNA e trés nao foram ordenhados previamente. A
ordenha ocorreu por estimulacdo elétrica do telson (Oukkache et al., 2013), aplicando-se uma
tensdo de 12 volts e utilizando tampao fosfato-salino (PBS 1X) como condutor. O estimulo
elétrico foi aplicado em metade dos individuos para permitir a identificacdo da maior
diversidade possivel de componentes das glandulas de veneno, isso porque diferentes
abordagens encontradas na literatura sugerem que o tempo entre a ordenha do veneno e a
extragdo do RNA total pode interferir no resultado qualitativo e/ou quantitativo de um
transcriptoma. A fins de exemplo, a composi¢ao das glandulas de escorpiodes ja foi avaliada sem
ordenha prévia (Morgenstern et al., 2011), trés dias apods a ordenha (Guatimosim et al., 1999) e
cinco dias apds a ordenha (Romero-Gutierrez et al., 2017). Os venenos ordenhados foram
diluidos em agua ultrapura e armazenados a -20 °C para uso posterior. Para a extragdo e a
purificacao do RNA total, as glandulas de veneno de todos os seis espécimes foram extraidas e
maceradas em 500 pL de reagente TRI (Sigma) (Chomczynski & Sacchi, 1987), de acordo com

as instrugcdes do fabricante. A integridade e a pureza do RNA total foram avaliadas por
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NanoDrop (Thermo Scientific) e eletroforese em gel de agarose (2%) corado com brometo de

etidio.

3.2. Construgao e sequenciamento da biblioteca

Para a montagem da biblioteca de cDNA, utilizamos o TruSeq RNA Sample Set Kit
(v2) e o TruSeq RNA Library Preparation Kit (v2, Set A) com 1 pg de RNA total do mix de
todas as glandulas de veneno, conforme protocolo do fabricante. Para normalizagdo para 10
pM, a biblioteca foi quantificada usando o kit de quantificacdo de biblioteca KAPA
(Illumina®). O sequenciamento foi realizado em um sequenciador automatizado MiSeq
(Illumina®), usando um kit de reagentes MiSeq v3 de 600 ciclos para estratégia paired-end

(i.e., output 2 x 300) de acordo com as instrucdes do fabricante.

3.3. Andlise bioinformatica
O método de montagem dos contigs foi realizado conforme descrito por Kalapothakis

et al. (2021). Usamos o programa Geneious Prime 2022.0.2 (https://www.geneious.com) para

filtrar e trimar as reads brutas. Aplicamos filtragem > 50 pb, para remover as sequéncias de
adaptadores, e uma trimagem com qualidade Q score > 30 (i.e., precisdo de bases de 99,9%).
Para a identificacdo de componentes, adotamos duas estratégias: primeiro, realizamos uma
montagem de novo (i.e., sem referéncia) usando as reads filtradas e trimadas. Selecionamos os
primeiros 1.000 contigs e realizamos uma busca manual nas bases de dados BlastX (nucleotideo
para proteina) (Camacho et al., 2009) para encontrar correspondéncias com sequéncias
homologas relacionadas ao envenenamento, como, por exemplo, neurotoxinas, fosfolipases,
hialuronidases, metaloproteases, dentre outras. Dessa forma, nds desconsideramos dos nossos
resultados as sequéncias de genes mitocondriais, de componentes estruturais celulares, etc. Em
segundo lugar, nds selecionamos sequéncias de nucleotideos de componentes relacionados ao
envenenamento de Hadrurus gertschi e Hadrurus spadix, também escorpides caraboctonideos
(i.e., pertencentes a familia Caraboctonidae), e Tityus serrulatus, um butideo (i.e., pertencente
a familia Buthidae) bem estudado, dos bancos de dados do NCBI. Essas sequéncias foram entao
compiladas em um banco de dados em arquivo FASTA, que foi usado para a estratégia de
mapeamento com referéncia, usando as reads filtradas e trimadas, com a inten¢@o de identificar
sequéncias ndo encontradas pela montagem de novo. Para aumentar a seguranca desses
resultados, os contigs formados nessa segunda estratégia (mapeamento com referéncia) foram
posteriormente confirmados por meio de montagens de novo. Usamos a ferramenta ExPASy

Translate (Artimo et al., 2012) para cortar as sequéncias precursoras finais de nucleotideos e
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aminoacidos a serem posteriormente depositadas no GenBank (i.e., para que cada sequéncia
iniciasse com o correto start codon e terminasse no devido stop codon). Todas as sequéncias
foram inicialmente classificadas e nomeadas de acordo com as correspondéncias mais proximas
(mais similares) encontradas em todos os bancos de dados BlastP (proteina para proteina). As
mudangas de nomenclatura e classificacdo de sequéncias serdo discutidas nas suas respectivas
secOes. As caracteristicas esperadas para as estruturas primarias de cada familia de
componentes (e.g., tamanho, quantidade de residuos de cisteinas, conservagao de motifs, etc.)
foram avaliadas através de dados da literatura e de ferramentas como o NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e o InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/).

3.4. Célculo do nivel de transcri¢ao (FPKM)

Devido a estratégia de sequenciamento paired-end, nos estimamos o nivel de
transcri¢do de cada sequéncia de H. [unatus através do calculo de fragmentos por quilobase por
milhdo (FPKM) (Van Verk et al., 2013). O arquivo FASTA com todas as sequéncias de
nucleotideos identificadas neste trabalho foi usado como referéncia para o alinhamento de todas
as reads, usando o STAR (Dobin et al., 2013). As contagens brutas foram calculadas usando
featureCounts (Liao et al., 2014) e convertidas para FPKM usando edgeR (Robinson et al.,
2010), de acordo com o numero total de reads mapeadas em sequenciamento paired-end.
Assim, a estimativa do nivel de transcri¢do de todas as sequéncias encontradas neste trabalho
foi baseada nos valores de FPKM, os quais foram estimados a partir das contagens brutas das
reads do transcriptoma alinhadas ao arquivo FASTA de referéncia. Dessa forma, o nivel de
transcri¢do refere-se somente a fracdo do transcriptoma analisado, ou seja, a fracdo dos

componentes identificados por este trabalho.

3.5. SDS-PAGE

Realizamos uma eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio
(SDS-PAGE) para visualizar os perfis dos venenos totais de H. /unatus e de um representante
da familia Buthidae (7. serrulatus). O veneno de 7. serrulatus foi gentilmente doado pelo
Servigo de Toxinologia Molecular, da Fundagao Ezequiel Dias (FUNED). Ambos os venenos
foram extraidos por estimulacgdo elétrica do telson (Oukkache et al., 2013), diluidos em agua
ultrapura e armazenados a -20 °C. Usamos o kit DC Protein Assay (Bio-Rad) para quantificar
os venenos. NOs preparamos um gel de separacdo a 16% e um gel de empilhamento a 4% e
corremos 30 pg de cada veneno, em condi¢gdes redutoras e nao redutoras. Para ambas as

condicdes, as amostras foram aquecidas a 95 °C durante 5 min, imediatamente antes da
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aplicacdo no gel. Usamos 2-mercaptoetanol para a redugdo das pontes dissulfeto (Ye et al.,
2002; Adebowale & Lawal, 2003) e utilizamos como marcador de proteinas o Precision Plus
Protein Standard, de 10-250 kD (Bio-Rad). O gel foi corado com azul de Coomassie G-250
(Sigma).

3.6. Atividade de L-aminoacido oxidase (LAAO)

Para avaliarmos a atividade da enzima L-aminoacido oxidase (LAAO) a partir do
veneno total de H. lunatus, nos realizamos um ensaio baseado na atividade de desaminacgao
oxidativa da L-leucina, com liberagdo de perdxido de hidrogénio (H>0O>) (Costal-Oliveira et al.,
2019; Curti et al., 2019).

Para cada amostra, nds preparamos uma solug¢ao contendo tampao Tris-HCI 0,1 M (pH
8,5), L-Leucina 5 mM (substrato), peroxidase 5 U/mL e o-fenilenodiamina 2 mM, em volume
final de 90 pL. A essa solucdo, nds adicionamos 10 pg e 20 pg do veneno total de H. lunatus,
em volume final de 10 pL com &gua ultrapura. As amostras finais, em volume final de 100 pL,
foram entdo aplicadas a uma microplaca e incubadas a 37 °C por 1 h. O controle negativo era
composto por 90 uL de solugdo e 10 uLL de 4dgua ultrapura e o controle positivo era composto
por 90 pL de solugdo e 10 puL contendo 2 pg do veneno de Bothrops atrox (Serpentes,
Viperidae). Apds a incubagao, as reacdes foram interrompidas com a adi¢ao de 50 pL de acido
sulfurico 2 M em cada poco. A absorbancia do produto gerado em cada reagdo foi determinada
a 490 nm, usando um leitor de microplacas iMark (Bio-Rad). Para essa avaliagdo enzimatica,
no6s conduzimos trés ensaios independentes, em duplicata. Consideramos como uma unidade
de atividade de LAAO a quantidade de veneno a produzir um pmol de H202 por minuto

(Bregge-Silva et al., 2012).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sequenciamento e visdo geral do transcriptoma

Nos obtivemos 42.362.248 reads brutas com o sequenciamento da biblioteca de cDNA
das glandulas de veneno de H. lunatus. Ap6s filtragem e trimagem das reads brutas, obtivemos
28.317.446 sequéncias.

Nossa dupla estratégia de busca de componentes de H. lunatus retornou um total de 145
sequéncias precursoras (Figura 3A). Nos agrupamos esses componentes em seis grupos
principais: neurotoxinas (n = 15), peptideos Lal-/ike (n = 2), peptideos lineares citotoxicos (n

= 35), peptideos scorpine-like (n = 3), venom proteins (n = 51) e enzimas (n = 39). As
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sequéncias precursoras de aminodcidos de todos os componentes desses seis grupos € suas
correspondéncias mais proximas retornadas pelos bancos de dados do BlastP s3o mostradas nos
Apéndices A-F, respectivamente. O grupo das neurotoxinas ¢ composto por 10 peptideos
toxin-like e cinco toxinas de canais de potassio (KTxs). O grupo dos peptideos Lal-like ¢
formado por duas provaveis isoformas com 98% de similaridade entre si. O grupo dos peptideos
lineares citotoxicos (peptideos sem ponte dissulfeto; ver se¢do 4.6) ¢ formado por 19 sequéncias
classificadas genericamente como peptideos lineares citotoxicos (CYLIPs) e 16 peptideos sem
ponte dissulfeto (NDBPs). O grupo dos peptideos scorpine-like ¢ composto por trés sequéncias,
as quais podem apresentar dupla atividade bioldgica (ver se¢do 4.7). As sequéncias do grupo
venom proteins (n = 51) s3o inteiramente e genericamente aqui classificadas como “venom
proteins”, uma vez que nao ha descricdo das fungdes biologicas dessas proteinas, até este
momento. Por fim, o grupo das enzimas ¢ composto por 21 fosfolipases, sete dissulfeto
isomerases, trés peptidases M2, duas enzimas conversoras de angiotensina (ACEs), duas
hialuronidases, duas enzimas de amidacao, uma L-aminoacido oxidase (LAAQO) ¢ um inibidor
de protease.

No grupo das enzimas, identificamos uma fosfolipase A1, uma B e uma C-like; as outras
18 sequéncias correspondem a fosfolipases do tipo A2 (PLAZ2s). Sobre as sete enzimas
dissulfeto isomerase, identificamos aqui as sequéncias homodlogas a A3—A6, TMX3 e a duas
dissulfeto isomerase-/ike (assim denominadas devido a alta similaridade com sequéncias
previamente depositadas; ver se¢ao 4.9). Finalmente, as duas enzimas de amidagao encontradas
foram a peptidylglycine o-amidating monooxygenase (PAM) e a peptidylglycine a-
hydroxylating monooxygenase (PHM).

A lista de espécies que tiveram sequéncias com maior correspondéncia (i.e., match) com
as 145 sequéncias de H. [unatus ¢ mostrada na Tabela 1. Sequéncias do escorpido
caraboctonideo H. spadix foram as que apresentaram maior similaridade com as sequéncias de
H. lunatus, de acordo com as informacgdes disponiveis no BlastP. Hadrurus spadix foi a espécie
com melhor match em 51 das 145 sequéncias de H. lunatus, porém essa maior similaridade ¢
registrada apenas para os grupos scorpine-like, venom proteins € enzimas. As sequéncias de
neurotoxinas, peptideos Lal-/ike e peptideos lineares citotdoxicos nao tiveram como match
principal sequéncias dessa espécie. Algumas das possiveis explicacdes para isso sdo discutidas

nos topicos correspondentes abaixo.
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A) |Hialuronidase (2)'

[ACE (2)

Enzima de amidacdo (2) |

Inibidor de protease (1) |

[Peptidase M2 (3)

| Scorpine-like (3)

| Dissulfeto isomerase (7)

Toxin-like (10) |

Venom protein (51) |

NDBP (16)

Fosfolipase (21) I

ACE (0,257%)

|Lal-like (1.416%))
| Peptidase M2 (0,368%) |
Scorpine-like (6,007%)

KTx (2.819%)

Dissulfeto isomerase (0,247%)

B) Hialuronidase (0,083%) I

Enzima de amidagao (0,038%) |

LAAO (0,004%) |

Inibidor de protease (0,023%) |

Venom protein (19,008%)

Toxin-like
(5.993%) Fosfolipase
(7,089%)
NDBP
(21,163%)

CYLIP
(35.485%)

Figura 3. Diversidade de componentes identificados no transcriptoma das glandulas de veneno do
escorpido caraboctonideo Hadruroides lunatus. A) Numero de sequéncias identificadas (n = 145) por
subgrupo de componentes. B) Porcentagem do nivel de transcrigdo (FPKM) de cada subgrupo de

componentes, em relagdo a fragdo do transcriptoma analisado (ou seja, dos 145 componentes).
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Tabela 1. Espécies com sequéncias mais similares aos componentes de Hadruroides lunatus, por grupo
de componentes. As buscas por similaridade foram feitas usando as sequéncias precursoras de
aminoacidos em todas as bases de dados do BlastP. Os matches duplos sdo aqueles em que duas
sequéncias ja depositadas apresentam porcentagens de identidade e similaridade muito proximas entre
si, ndo sendo possivel escolher uma delas como o principal match com uma referida sequéncia de H.

lunatus.

Neurotoxinas (n = 15, com trés matches duplos)

[Apéndice A]
Superstitionia donensis 7
Urodacus manicatus 6
Hormurus waigiensis 4
Hadrurus gertschi 1
Peptideos Lal-like (n =2)
[Apéndice B]
Superstitionia donensis 2
Peptideos lineares citotoxicos (n = 35, com cinco matches duplos)
[Apéndice C]
Cercophonius squama 19
Superstitionia donensis 10
Megacormus gertschi 6
Vaejovis smithi 4
Vaejovis punctatus 1
Peptideos scorpine-like (n = 3)
[Apéndice D]
Hadrurus spadix 3
Venom proteins (n = 51, com cinco matches duplos)
[Apéndice E]
Hadrurus spadix 34
Pandinus cavimanus 7
Superstitionia donensis 6
Hadogenes troglodytes 4
Centruroides sculpturatus 3
Didymocentrus krausi 1
Opisthacanthus cayaporum 1

Enzimas (n = 39, com nove matches duplos)
[Apéndice F]

—
AN

Hadrurus spadix
Hadrurus gertschi
Superstitionia donensis
Centruroides sculpturatus
Hemiscorpius lepturus
Megacormus gertschi
Araneus ventricosus
Centruroides hentzi
Limulus polyphemus
Parasteatoda tepidariorum

— = = = N O U 00 OO




23

O transcriptoma das glandulas de veneno de H. [unatus apresenta semelhangas e
diferengas com aquele realizado para H. spadix. Uma sintese desses resultados ¢ apresentada
na Tabela 2. As discussoes sobre as semelhangas e diferencas encontradas para cada grupo de

componentes serao feitas nos topicos correspondentes abaixo (segdes 4.4 a 4.9).

Tabela 2. Comparagado da diversidade de componentes identificados neste trabalho com a diversidade
de componentes identificados no transcriptoma das glandulas de veneno e/ou proteoma do veneno do
escorpido caraboctonideo Hadrurus spadix. Essa comparagdo ndo apresenta todos os grupos de
componentes encontrados, apenas aqueles relacionados aos efeitos do envenenamento. Os dados de H.
spadix sdo provenientes tanto das informagdes do artigo de Rokyta & Ward (2017) quanto do depdsito
no GenBank (acesso: GFAH00000000). *O grupo NDBP nos nossos resultados pode indicar ou o
numero de componentes com essa exata denominacdo (n = 16) ou o grupo inteiro dos peptideos lineares

citotoxicos (n = 35), ja que ambos ndo apresentam pontes dissulfeto.

Hadruroides Hadrurus
lunatus spadix
Componente n n
Venom protein 51 66
Fosfolipase A2 18 6
Toxin-like 10 0
NDBP* 16 (ou 35%) 11
KTx 5 32
Peptideo scorpine-like 3 4
Peptidase M2 3 4
Hialuronidase 2 |
Lal-like 2 3
Enzima conversora de angiotensina 2 1
L-aminoécido oxidase 1 1
Fosfolipase Al 1 1
Fosfolipase B 1 1
Fosfolipase C 1 1
CaTx 0 1
Peptideo potencializador de bradicinina 0 1
NaTx 0 0

Devido a escassez de informacdes sobre a diversidade de componentes do veneno de
espécies filogeneticamente proximas a H. [unatus, observamos que alguns dos matches
encontrados foram com espécies de grupos taxondmicos distantes, como no caso das aranhas
Araneus ventricosus e Parasteatoda tepidariorum e do limulo Limulus polyphemus. Os matches
com essas trés espécies filogeneticamente distantes ocorreram para duas enzimas, Hl disulfide-

isomerase AS e Hl ACEI (essa ultima apresentou duplo match, ver Apéndice F), enzimas que
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podem apresentar maior conservagdo entre esses taxons devido a funcdo vital que exercem
(Coates, 2003; Wilkinson & Gilbert, 2004). Isso também indica o quio negligenciadas sdo essas
familias de componentes na atualidade e sugere que essas podem ser importantes alvos para

novos estudos.

4.2. Estimativa do nivel de transcri¢ao
Realizamos uma estimativa do nivel de transcricdo (FPKM) de cada componente
identificado neste trabalho (Tabela 3). As porcentagens de transcri¢do inferidas para cada

grupo de sequéncias s3o mostradas na Figura 3B.

Tabela 3. Nivel transcricional, inferido por fragmentos por quilobase por milhdo (FPKM), dos 145
componentes identificados nas glandulas de veneno de Hadruroides lunatus. As porcentagens de
transcrigdo foram calculadas com base na fragdo do transcriptoma analisado, ou seja, dos 145
componentes possivelmente relacionados & sindrome do envenenamento. (CYLIP = cytotoxic linear
peptide; Hyal = hyaluronidase; NDBP = non-disulfide-bridge peptide; PAM = peptidylglycine o-
amidating monooxygenase; PHM = peptidylglycine o-hydroxylating monooxygenase, PLA1 =
phospholipase Al; PLA2 = phospholipase A2; PLB = phospholipase B; PLC = phospholipase C; Tx =

toxin-like; VP = venom protein).

Componente FPKM Transcricao
(%)

Hl NDBP-8 204522,1217 8,5212
Hl CYLIP12 143786,448 5,9907
Hl NDBP-9 114062,3096 4,7523
Hl CYLIP15 111550,2069 4,6476
HI Scorpine-like 3 93118,00043 3,8797
Hl CYLIP13 90769,6515 3,7818
Hl CYLIP11 83755,88072 3,4896
Hl CYLIP1 82963,45069 3,4566
HI CYLIPY 73199,28449 3,0498
HI NDBP-10 72249,5575 3,0102
HI VP49 56152,28883 2,3395
HI Tx2 52787,51099 2,1993
HI TxI 51764,30962 2,1567
Hl CYLIP10 47136,71029 1,9639
Hl CYLIP3 43345,30494 1,8059
Hl VP31 40257,28939 1,6773
Hl PLA2 5 35739,49464 1,4890
HI VP47 34811,05735 1,4504
HIl VP44 34522,78895 1,4384
HIl VP46 32915,26832 1,3714
HI VP32 32727,13683 1,3635
Hl VP45 32198,44244 1,3415
Hl CYLIP16 30315,91473 1,2631
Hl CYLIP2 29105,83898 1,2127
Hl VP34 29065,19853 1,2110
HI VP48 28495,53693 1,1872
HI_Scorpine-like 1 27663,02483 1,1525
Hl CYLIP14 27392,20702 1,1413
HI VP37 26854,676 1,1189
Hl VP42 24700,21591 1,0291
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Hl VP24 1277,25461 0,0532
Hl disulfide-isomerase A3 1242,966239 0,0518
Hl VP21 1187,089194 0,0495
Hl Hyal2 1057,458633 0,0441
Hl NDBP-5 1050,222498 0,0438
Hl_VP29 962,5928022 0,0401
Hl_VP39 936,7514152 0,0390
Hl Hyall 918,2948832 0,0383
Hl PHM 896,7268567 0,0374
Hl VP16 894,3841328 0,0373
Hl VP9 828,8636781 0,0345
Hl VP8 775,3937885 0,0323
Hl_VP25 762,7077791 0,0318
Hl PLA2 14 762,4133274 0,0318
Hl VP11 606,1028355 0,0253
HIl Protease_inhibitor 554,2005722 0,0231
Hl VP4 553,1055464 0,0230
Hl PLA2 16 539,6136877 0,0225
Hl Tx8 539,3437683 0,0225
Hl VP40 530,7053755 0,0221
Hl VP41 487,4381911 0,0203
Hl VP18 480,5159839 0,0200
H1 VP1 470,304528 0,0196
H1 VP10 465,0088452 0,0194
Hl VP2 456,4336575 0,0190
Hl VPS5 453,4332759 0,0189
Hl _disulfide-isomerase A6 443,3625929 0,0185
Hl CYLIP19 413,4453346 0,0172
H1 VP30 409,5040725 0,0171
Hl_VP19 408,2246121 0,0170
HI_Tx9 406,9702316 0,0170
Hl VP13 404,35221 0,0168
Hl VP3 394,9039969 0,0165
Hl VP12 389,4128002 0,0162
Hl VP6 366,1318734 0,0153
Hl PLC 292,2211352 0,0122
Hl VP17 285,6415978 0,0119
Hl VP14 219,7750513 0,0092
H1 VP20 186,1840666 0,0078
HI_ LAAO 100,8231334 0,0042
Hl_disulfide-isomerase TMX3 81,47715405 0,0034
Hl PLA1 80,32389285 0,0033
Hl disulfide-isomerase A5 74,91014877 0,0031
Hl PLA2 17 56,79878123 0,0024
Hl PLA2 18 50,65079406 0,0021
Hl_disulfide-isomerase A4 40,19617115 0,0017
Hl PAM 13,6877104 0,0006
Hl PLB 11,60896604 0,0005

Esses resultados se assemelham aqueles encontrados para varios escorpides ndo
butideos, uma vez que o veneno de H. lunatus se mostrou escasso em toxinas de canais i0nicos
(e.g., KTx) e rico em peptideos sem ponte dissulfeto, tanto em diversidade de sequéncias quanto
em porcentagem de transcricdo (Ma et al., 2009; Luna-Ramirez et al., 2015; Quintero-
Hernéndez et al., 2015; Santibafiez-Lopez et al., 2016).

As sequéncias classificadas como CYLIPs (n = 19), inseridas no grupo de mesma
denominacdo, foram as que apresentaram maior nivel de transcricdo (35,4%). A segunda
familia de sequéncias mais transcrita foi a dos NDBPs (21,1% e n =16), a qual compde o mesmo

grupo dos CYLIPs. Essa familia inclui a sequéncia com maior nivel de transcri¢do, Hl NDBP-
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8, com 8,5% da fracdo analisada. Assim, o grupo dos peptideos lineares citotoxicos apresentou
mais da metade do nivel de transcri¢ao analisado (56,5%).

O grupo das venom proteins chamou atengao pela despropor¢ao entre sua diversidade
de sequéncias (n = 51; o maior grupo) e sua relativa baixa taxa de transcri¢ao (cerca de 19%).
O mesmo ocorre com o grupo das fosfolipases, que ¢ representado por 21 sequéncias e cerca
de 7% do nivel de transcrigdo (porcentagem quase que inteiramente atribuida as 18 sequéncias
de PLA2s). Entretanto, a familia das fosfolipases merece atencao pelo fato de ser formada por
enzimas aparentemente altamente ativas das glandulas de veneno. Um exemplo disso foi
registrado para o veneno total do escorpido Tityus melici (Kalapothakis et al., em submissdo),
que mostrou atividade de PLA2 in vitro, através da formagao de halos hemoliticos, mesmo
apresentando nivel de transcri¢do basal (< 0,2% do transcriptoma analisado). Dessa forma,
acreditamos que o nivel de transcri¢ao dessas enzimas de H. lunatus ¢ correspondente a alta
atividade de PLA2s registrada para a espécie, que se mostrou capaz de formar halos hemoliticos
de 1 cm de diametro com 0,125 pg de veneno (Costal-Oliveira et al., 2012).

Para o grupo das neurotoxinas (KTxs e peptideos foxin-like), registramos cerca de 9%
do nivel de transcri¢do da fra¢do analisada (KTx = 2,8%; toxin-like = 6%). O grupo dos
peptideos scorpine-like apresentou uma porcentagem de transcri¢do de cerca de 6%, embora
seja composto por apenas trés sequéncias. Por fim, as duas sequéncias de putativos peptideos
Lal-like representaram aproximadamente 1,5% da fra¢do analisada e as duas hialuronidases
apresentaram um nivel de transcri¢do basal, de apenas 0,08%.

Maiores detalhes sobre os niveis de transcri¢cao serao discutidos nos respectivos topicos

de cada um dos seis grupos de componentes identificados (secdes 4.4 a 4.9).

4.3. Perfil do veneno total de Hadruroides lunatus

Nos avaliamos o perfil de 30 pg do veneno total de H. lunatus e o comparamos com o
perfil de 30 pg do veneno de 7. serrulatus usando SDS-PAGE 16% (Figura 4). Para ambos os
venenos, observamos maior abundancia de proteinas de baixa massa molecular (< 15 kD),
embora pareca existir uma diferenca nessa faixa, com 7. serrulatus apresentando uma
concentracdo maior de peptideos/proteinas entre cerca de 10 a 13 kD se comparado com H.
lunatus, que apresenta uma faixa de concentracdo mais estendida, em torno de 10 a 15 kD.
Além disso, ¢ possivel observar que o veneno de H. [unatus apresenta maior diversidade de

proteinas entre 15 kD e 25 kD e também acima de 50 kD.
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Figura 4. SDS-PAGE (16%) de 30 pg dos venenos totais de Hadruroides lunatus (Hl) e Tityus
serrulatus (Ts), diluidos em agua ultrapura. Os venenos foram aplicados em condi¢des redutoras e ndo
redutoras, conforme indicado na figura. Um marcador de massa molecular (MM) de 10 a 250 kD foi

usado na canaleta a esquerda. O gel foi corado com azul de Coomassie.

O perfil do veneno total de H. /unatus corrobora os achados da transcriptomica, ja que
essa faixa abaixo de 15 kD abrange as massas moleculares esperadas para a maioria dos grupos
de componentes avaliados neste estudo, como as neurotoxinas (Cid-Uribe et al., 2020;
Kalapothakis et al., 2023), os peptideos lineares citotoxicos (Dai et al., 2002; Harrison et al.,
2014), os peptideos Lal-like (Martinez et al., 2017) e os peptideos scorpine-like (Feng et al.,
2013; El-Bitar et al., 2020). Ainda nessa faixa de massa molecular, e chegando até cerca de 17
kD — uma das regides de massa molecular que mais diferencia os perfis proteicos de T.
serrulatus e H. lunatus —, podemos inferir a presenga das fosfolipases de H. lunatus (Incamnoi
et al., 2013; Costal-Oliveira et al., 2017). N6s também identificamos uma banda em torno de
45 kD, que pode corresponder as hialuronidases (Costal-Oliveira et al., 2012), enzimas pouco
transcritas no veneno de H. /unatus. Finalmente, neste trabalho nds ndo pudemos inferir as
massas moleculares das proteinas nomeadas como venom proteins, mas acreditamos que, dado
o nivel relevante de transcricdo dessa familia de componentes (~19%) e o tamanho das suas

sequéncias precursoras de aminoacidos (entre 73 e 427 residuos de aminodacidos), varias dessas
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proteinas podem ser visualizadas na faixa de massas entre 10 e 25 kD e também nas bandas

intensas localizadas entre 30 e 50 kD do veneno de H. lunatus.

4.4. Neurotoxinas

As neurotoxinas sao peptideos de baixa massa molecular (< 10 kD) e responsaveis pela
maioria dos efeitos toxicos do escorpionismo, principalmente dos envenenamentos causados
por butideos (Cid-Uribe et al., 2020). Isso se deve a agao desses componentes em canais i0nicos,
principalmente para Na* e K*, ativando ou inativando a condugio de sinais elétricos em células
excitaveis — como os neurdnios —, 0 que estimula a excitacdo do sistema nervoso autonomo e a
liberagdo de neurotransmissores, podendo provocar manifestagdes simpaticas e parassimpaticas
(Catterall, 1995; Vasconcelos et al., 2005; Pucca et al., 2015; Cid-Uribe et al., 2020).

Dos 145 componentes identificados aqui, apenas 15 foram classificados neste grupo (10
peptideos toxin-like e cinco KTxs; Apéndice A). Tanto a diversidade de toxinas quanto o nivel
de transcrigdo desse grupo (cerca de 9%) sdo baixos quando comparados com o identificado
em escorpides da familia Buthidae, como T serrulatus (n =41 e FPKM = 91%; Kalapothakis
et al., 2021), T. cisandinus (n = 60 e FPKM = 94%; Kalapothakis et al., 2023) e T. obscurus
(De Oliveira et al., 2018).

Jé foi registrado que o veneno de H. lunatus tem baixa letalidade em mamiferos, com
uma DLso intraperitoneal de 21,55 mgkg — o que o classificou como um veneno
“moderadamente toxico” (Costal-Oliveira et al., 2012). A titulo de comparagao, Nishikawa et
al. (1994) identificou a DLso intraperitoneal do veneno de varios escorpides butideos, e
observou um veneno “altamente toxico” para 7. stigmurus (0,77 mg/kg), T. bahiensis (1,06
mg/kg), T. serrulatus (1,16 mg/kg) e T. costatus (1,59 mg/kg). Os nossos achados ajudam a
explicar essa baixa DLso, principalmente pelo baixo nivel de transcricdo encontrado para as
putativas neurotoxinas, em comparagao com 7ityus spp.

A baixa letalidade do veneno de H. lunatus parece estar relacionada ndo apenas a baixa
diversidade e taxa de transcricdo dos putativos componentes neurotdxicos, mas também a
auséncia de toxinas de canais i6nicos de sodio (i.e., NaTxs), neurotoxinas abundantes em
escorpides butideos e responsaveis pela maior letalidade dos venenos (Vasconcelos et al., 2005;
Cid-Uribe et al., 2020; Kalapothakis et al., 2021; Kalapothakis et al., 2023). Nos outros dois
estudos nos quais se avaliaram a composi¢ao do veneno de espécies da familia Caraboctonidae
— H. gertschi (Schwartz et al., 2007) e H. spadix (Rokyta & Ward, 2017) —, também nao foi
possivel identificar nenhuma NaTx, o que refor¢a o padrao de baixa diversidade ou mesmo de

auséncia de NaTxs para escorpides ndo pertencentes a familia Buthidae (Ma et al., 2012; Cid-
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Uribe et al., 2020). Da mesma forma, como descrito na se¢ao 3.3, usamos todas as sequéncias
de H. spadix depositadas no NCBI como referéncia para montagem, incluindo uma putativa
toxina de canal de calcio (CaTx), porém nao identificamos nenhum componente homologo ou
pertencente a essa categoria em H. [unatus (Tabela 2). Outros componentes toxicos e altamente
transcritos nos venenos de butideos, como as hipotensinas e os peptideos ativadores de lipolise
(LVP) (ver Kalapothakis et al., 2023), também ndo foram identificados até o momento nas
glandulas de veneno de caraboctonideos.

Noés observamos que as cinco toxinas de canais de potdssio encontradas neste trabalho
(H1 KTx1 a HI KTx5) tém entre 61 e 79 aminoacidos nas suas sequéncias precursoras. Além
disso, elas apresentaram a estrutura cysteine-stabilized o/p (motif CSo/B) (Figura 5). Esse motif
¢ caracterizado pela presenga de seis residuos de cisteina, os quais formam trés pontes dissulfeto
responsaveis pela estabilizagdao e formacao de uma a-hélice (N-terminal) e uma folha-§ dupla-
fita (De la Vega & Possani, 2004; Zhu et al., 2005). Neste trabalho, n6s também identificamos
as sequéncias de sete enzimas dissulfeto isomerase (ver secdo 4.9), que atuam como chaperonas
e conduzem modificagdes pds-traducionais como formagdo e corre¢do das pontes dissulfeto

(Noiva, 1999; Safavi-Hemami et al., 2016).
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Figura 5. Alinhamento das cinco putativas toxinas de canais de potassio (KTxs) encontradas no
transcriptoma das glandulas de veneno de Hadruroides lunatus com a sequéncia JAV45772.1, de
Superstitionia donensis (Scorpiones, Superstitionidae). Os colchetes vermelhos indicam a ligagdo dos
seis residuos de cisteina para a formagao de trés pontes dissulfeto (Ci—Cs/ Cr—Cs/ C3—Cs). O retangulo
vermelho indica os residuos caracteristicos de amidagao C-terminal (GR e GK). O alinhamento foi feito

usando o programa Geneious Prime.

Essas cinco KTxs apresentam o padrdo de cisteinas esperado, definido aqui por CXs.
6CX3CX3.90CX4CXC, no qual X representa qualquer aminoacido (Legros et al., 1998; Zhu et
al., 2005; Diego-Garcia et al., 2008). Além disso, as sequéncias Hl KTx1 a Hl KTx4
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apresentam os residuos GR e GK na regido C-terminal, indicativos de amidag¢ao C-terminal em
toxinas (Pimenta et al., 2003). A amidagdo ¢ uma importante modificacdo pds-traducional que
aumenta a estabilidade e a atividade bioldgica de véarias proteinas, incluindo toxinas. Aqui, n6s
também identificamos as enzimas HI PAM e HI PHM (ver secdo 4.9), as quais catalisam o
processo de amidagao C-terminal em escorpides (Delgado-Prudencio et al., 2019).

Observamos que a familia das KTxs representa uma das maiores diferengas entre os
transcriptomas dos caraboctonideos H. lunatus e H. spadix (Tabela 2). Rokyta & Ward (2017)
identificaram 32 putativas KTxs de H. spadix, sendo 31 o-KTxs e uma B-KTx. Dessas 32
sequéncias, 30 possuem oito residuos de cisteina (i.e., formam quatro pontes dissulfeto),
caracteristica ndo encontrada em nenhuma das putativas KTxs de H. lunatus. Curiosamente,
apesar da maior proximidade filogenética entre essas espécies, nenhum dos matches retornados
para o grupo das toxinas foi com H. spadix e houve apenas um match com H. gertschi. Uma
das possiveis explicacdes para essa diferenca em abundancia e essa baixa conservagao estrutural
de toxinas entre espécies da mesma familia pode ser o uso de diferentes estratégias de
identificacdo e classificacdo de sequéncias. Outra hipotese ¢ a existéncia de processos de
selecdo diferenciada do repertorio de toxinas dessas trés espécies. Isso pode ter ocorrido devido
a diferentes adaptacdes de defesa desenvolvidas na area de cerca de 6.000 km que compreende
as distribui¢des dessas espécies nas Américas: enquanto H. [unatus habita o Peru, H. gertschi
ocorre no México (Quijano-Ravell et al., 2011) e H. spadix ocorre na América do Norte
(Edmunds & Sibly, 2010).

Ainda sobre as putativas toxinas de H. lunatus, registramos que as sequéncias HI Txl1
a HI Tx7 apresentam um fold raro em toxinas de escorpides, denominado disulfide-directed [-
hairpin (DDH) (Smith et al., 2011; Figura 6). Esse fold ¢ caracterizado pela formagao de duas
pontes dissulfeto (estruturadas por quatro residuos de cisteina) e duas folhas-f3 de duas fitas.
Esse foi o quarto fold estrutural registrado para peptideos do veneno de escorpides, descrito
apods os motifs CSa/B, CSa/a e ICK (Shu et al., 2002; Smith et al., 2011).

Essas sete toxinas de H. /unatus com fold DDH apresentaram praticamente a sequéncia
de aminoacidos consenso CXs.19CXo[G ou P]X2CXe.19C, onde X representa qualquer
aminoacido, proposta para peptideos DDH de eucariotos (Wang et al., 2000). O residuo de
glicina (G) presente nesse consenso foi encontrado apenas em duas dessas sete toxinas de H.
lunatus e em nenhuma outra sequéncia da Figura 6. Ja o residuo de prolina (P), de cadeia lateral
apolar (assim como o residuo G) e supostamente conservado, foi encontrado apenas na toxina
U1-LITX-Lwla, do escorpidao Hormurus waigiensis (Liocheles waigiensis). Nessa posi¢ao, em

cinco das sete toxinas de H. lunatus — e também na sequéncia DDH-Uro-1, do escorpido
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Urodacus manicatus —, identificamos a presenca dos residuos histidina (H) ou asparagina (N),
com cadeias laterais basica e polar, respectivamente. Como ha poucos registros desse fold em
escorpides, sugerimos que, a partir das sequéncias da Figura 6, a sequéncia de aminoacidos
consenso para esse grupo taxondmico poderia ser atualizada para CXsCXsCXs.6C. Novos
estudos podem ser feitos para entendermos se os residuos G ou P do primeiro consenso sao
realmente importantes para a manuten¢do estrutural — como sugerido por Wang et al. (2000) —
ou se eles guardariam maior importancia para estudos filogenéticos, por exemplo. Cabe destacar
que as espécies Hormurus waigiensis, para a qual foi primeiramente identificado esse fold DDH
em escorpides (Smith et al., 2011), e Urodacus manicatus pertencem a familias bioldgicas

diferentes entre si e também entre H. lunatus.
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Figura 6. Alinhamento de sete putativas toxinas de Hadruroides lunatus com as toxinas U1-LITX-
Lwla e DDH-Uro-1, dos escorpides Hormurus waigiensis (Liocheles waigiensis) e Urodacus
manicatus, respectivamente. Todas as sequéncias parecem apresentar o fold disulfide-directed p-hairpin
(DDH). Os retangulos vermelhos indicam os quatro residuos conservados de cisteina, os quais podem
formar duas pontes dissulfeto (Ci—C; / C,—C4). As setas azuis indicam residuos de arginina (R) e
triptofano (W), importantes para as atividades biologicas de alguns peptideos com fold DDH (consulte

texto). O alinhamento foi feito usando o programa Geneious Prime.

A toxina U1-LITX-Lwla apresenta ampla atividade inseticida e também ¢é uma potente
ativadora dos canais receptores de rianodina (RyRs) de mamiferos, responsaveis pela liberagao
de célcio intracelular (Smith et al., 2011; Smith et al., 2013). Os canais RyRs sdo os maiores
canais 16nicos conhecidos e se encontram predominantemente nas células musculares
esqueléticas e cardiacas, permitindo os processos de excitacdo e contragdo muscular (Kimlicka
& Van Petegem, 2011). Dentre essas sete putativas toxinas de H. lunatus, a sequéncia HI Tx4

foi a mais proxima a toxina U1-LITX-Lwla (72% de similaridade) e a inica com um residuo
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C-terminal de triptofano (W) (Figura 6). Esse residuo C-terminal j& se mostrou fundamental
para a indu¢do da abertura completa dos canais RyRs, o que pode indicar que ele compde o
farmacoforo desse peptideo (Smith et al., 2013). Outra caracteristica notdvel das sequéncias
apresentadas na Figura 6 ¢ a presenca de um residuo de arginina (R) altamente conservado na
posi¢do R (equivalente a posi¢do R!> na sequéncia de aminoicidos madura). Horita et al.
(2011) demonstraram que esse residuo R! é importante para a atividade inseticida da toxina
LalT1 do escorpido Liocheles australasiae, provavelmente por se ligar diretamente ao alvo.
Ensaios devem ser realizados para verificar se essas atividades biologicas, tanto inseticidas
quanto ativadoras de canais RyRs, sdo exercidas por alguma dessas sete putativas toxinas de H.
lunatus com fold DDH.

Por fim, as putativas toxinas HI Tx8 a Hl Tx10 apresentam 12 residuos de cisteina
(excluindo o peptideo sinal) e 129 aminoacidos em suas sequéncias precursoras. Seus principais
matches no BlastP sdo uma putativa NaTx do escorpido Superstitionia donensis (30,7% a 34,6%
de similaridade) (Apéndice A). A baixa similaridade encontrada entre essas sequéncias pode
indicar a existéncia de componentes negligenciados ou pouco encontrados nas glandulas de
veneno de escorpides. Além disso, ndo ha registro de NaTx de escorpides de tamanho similar e
estruturada por 12 residuos de cisteina (i.e., formando seis pontes dissulfeto) — o esperado ¢ que
essa familia apresente entre 58—76 residuos de aminoacidos e quatro pontes dissulfeto (Possani
et al., 1999; Stevens et al., 2011). Curiosamente, essas trés sequéncias de H. lunatus
compartilham um padrao de conservacao de cisteinas definido por CXg.9CX3CXoCX47CXC
(X = qualquer aminoacido), esperado para toxinas com atividade em canais de potassio (KTxs)
(Legros et al., 1998; Zhu et al., 2005; Diego-Garcia et al., 2008), porém esse padrao ¢ duplicado
em cada uma dessas sequéncias (Figura 7). Dessa forma, nds classificamos esses trés
componentes como putativos peptideos foxin-like em vez de putativas NaTxs ou KTxs de H.
lunatus. Devido a essa caracteristica distinta que apresenta, essa familia de sequéncias merece
maiores investigagdes funcionais para entendermos suas atividades biologicas dentro e fora das

glandulas de veneno.
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Figura 7. Alinhamento das putativas toxinas HI Tx8, HI Tx9 e Hl Tx10 de Hadruroides lunatus com
a sequéncia JAV45778.1, de Superstitionia donensis (Scorpiones, Superstitionidae). Os colchetes
vermelhos indicam possiveis formagoes de seis pontes dissulfeto, formadas a partir dos 12 residuos de
cisteina encontrados fora dos peptideos sinais. Como o padr@o encontrado para esses residuos de cisteina
¢ idéntico ao registrado para diversas toxinas de canais de potassio (KTxs), € possivel que essas trés
sequéncias de H. lunatus tenham fun¢do semelhante. O alinhamento foi feito usando o programa

Geneious Prime.

4.5. Peptideos Lal-like

A familia Lal-/ike foi primeiramente descrita para o escorpido Liocheles australasiae €
parece ser onipresente no veneno de escorpides, apesar de as suas atividades bioldgicas e
funcdes no veneno permanecerem pouco conhecidas (Miyashita et al., 2007; Santibanez-Lopez
etal., 2016).

No6s identificamos dois putativos peptideos dessa familia de componentes. As
sequéncias Hl Lal-like 1 e Hl Lal-like 2 sdo provaveis isoformas com 99 aminoacidos em
suas sequéncias precursoras € 98% de similaridade entre si. Essas sequéncias compartilham
67% de similaridade com um putativo peptideo Lal-like de Superstitionia donensis
(Scorpiones, Superstitionidae) (Apéndice B). Os peptideos Lal-like de escorpides geralmente
contém oito residuos de cisteina e podem apresentar o dominio “FPDCC” préximo a regiao C-
terminal, o qual ja foi registrado para escorpides de seis familias (Quintero-Herndndez et al.,
2015; Santibanez-Lopez et al., 2016; acesso InterPro: PF15430). Essas caracteristicas
estruturais sdo totalmente conservadas nas sequéncias HIl Lal-like 1 e HIl Lal-like 2 e,
também, em dois putativos peptideos Lal-like de H. spadix (Figura 8).

Pelo nosso conhecimento, apenas uma atividade bioldgica foi demonstrada para um
peptideo Lal-like, isolado da espécie Scorpio maurus palmatus. Martinez et al. (2017)
registraram que esse peptideo, nomeado spermaurin, foi capaz de aumentar a motilidade e a
fertilizagdo do esperma em varios mamiferos, incluindo humanos. As duas sequéncias de H.

lunatus apresentam 56—57% de similaridade com a spermaurin. Estudos devem ser conduzidos
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para avaliar as fungdes dessas duas sequéncias de H. [unatus e para avaliar as atividades

biologicas dessa familia de componentes.
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Figura 8. Alinhamento dos putativos peptideos Lal-/ike de Hadruroides lunatus com sequéncias Lal-
like de Superstitionia donensis (JAV45684.1) e Hadrurus spadix (JAV48070.1 ¢ JAV48071.1). Os
retangulos vermelhos indicam os oito residuos de cisteina conservados. O colchete azul indica a
conservagdo do dominio FPDCC (InterPro: PF15430), esperado para peptideos dessa familia, em

todas as sequéncias do alinhamento. O alinhamento foi feito usando o programa Geneious Prime.

4.6. Peptideos lineares citotoxicos

Os peptideos lineares citotoxicos sao assim denominados por serem pequenos peptideos
cationicos que nao contém pontes dissulfeto e apresentam atividades toxicas (Zeng et al., 2012;
Sunagar et al., 2013). Eles pertencem a grande familia dos peptideos citotoxicos, os quais
podem ou nao conter pontes dissulfeto e tipicamente atuam nas membranas celulares para
alterar a sua permeabilidade, seja através da formacdo de novos canais i0nicos e/ou através da
interagdo com transportadores de ions (Kourie & Shorthouse, 2000).

De acordo com a classificagdo proposta por Sunagar et al. (2013), esse grupo de
peptideos lineares ¢ formado pelos — genericamente classificados — peptideos lineares
citotoxicos (CYLIPs), peptideos sem ponte dissulfeto (NDBPs), peptideos antimicrobianos
(AMPs) e peptideos potencializadores de bradicinina (BPPs). Neste trabalho, nés identificamos
35 putativas sequéncias dessa familia de componentes, com tamanhos entre 65 e 78 residuos de
aminoacidos precursores (Apéndice C), e os classificamos com as denominagdes de CYLIPs e
NDBPs. Isso ocorreu devido a maior similaridade das nossas sequéncias com sequéncias
depositadas e assim denominadas (i.e., CYLIPs e NDBPs) para outros escorpides e também
devido a escassez de informacdes que conduzam a uma maior objetividade na
classificagdo/denominacao de cada uma dessas subfamilias de componentes das glandulas de

veneno. Dessa forma, aqui nds nao classificamos componentes nas categorias de AMPs e BPPs.
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Diversas atividades biologicas ja foram atribuidas aos peptideos lineares citotoxicos,
incluindo a¢do antibacteriana, antifungica, hemolitica e sinérgica aos efeitos de neurotoxinas
(Dai etal., 2001; Moerman et al., 2002; Sunagar et al., 2013; Almaaytah & Albalas, 2014). Esse
grupo de componentes representa uma das maiores diferencas entre o veneno de H. lunatus € o
veneno de escorpides butideos, uma vez que esses ultimos apresentam uma fracdo pouco
diversa e pouco expressa de componentes sem pontes dissulfeto (Cid-Uribe et al., 2020). Uma
das excegoes a esse padrao ¢ a familia das hipotensinas, componentes lineares com atividade
anti-hipertensiva e, possivelmente, anti-inflamatoria, encontrada em nivel relevante de
transcrigdo — entre 10% e 16% — no veneno de butideos (Verano-Braga et al., 2008;
Kalapothakis et al., 2021; Kalapothakis et al., 2023). Devido a escassez de caracterizagdes
funcionais de componentes das glandulas de veneno de caraboctonideos e de outros nao
butideos, nds acreditamos que as sequéncias lineares aqui identificadas sdao alvos importantes
para ensaios futuros que busquem avaliar efeitos farmacologicos semelhantes aqueles
promovidos pelas hipotensinas de Tityus spp. (ver Verano-Braga et al., 2008).

O grupo dos peptideos lineares citotoxicos de H. lunatus, formado por componentes
com provavel atividade antimicrobiana (Almaaytah & Albalas, 2014), apresentou a maior
porcentagem do nivel transcricional avaliado (56,5%). Isso sugere que o veneno dessa espécie
apresenta ampla atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e gram-negativas,
como ja demonstrado para o veneno do filogeneticamente proximo Hadruroides mauryi
(Escobar et al., 2008). Curiosamente, nenhum dos matches retornados para esse grande grupo
de componentes foi com sequéncias dos caraboctonideos H. gertschi e H. spadix (Tabela 1),
embora essas duas espécies tenham uma alta diversidade de sequéncias e uma taxa de
transcricdo elevada para esse grupo (Schwartz et al.,, 2007; Rokyta & Ward, 2017). Uma
possivel explicacdo para isso € o fato de existir um grande isolamento geografico entre essas
trés espécies (H. lunatus, H. gertschi e H. spadix, ver se¢ao 4.4), que pode ter sido responsavel
por essa grande diferenca na selecdo dos componentes lineares dos venenos, em relagdo aos
componentes com pontes dissulfeto (e.g., scorpine-like, venom proteins e enzimas), os quais
demonstraram maiores matches entre essas trés espécies. Outra hipdtese € que esses peptideos
sem pontes dissulfeto podem apresentar menor conservagao estrutura/fungdo quando
comparados aqueles com pontes dissulfeto (Almaaytah & Albalas, 2014).

Todas as 19 sequéncias do subgrupo dos peptideos lineares citotoxicos (i. e.,
HI CYLIP1 a HI CYLIP19) foram retornadas pelo BlastP como mais proximas as sequéncias
CYLIP-Cer-1, CYLIP-Cer-2 e CYLIP-Cer-3 da espécie Cercophonius squama (Scorpiones,
Bothriuridae) (Apéndice C). Quatro sequéncias (HI CYLIPS5, HI CYLIP6, Hl CYLIP15 e
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HI CYLIP17) compartilham match duplo com as sequéncias “Amphipathic peptide CTI” ou
“Amphipathic peptide CT2” da espécie Vaejovis smithi (Scorpiones, Vaejovidae). Os peptideos
anfipaticos sdo assim nomeados por terem uma estrutura em o-hélice com duas faces, uma
hidrofilica e outra hidrofobica (Corzo et al., 2001; Ramirez-Carreto et al., 2012). Devido a alta
similaridade dessas quatro sequéncias com os peptideos de V. smithi (> 73%; Figura 9), ¢
possivel que elas exergam atividades semelhantes, como atividade antimicrobiana de amplo
espectro e agao hemolitica sobre eritrocitos humanos (Ramirez-Carreto et al., 2012). Na Figura
9, também observamos uma alta conservacao dos residuos GKR em todas as sequéncias
alinhadas, os quais sdo sitios proteoliticos que demarcam o fim da sequéncia madura e o inicio

do propeptideo (Ramirez-Carreto et al., 2012).
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Figura 9. Alinhamento dos putativos peptideos lineares citotoxicos Hl CYLIPS, HI CYLIP6,
HI CYLIP15 e HI CYLIP17 de Hadruroides lunatus com os peptideos anfipaticos CT1 ¢ CT2 do
escorpido Vaejovis smithi. O retangulo vermelho indica residuos GKR altamente conservados, sugerindo
amidacdo. As setas azuis indicam o alinhamento do 62 ¢ do 72 residuo de aminoacido do peptideo

maduro (consulte texto). O alinhamento foi feito usando o programa Geneious Prime.

Estudos anteriores discutiram a importancia de alguns residuos de aminoécido da
sequéncia madura para as efetivas atividades antimicrobianas e hemoliticas desse grupo de
peptideos. Enquanto o residuo triptofano (W) ja se revelou importante na sexta posicao, o
residuo neutro asparagina (N) ja se mostrou importante na sétima posi¢ao da sequéncia madura
desses peptideos (Lee et al., 2004; Ramirez-Carreto et al., 2012). Em H. lunatus, esses residuos
ndo foram encontrados juntos em nenhuma das quatro sequéncias, embora a sequéncia
Hl CYLIP17 apresente W® e a sequéncia Hl CYLIP15 apresente N’ (Figura 9). Estudos
podem ser realizados para avaliar se esse padrao ¢ relevante para a dindmica das possiveis

atividades antibacterianas e hemoliticas entre as sequéncias de H. lunatus.
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Dezesseis sequéncias de H. lunatus foram classificadas como non-disulfide-bridge
peptides (NDBPs). Os NDBPs de escorpides sdo peptideos de 13—56 residuos de aminoécidos,
geralmente com estrutura em a-hélice, e que vém recebendo maior atengdo nas ultimas duas
décadas (Sunagar et al., 2013; Almaaytah & Albalas, 2014). O principal motivo para isso € que
essa familia de componentes tem demonstrado diversas fungdes e atividades biologicas,
atuando como antimicrobiano, anticancer, hemolitico, anti-inflamatério, dentre outros (Zeng et
al., 2005; Almaaytah & Albalas, 2014; Cid-Uribe et al., 2020). As sequéncias classificadas
como NDBPs de H. lunatus contém de 69—78 residuos de aminoacidos precursores (excluindo
o peptideo sinal, 4656 residuos) e nao contém qualquer residuo de cisteina fora do peptideo
sinal (Apéndice C). Para esse grupo ndo houve match com espécies de caraboctonideos, o que
pode ser explicado pelos mesmos motivos discutidos para os CYLIPs, como isolamento
geografico seguido de processos diferenciais de selecdo € menor conservagao estrutura/fungao
em relag@o aos peptideos com pontes dissulfeto (Almaaytah & Albalas, 2014).

Nos sugerimos que mais estudos devem ser conduzidos para entendermos as atividades
biologicas exercidas pelos componentes do grupo dos peptideos lineares -citotdxicos,
principalmente pelo fato de eles integrarem uma familia numerosa e multifuncional de
componentes que recebem denominagdes genéricas (Ramirez-Carreto et al., 2012; Almaaytah
& Albalas, 2014). Por mais que a maioria dos estudos realizados até hoje tenham sido focados
nos peptideos estruturados por pontes dissulfeto — os quais estdo intimamente relacionados com
os maiores efeitos toxicos e letais do escorpionismo (Cid-Uribe et al., 2020) —, os peptideos
lineares se mostram, cada vez mais, como ferramentas de importancia terapéutica e

biotecnologica.

4.7. Peptideos scorpine-like

Os peptideos scorpine sao um grupo de componentes que pertencem a mesma familia
das B-toxinas de canais de potassio (B-KTxs) (Ma et al., 2012; Luna-Ramirez et al., 2016).
Assim como as B-KTxs, os peptideos scorpine tém trés pontes dissulfeto, mas ambos se diferem
quanto a estrutura: os peptideos scorpine apresentam dois dominios estruturais, sendo uma o-
hélice N-terminal e um motif CS-of na regido C-terminal (Diego-Garcia et al., 2008; Luna-
Ramirez et al., 2016).

Os peptideos scorpine sdo encontrados exclusivamente no veneno de escorpides ndo
butideos, ao passo que as B-KTxs sdo tipicamente obtidas a partir dos butideos (Diego-Garcia
et al., 2008; Ma et al., 2012). Esses componentes sao classificados como peptideos de cadeia

longa e contém entre 59 e 78 residuos de aminodcidos em suas sequéncias maduras (Diego-



39

Garcia et al., 2007; Diego-Garcia et al., 2008; Feng et al., 2013). Varias atividades tém sido
demonstradas para os peptideos scorpine, os quais podem apresentar atividade antimicrobiana,
antifiingica, antimalarica, citolitica (em procariotos e eucariotos) ¢ bloqueadora de canais de
potassio (Conde et al., 2000; Diego-Garcia et al., 2008; Feng et al., 2013; Luna-Ramirez et al.,
2016).

Uma explicagdo para a ampla atividade bioldgica exercida por esse grupo ¢ o fato de
eles apresentarem dois dominios bem definidos, com uma regido N-terminal sem pontes
dissulfeto, semelhante a peptideos antimicrobianos de escorpides, € uma regiao C-terminal com
seis cisteinas conservadas e estruturadas no padrao esperado para KTxs de escorpides (Luna-
Ramirez et al., 2016; ver também secdo 4.4). Interessantemente, ja foi demonstrado que os
dominios estruturais de um peptideo scorpine (N- e C-terminal) precisam atuar em conjunto
para que ocorra o bloqueio de canais i6nicos do tipo Kv1.3 (Feng et al., 2013).

Neste trabalho, nés identificamos trés putativos peptideos scorpine-like no
transcriptoma de H. lunatus (Apéndice D). Como esperado para esse grupo de componentes,
os trés apresentam entre 95 e 105 residuos de aminoacidos precursores (ou 76—86 residuos,
excluindo os peptideos sinais) e seis residuos de cisteina na regido C-terminal (Figura 10). Para
esse grupo, os melhores matches retornados pelo BlastP foram com sequéncias de H. spadix,
com similaridades variando entre 72% e 83%. A alta similaridade (51%—85%) desses peptideos
com um peptideo scorpine-like de H. gertschi também ¢ mostrada na Figura 10. A

caracterizacdo funcional desses peptideos ¢ essencial para entendermos a sua atuagdo no

escorpionismo.
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Figura 10. Alinhamento dos putativos peptideos scorpine-like identificados no transcriptoma das
glandulas de veneno de Hadruroides lunatus com sequéncias scorpine-like dos caraboctonideos
Hadrurus gertschi (POC8WS5.1) e Hadrurus spadix (JAV48316.1, JAV48314.1 e JAV48322.1). Os
retangulos vermelhos destacam os seis residuos de cisteina conservados na regido C-terminal. O

alinhamento foi feito usando o programa Geneious Prime.
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4.8. Venom proteins

Diversas nomenclaturas sdo utilizadas para se referir a esse grupo de componentes com
funcdo desconhecida encontrado nas glandulas de veneno de escorpides, como “proteinas
hipotéticas”, “putativos peptideos do veneno” e “proteinas nao caracterizadas” (Alvarenga et
al., 2012; Ma et al., 2012; Batista et al., 2018). Neste trabalho, 51 peptideos/proteinas foram
classificados genericamente como venom proteins (Apéndice E). Essas sequéncias apresentam
de 73 a 427 residuos de aminoacidos precursores, o que pode indicar a existéncia de uma alta
diversificacao funcional dentro desse grupo. Como exemplo dessa variedade de caracteristicas
estruturais, chamamos a aten¢do para os dois extremos agrupados nessa mesma classificago:
enquanto a sequéncia HI VP39 apresenta 73 residuos de aminodcidos e quatro residuos de
cisteina, as sequéncias HI VP1, Hl VP2 e Hl VP3 apresentam 427 aminoacidos e 16 residuos
de cisteina cada.

Sequéncias de H. spadix mostraram maior similaridade (até 96%) e maior nimero de
matches (n=36) com esse grupo. Para H. spadix, foram identificadas 66 venom proteins usando
abordagem transcriptomica e protedomica (Rokyta & Ward, 2017; Tabela 2), uma quantidade
parecida com aquela identificada para H. lunatus. Além disso, a porcentagem de transcri¢ao
inferida para essa familia de componentes de H. spadix variou entre 20-28%, enquanto que,
para H. lunatus, nos registramos cerca de 19%.

Assim como sugerido por Rokyta & Ward (2017), nés também indicamos aqui que esse
grande numero de componentes, com fung¢do desconhecida e caracteristicas estruturais
variadas, indica um reino inexplorado de componentes das glandulas de veneno. Pelo fato de
essas sequéncias formarem um grupo com alto nivel de transcri¢cdo (cerca de um quinto do
transcriptoma analisado), elas merecem aten¢do em estudos futuros que busquem entender a

dindmica desses componentes no escorpionismo.

4.9. Enzimas

O veneno dos escorpides geralmente apresenta varias atividades enzimaticas, como
atividades proteoliticas, fosfolipasicas, hialuronidasicas, de amida¢ao, dentre outras (Cid-Uribe
et al., 2020). Para H. lunatus, nés identificamos 39 sequéncias precursoras de enzimas que
podem atuar sinergicamente no envenenamento (Apéndice F).

As metaloproteases de escorpides sdo enzimas que podem exercer atividade proteolitica
sobre o fibrinogénio, uma glicoproteina circulante no sangue (Carmo et al., 2014). Até o
momento, nenhuma enzima da familia das metaloproteases foi identificada no veneno de

escorpides caraboctonideos. Por esse motivo, nds usamos as sequéncias depositadas de
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metaloproteases do escorpido butideo 7. serrulatus como referéncia para mapear as reads de
H. lunatus, mas nao identificamos nenhum componente deste grupo. Nossos resultados
refor¢am essa diferenga na composi¢ao do veneno dos escorpides butideos e nao butideos, uma
vez que espécies de butideos geralmente apresentam um repertério de dezenas de
metaloproteases (Cid-Uribe et al., 2020; Kalapothakis et al., 2021; Kalapothakis et al., 2023),
enquanto que os ndo butideos geralmente apresentam baixa diversidade ou mesmo auséncia
desses componentes (Schwartz et al., 2007; Rokyta & Ward, 2017; Rojas-Azofeifa et al., 2019;
Cid-Uribe et al., 2020).

O grupo das fosfolipases foi o0 mais representativo dentre as enzimas, com 21 sequéncias
(18 do tipo PLA2 e as restantes do tipo PLA1, PLB e PLC) e 7% do nivel de transcri¢ao
analisado. As fosfolipases sdo enzimas encontradas em varios organismos € responsaveis pela
hidrolise de fosfolipidios (Soltan-Alinejad et al., 2022). Elas sdo divididas em cinco classes, de
acordo com o sitio de clivagem dos fosfolipidios: A1, A2, B, C e D. No veneno dos escorpides,
a classe PLA2 tem se mostrado a mais abundante e diversa (Cid-Uribe et al., 2020).

Poucas fosfolipases — ou mesmo nenhuma — foram identificadas nas glandulas de
veneno de escorpides butideos (Rendon-Anaya et al., 2012; De Oliveira etal., 2015; De Oliveira
et al., 2018; Kalapothakis et al., 2021; Kalapothakis et al., 2023). A abundancia desse grupo de
enzimas parece ser uma importante diferenciagdo ndo entre os escorpides butideos e nao
butideos, mas especificamente entre H. lunatus e os demais escorpides. Dentro da familia
Caraboctonidae, por exemplo, ha uma diferenca consideravel entre a diversidade de
fosfolipases de H. lunatus e aquela de H. spadix, com apenas nove putativas fosfolipases (seis
PLA2s e uma PLA1, PLB e PLC) (Rokyta & Ward, 2017), e de H. gertschi, com apenas uma
PLA2 (Schwartz et al., 2007). Nenhuma fosfolipase de outra classe foi identificada para essa
ultima espécie. Além disso, as sequéncias PLA1, PLB e PLC de H. lunatus tiveram como
principal match (= 74% de similaridade) as respectivas sequéncias de H. spadix (Apéndice F).

Costal-Oliveira et al. (2012) demonstraram que o veneno de H. lunatus apresenta forte
atividade de PLA2, o que corrobora os resultados desse transcriptoma. Essa familia de
componentes pode estar diretamente relacionada com alguns efeitos reportados do
escorpionismo causado por H. [unatus, como surgimento de edemas, escaras, agitacdo,
hemorragia pulmonar, paralisia e alteragcdes cardiorrespiratorias (Quiroz, 1967; Lambeau &
Lazdunski, 1999; Cavalcante et al., 2017; Costal-Oliveira et al., 2017). Isso se deve ao fato de
que as PLA2s sdao enzimas multifuncionais, responsaveis por causarem efeitos como
neurotoxicidade, miotoxicidade, cardiotoxicidade, inflamagdo e lesao pulmonar (Nisenbom et

al., 1986; Furue et al., 1999; Lambeau & Lazdunski, 1999; Vergara et al., 2014). Outras



manifestagdes do envenenamento de camundongos por H. lunatus registradas por Costal-
Oliveira et al. (2012), como sudorese, salivacdo e surgimento de secre¢des lacrimais/oculares,
sao geralmente observadas nos envenenamentos por Tifyus spp. € atribuidas a acdo de
neurotoxinas (Pardal et al., 2014; Neto et al., 2018; Borges et al., 2020). Devido a maior
relevancia das fosfolipases, em comparacdo com as toxinas de canais i0nicos (ver se¢des 4.2 e
4.4), no escorpionismo por H. [unatus, nés acreditamos que, possivelmente, essas ultimas
manifestagdes ocorrem devido a um efeito sinérgico das fosfolipases, principalmente as PLA2s,
com outros componentes do veneno de H. /unatus (ver Zhao & Kinnunen, 2003; Pucca et al.,
2020).

Ao demonstrarem a atividade cardiotoxica do veneno de H. lunatus, Costal-Oliveira et
al. (2017), interessantemente, sugeriram que o veneno de H. lunatus poderia conter um
componente semelhante a Imperatoxin I (IpTxi1), uma PLA2 do escorpido Pandinus imperator
que provoca atividade cardiotdxica por inibicdo dos RyRs dos musculos cardiacos (Valdivia et
al., 1992). De todas as 18 sequéncias de PLA2s identificadas aqui, as mais proximas a IpTxi
foram HI PLA2 1 a HI PLA2 5 (similaridade entre 74 e 75%; Figura 11), porém estudos

devem ser realizados para avaliar as possiveis atividades desses componentes.
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Figura 11. Alinhamento de cinco putativas fosfolipases A2 (PLA2s) precursoras de Hadruroides
lunatus com a PLA2/toxina Imperatoxin 1 de Pandinus imperator (Scorpiones, Scorpionidae). As
sequéncias HI PLA2 1 a HI PLA2 5 foram as mais proximas a Imperatoxin I (74-75% de
similaridade), a qual tem atividade cardiotoxica. Os retdngulos vermelhos indicam a conservagao de

doze residuos de cisteina. Os residuos de aminoacidos entre as setas laranjas compdem o provavel sitio
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de ligagdo de Ca®*, enquanto os residuos entre as setas azuis compdem o provavel sitio catalitico das

PLAZ2s alinhadas. O alinhamento foi feito usando o programa Geneious Prime.

As fosfolipases secretoras do tipo A2 sdo estruturadas por seis pontes dissulfeto e
costumam apresentar um dominio funcional (dominio PA2c) conservado em animais e plantas
(Lee et al., 2005; Gupta & Dash, 2017). Esse dominio ¢ composto por dois motifs: um loop de
ligagio de Ca®" (sequéncia de aminoacidos consenso = YGKYCGxxxxGC; x = qualquer
aminodcido), cofator essencial para a atividade das PLA2s, e um sitio catalitico (consenso =
DACCxxHDxC) (Lee et al., 2005). Nés notamos que esse motif de ligagio de Ca* ndio ocorre
em nenhuma das PLA2s alinhadas na Figura 11 e em nenhuma outra PLA2 identificada neste
trabalho. Porém, em escorpides, esse motif pode apresentar a sequéncia de aminoacidos
consenso GTKWCGxG (Krayem & Gargouri, 2020), o qual se mostrou conservado em todas
as 18 PLA2s de H. lunatus. Nos notamos também que todas as sequéncias de PLA2s aqui
identificadas apresentam sitio catalitico conservado, evidenciando, no entanto, substituigdes do
residuo apolar alanina (A). Esses nossos achados sobre o dominio PA2c¢ sdo consistentes com
as assinaturas esperadas para PLA2s, as quais podem ndo apresentar a conservagado do referido
residuo de alanina e do motif de ligagdo de Ca*" (InterPro: PF05826). Em sintese, como as 18
sequéncias de PLA2s de H. lunatus apresentam os motifs GTKWCGxG para o loop de ligacao
de Ca** e DxCCRxHDxC para o sitio catalitico (Apéndice F), se diferenciando assim de
algumas assinaturas que seriam esperadas na literatura, nds sugerimos que as sequéncias-
consenso do dominio PA2c sejam futuramente mais investigadas e atualizadas, dentro e fora do
grupo dos escorpides.

O veneno de H. lunatus também ja& demonstrou atividade hialuronidasica (Costal-
Oliveira et al., 2012). Neste estudo, nos identificamos duas putativas isoformas, denominadas
Hl Hyall e HI Hyal2, as quais compartilham 86% de similaridade com uma putativa
hialuronidase de Superstitionia donensis (Scorpiones, Superstitionidae) (Apéndice F).

As hialuronidases sdo amplamente encontradas em eucariotos e procariotos e sdo
principalmente responsaveis pela hidrolise do &cido hialurénico, o que aumenta a
permeabilidade dos tecidos (Farr et al., 1997; Cid-Uribe et al., 2020). Por isso, as hialuronidases
tém sido usadas terapeuticamente como adjuvantes, auxiliando os processos de absorcao e
dispersao de drogas injetaveis (Bordon et al., 2015). No escorpionismo, as hialuronidases
parecem atuar como um fator de espalhamento dos demais componentes do veneno,
difundindo-os do local da picada até¢ a corrente sanguinea e o interior de 6rgdos, como

demonstrado para o butideo 7. serrulatus (Oliveira-Mendes et al., 2019; Cid-Uribe et al., 2020).
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A existéncia de processos evolutivos diferenciais entre as hialuronidases de butideos e ndo
butideos ja foi sugerida (Salabi & Jafari, 2022), entdo somente o isolamento e a futura
caracterizagdo das sequéncias Hl Hyall e HI Hyal2 poderao revelar se essas hialuronidases de
H. lunatus apresentam as atividades biolodgicas descritas para aquelas de 7. serrulatus.

Nos também identificamos sete putativas dissulfeto isomerases (Apéndice F). Essas
enzimas catalisam modifica¢des pos-traducionais importantes, como a formagdo e a corre¢ao
das pontes dissulfeto (Noiva, 1999). Essas modificacdes sdo essenciais para a estabilidade e
para a manuteng¢ao do folding correto de diversos componentes das glandulas de veneno, como
as neurotoxinas ¢ a maioria dos peptideos secretados (Noiva, 1999; Safavi-Hemami et al.,
2016). A denominacdo que ndés empregamos para essas enzimas (dissulfeto isomerase A3 a A6
e TMX3) foi baseada naquela utilizada para os seus matches (principalmente, sequéncias da
espécie Centruroides sculpturatus), que, por sua vez, foi baseada na homologia com enzimas
humanas. Uma revisdo sobre as fungdes de cada uma dessas familias enzimaticas humanas pode
ser encontrada em Galligan & Petersen (2012).

Além das dissulfeto isomerases, as enzimas de amida¢ao também sdao conhecidas como
responsaveis pelo aumento da atividade toxica do veneno. Isso se deve ao fato de que essas
enzimas realizam a amidacdo C-terminal de diversos peptideos, como neurotoxinas e
antimicrobianos, permitindo que esses componentes exer¢cam plenamente as suas atividades
bioldgicas (Coelho et al., 2014; Delgado-Prudencio et al., 2019). Identificamos as enzimas
PAM e PHM neste transcriptoma de H. lunatus, mas nao identificamos uma terceira enzima de
amidacao existente em escorpioes (peptidyl-o-hydroxyglycine a-amidating lyase — PAL), a qual
¢ encontrada em espécies de butideos (Kalapothakis et al., 2021; Kalapothakis et al., 2023).
Duas possiveis explicagdes para isso podem ser o surgimento de novas forcas evolutivas sobre
essa enzima de H. lunatus, o que gerou grande diferenciagao e ndo permitiu a sua identificagdo
com as nossas estratégias de analise transcriptdmica, ou a supressao desse gene em H. [unatus.
Essa ultima explicagdo ¢ evolutivamente possivel, uma vez que essas trés enzimas atuam em
um duplo sistema de amidagdo C-terminal: ou com as enzimas PHM e PAL catalisando
sequencialmente as reacdes, de forma monofuncional cada uma, ou com a enzima PAM atuando
de forma bifuncional (Delgado-Prudencio et al., 2019). Dessa forma, a auséncia da enzima PAL
pode ndo representar um grande impedimento para os processos de amidagdo de peptideos de
H. lunatus. Estudos futuros também poderdo investigar se existe uma maior especificidade de
cada um desses dois sistemas de amidacdo de acordo com as familias de componentes do

veneno a serem amidados.
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Outra familia de enzimas identificada foi a das peptidases M2. Essa familia, também
conhecida como peptidil-dipeptidase A ou enzima conversora de angiotensina (ACE), pertence
ao grande grupo das metalopeptidases (Rawlings & Barrett, 1995; Rawlings & Bateman, 2019).
A principal fungdo das peptidases M2/ACEs ¢ a clivagem de dipeptideos C-terminais,
principalmente para a conversao de angiotensina I em angiotensina II, um potente vasopressor
(Rawlings & Barrett, 1995; Corvol et al., 2004). Estratégias de inibi¢do dessas enzimas tém
mostrado importancia médica no tratamento de doencas cardiovasculares e hipertensdao, uma
vez que essa inibi¢do impede a formagado de angiotensina II e permite a ativagao dos peptideos
bradicinina, agentes vasodilatadores que sdo inativados por ACEs (Turner & Hooper, 2002;
Bomback & Toto, 2009). Como mencionado anteriormente (segdo 4.6), nds nao identificamos
peptideos potencializadores de bradicinina (BPPs) no transcriptoma de H. lunatus, embora
esses peptideos tenham sido encontrados nas glandulas de veneno dos caraboctonideos H.
gertschi e H. spadix.

De acordo com a nossa classificacdo das sequéncias de H. lunatus, identificamos trés
sequéncias como peptidases M2 e duas sequéncias como ACEs (Apéndice F). Isso ocorreu
devido as maiores correspondéncias das referidas sequéncias de H. lunatus com sequéncias
depositadas no NCBI. Sao necessarios estudos para determinar se tais componentes, tidos como
sindnimos, exercem atividades bioldgicas semelhantes. O nimero de sequéncias de H. lunatus
classificadas na familia das peptidases M2 (n = 3) foi muito parecido com o que fora
identificado para H. spadix (n = 4; Tabela 2). Essas trés sequéncias de H. lunatus tém entre 396
e 486 residuos de aminodacidos precursores e, curiosamente, compartilham de 80% a 85% de
similaridade com a mesma peptidase M2 de H. spadix (JAV47965.1; Apéndice F). Além disso,
essas trés sequéncias compartilham similaridade > 98% entre si e baixa similaridade com
sequéncias de ACEs. Ja as duas sequéncias classificadas como ACEs tém entre 489 e¢ 599
residuos de aminodacidos precursores e compartilham similaridade de 65% com sequéncias de
ACEs das espécies Araneus ventricosus € Parasteatoda tepidariorum (sequéncia Hl ACE]l;
match duplo) e de 86% com uma sequéncia de H. spadix (sequéncia HI ACE2).

A ocorréncia do motif H-E-x-x-H (x = qualquer aminoacido), no qual os residuos de
histidina sao responsaveis pela ligacao de zinco e o acido glutamico ¢ o residuo catalitico, foi
descrita para cerca de metade das familias inseridas no grande grupo das metalopeptidases
(Rawlings & Barrett, 1993; Rawlings & Barrett, 1995). Nos observamos a conservagdo desse
motif somente nas duas sequéncias de ACEs; i.e., ndo observamos em nenhuma das trés
sequéncias identificadas como peptidases M2. Por isso, nds reforcamos novamente o motivo de

termos empregado diferentes nomenclaturas dentro desse grande grupo de componentes.
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Identificamos uma tnica putativa L-aminoacido oxidase (HI LAAO) neste
transcriptoma, a qual contém 520 residuos de aminoacidos precursores e compartilha 96% de
similaridade com a sequéncia JAV48068.1 de H. spadix. As LAAOs sdo enzimas que catalisam
a desaminacdo oxidativa de L-aminoacidos, produzindo o a-cetoacido correspondente e
liberando peroxido de hidrogénio (H202) (Pollegioni et al., 2013; Curti et al., 2019). Essas
enzimas sdo encontradas em varios organismos, principalmente em serpentes, e sdo cada vez
mais reconhecidas como enzimas multifuncionais, com atividades antimicrobiana,
antiparasitaria, citotoxica, edematosa e hemorragica (Souza et al., 1999; Ahn et al., 2000;
Stabeli et al., 2004; Ciscotto et al., 2009; Paiva et al., 2011; Lee et al., 2014).

Algumas atividades de LAAOs de serpentes ja foram demonstradas, incluindo apoptose
e necrose de queratindcitos e células Jurkat, e efeitos antiproliferativos em varias células
cancerigenas (Ande et al., 2006; Teixeira et al., 2016; Costal-Oliveira et al., 2019; Nikodijevi¢
et al., 2021). As LAAOs de escorpides sdo atualmente muito pouco estudadas e conhecidas.
Neste trabalho, avaliamos pela primeira vez a atividade de LAAO de um escorpido
caraboctonideo. Determinamos a atividade de LAAO com base na atividade de desaminagao
oxidativa da L-leucina com liberagao de H>O» e demonstramos que 10 pg e 20 pug do veneno

total de H. lunatus ndo foram capazes de catalisar reacdes com liberagdo de H,O» (Figura 12).

Avaliagao da atividade de L-aminoacido oxidases
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Figura 12. Avaliagdo da atividade da enzima L-aminoacido oxidase (LAAO) obtida a partir de 10 pg e
20 pg do veneno total de Hadruroides lunatus (H1). Trés experimentos independentes foram realizados
em duplicata e o desvio padrao ¢ indicado em cada barra. Controle negativo (CN) = reagdo sem veneno.

Controle positivo (CP) = reagdo com 2 pg de veneno da serpente Bothrops atrox.
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Tem sido demonstrado que venenos de escorpides podem apresentar (Magalhaes et al.,
2021) ou nao (Estrada-Goémez et al., 2017; Das et al., 2020) atividade de LAAO. Até onde
sabemos, a atividade de L-aminoacido oxidases so foi registrada para espécies de escorpides
butideos (Ahn et al., 2000; Magalhaes et al., 2021). Ressaltamos que o viés metodologico pode
contribuir para o resultado dessa atividade enzimatica, uma vez que estudos anteriores que
registraram a atividade de LAAQO para escorpides butideos foram conduzidos ou usando extrato
tamponado de espécimes (Ahn et al., 2020) ou 40 pug de veneno (Magalhaes et al., 2021). Além
disso, como essa LAAO de H. lunatus representou somente 0,004% do nivel de transcrigdao
analisado (no veneno de serpentes, a porcentagem de LAAO pode chegar a 25%; ver Izidoro et
al., 2014), acreditamos que sua atividade enzimatica serd registrada em ensaios conduzidos com
uma quantidade maior de veneno total ou com a LAAO isolada e purificada.

Finalmente, ndés identificamos um  putativo inibidor de  protease
(HL Protease_inhibitor), para o qual ndés ndo pudemos inferir nenhuma func¢io ou atividade
biologica. Esse putativo componente tem 431 residuos de aminoécidos precursores e
compartilha 83% de similaridade com uma sequéncia de Megacormus gertschi (Scorpiones,

Euscorpiidae).

CONCLUSOES

A composicao das glandulas de veneno de espécies da familia Caraboctonidae
(Arachnida, Scorpiones) ¢ pouco conhecida. Até o momento, somente duas espécies dessa
familia, ambas pertencentes ao género Hadrurus, foram estudadas. O caraboctonideo
Hadruroides lunatus é o escorpido que causa o maior numero de acidentes no Peru e nenhum
estudo buscou avaliar a diversidade de componentes produzida por essa espécie ou género.
Neste trabalho, n6s utilizamos abordagem transcriptomica para identificar 145 componentes
das glandulas de veneno de H. lunatus e discutimos a importancia dessas sequéncias para o
envenenamento. Nossos dados refor¢gam estudos prévios que indicavam uma grande distingao
entre a composicao do veneno de escorpides butideos (reconhecidamente, os escorpides de
maior importancia médica) e nao butideos. Enquanto butideos possuem um veneno
predominantemente neurotoxico, nos registramos que o veneno desse caraboctonideo ¢
majoritariamente constituido por componentes pouco conhecidos, como os peptideos lineares
citotoxicos e as, genericamente classificadas, “venom proteins”. Assim, evidéncias de um reino
inexplorado de componentes das glandulas de veneno de escorpides foram aqui discutidas.
Finalmente, como noés identificamos uma enzima L-aminoacido oxidase (LAAQO) pouco

transcrita, realizamos o primeiro ensaio para avaliar a atividade dessa enzima em um
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representante da familia Caraboctonidae e demonstramos que 20 pg de veneno total nao
apresentam atividade de LAAO in vitro.

Adiciono ao Apéndice G os estudos que ajudei a desenvolver desde a minha admissao
no Programa de Pos-Graduagao em Genética (nivel mestrado). Esses artigos fazem parte das
linhas de pesquisa em Toxinologia, Evolucdo e Montagem de Genomas, com foco na
identificacdo e caracterizacdo de novos componentes bioativos de glandulas de veneno e
também na montagem de genomas mitocondriais de espécies ameagadas pelo trafico de animais

silvestres.
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APENDICES

APENDICE A — Putativas neurotoxinas de Hadruroides lunatus

Putativas neurotoxinas identificadas nas glandulas de veneno do escorpido Hadruroides lunatus. Os nuimeros de acesso no GenBank serdo indicados

entre colchetes. Os peptideos sinais foram inferidos usando ProP 1.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?ProP-1.0) e sdo mostrados em

negrito e sublinhados. As correspondéncias mais proximas e classes putativas foram encontradas usando bancos de dados BlastP

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Identidad Similarida

Componente Sequéncia Match e classe putativa Cobertura E-value e de

Putative K+ channel toxin

Hl*ISTXI WWDGKPCEVSSECTAPCQAMGGTRGKCINKKCKC Superstitionia donensis 93% 2e-16 50% 72%
[JAV45772.1]
Putative K+ channel toxin
Hl KTx2 MRVALMLLILTVIATMTIVPSVEADGEKCLVSSQCTAPCQAIGGTRGKCINKKCKC L .
0 YNVORK. GRK Superstitionia donensis 93% 6e-16 51.72% 70%
[JAV45772.1]
Putative K+ channel toxin
Hl KTx3 MRVVLMFLILTVIAVMTIVPSVEADGEPCTASKQCTAPCRAIGGSHGKCMNRKCKC . .
0 YNIRGK. Superstitionia donensis 91% le-22 68.42% 85%
[JAV45772.1]
Putative K+ channel toxin
Hl KTx4 MRVALMFLILTVIATTTLVPSILADGEKCKSPTQCTAPCRAIGGTHGKCINGKCKCY L . o o o
0 NVGK Superstitionia donensis 91% Te-15 53.57% 75%
[JAV45772.1]
Potassium channel toxin Hge-beta-
Hl_KTx5 MARHLIALFLVIMLLSTLIDAKGSIGKKIKSTVAKAVKKVKDVINSSEYMCPLVSSY KTx o o o
1 CEEHCARKGKSGKCDLLECICS- Hadrurus gertschi 100% 2e-30 62.03% 84%

[QOGY41.1]
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HIl Txl1 MGLTTKIFLVVLVMVVVSTVIGDEYVYSSLEEYEETDMERGLPLSGEYETCVRPRK DDH-UrO-.l
*[] CKPHLTCSPSQICRDPSKG Urodacus manicatus 100% 2e-26 61.33% 73%
[JAA98061.1]
DDH-Uro-1
HIl Tx2 MGLTTKIFLVVLVMVVVSTVIGDEDVYSSLEEYEETDMERGLPLSGEYETCVRPRK i
A CKPHLTCSPSQICRDPSKG Urodacus manicatus 100% 2e-26 61.33% 73%
[JAA98061.1]
DDH-Uro-1
Hl Tx3 MGLTTKIFLVVLVMVVVSTVIGDENVYSSLEGYEETDMERGLPLSGEYETCVRPRK i
*[] CKPHLTCSPSQICRDPSKG Urodacus manicatus 100% Te-26 61.33% 72%
[JAA98061.1]
HI Tx4 MKIFLVALLMVMIATAIGREAVNAFEEFEESDTERGFPPSKEYEPCVRPRKCLPNLK Phi-liotoxin-Lwla
A CNAAQICVDPNKGW Hormurus waigiensis 98% le-23 65.71% 72%
[PODJ0S.1]
DDH-Uro-1
Urodacus manicatus 87% 5e-13 50.77% 64%
[JAA98061.1]
HIl Tx5 MKIFLVALLVVMIAIAIVREAANAFEEFEESDIERGLPLSKENEPCVRPRKCLANLTC
[l HSAWQICLKKDWGKR- Phi-liotoxin-Lwla
Hormurus waigiensis 90% 3e-11 50.72% 63%
[PODJ0S.1]
DDH-Uro-1
Urodacus manicatus 92% 1e-09 44.62% 60%
[JAA98061.1]
Hl_Tx6 MKIFLVALLMVMVATAIGDEGFEEYDNNEIERDLKPGKLYESCVRPRKCEPGLTCR
MPDQICVKKTR-
[ Q Phi-liotoxin-Lwla
Hormurus waigiensis 97% 4e-09 44.62% 60%
[PODJ0S.1]
DDH-Uro-1
Urodacus manicatus 92% 4e-09 43.08% 60%
[JAA98061.1]
HIl Tx7 MKIFLVALLMVMVATALGDEGFEEYDNNEIERDLKPGKLYDSCVRPRKCEPGLTC
RMPDQICVKKTR-
[ Q Phi-liotoxin-Lwla
Hormurus waigiensis 97% 9e-09 43.08% 60%

[PODJO8.1]
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MKKFSVFTAICVFVLTRENYCNGQGKGVFPKWNGVNYYTCGHLSNGEEYCQNLC

HI Tx8 Putative Na+ channel toxin
*[] x RSVTGGEGYCYGIKPPSCFCRRVPGKGGYIADQNRNLISCQGNEGNFRCEKICELVKA Superstitionia donensis 96% 2e-13 34.65% 46%
GYGYCSYDNCYCEMINP- [JAV45778.1]
HI Tx9 MKKFSVFTAICVEFVLTRENYCSGQGKGVFPKWNGVNYYTCGHLSNGEEYCQNLC Putative Na+ channel toxin
*[] x RSVTGGEGYCYGIKPPSCFCRRVPGRGGYIADQNRNLISCQGSEGNFRCEKICGLFKA Superstitionia donensis 96% le-13 34.65% 45%
GYGYCSYDNCYCEMINP- [JAV45778.1]
HI Tx10 MKKIPVFIVICTLILSPENYCSGQGKGVFPKWKGEYFYMCGHLPDGEAFCRNLCKN Putative Na+ channel toxin
*[]X MTGGEGYCYGIIPPSCFCRRIPGRGGYISDQNGNLLTCRGKHGETSCAKICASANGGF Superstitionia donensis 96% 8e-13 30.71% 47%

GYCSYDNCYCEMLKP-

[JAVA45778.1]
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Putativos peptideos Lal-/ike identificados nas glandulas de veneno do escorpido Hadruroides lunatus. Os nimeros de acesso no GenBank serdo

indicados entre colchetes. Os peptideos sinais foram inferidos usando ProP 1.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?ProP-1.0) e sao

mostrados em negrito e sublinhados. As correspondéncias mais proximas e classes putativas foram encontradas usando bancos de dados BlastP

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Componente Sequéncia Match e classe putativa Cobertura E-value Ide(r;:lda Slml(izrlda
. Putative Lal-like peptide
Hl Lal-like 1 MKOQFCLAALFICTLFSYSVGIKESCQEAGFTIESGSKKKDPKSCTLYKCDLMNNRLIIT Superstitionia donensis 100% le-33 57.43% 67%
i SKDTCAPQVKKSGCRIVPGPVDAPFPDCCPTTLCRGKQWDK- P o 270 o
[JAV45684.1]
HI Lal-like 2 MKQFCLAALFICTLESYSVGIKERCQEAGFTIDSGSQKKDPKSCTLYKCNLMNNRLI Putative Lal-like peptide
- — Superstitionia donensis 100% le-33 57.43% 67%

tl

ISKDTCAPQVKKSGCRIVPGPVDAPFPDCCPTTLCRGKQWDK-

[JAV45684.1]
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APENDICE C - Putativos peptideos lineares citotéxicos de Hadruroides lunatus

Putativos peptideos lineares citotoxicos (CYLIPs e NDBPs) identificados nas glandulas de veneno do escorpido Hadruroides lunatus. Os nimeros
de acesso no GenBank serdo indicados entre colchetes. Os peptideos sinais foram inferidos wusando ProP 1.0

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?ProP-1.0) e sdo mostrados em negrito e sublinhados. As correspondéncias mais proximas e classes

putativas foram encontradas usando bancos de dados BlastP (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Identida Similarida

Componente Sequéncia Match e classe putativa Cobertura E-value de de
CYLIP-Cer-2
Hl_CYLIPI MKTYFAIVILAVVFLOMFSETEAIFGAIMNM VK GLISKIGKRGLQNLDQFDDIYEPE , o o o
0 MSEADLRFLQELLR- Cercophonius squama 100% 4e-26 63.38% 83%
[JAA98048.1]
CYLIP-Cer-2
Hl CYLIP2 MKTYFLIVILAVVFLOMFSETEAFFGPFMNMVGGLIKKLGKRGLQNMDQFDDIYEP , o o o
0 ELSEADLRFLOELLR. Cercophonius squama 100% 9e-25 60.56% 83%
[JAA98048.1]
CYLIP-Cer-2
Hl CYLIP3 MKTYFVIVILAVVFLOMFSETEAFLGPLMNMVGGLIKKLGKRGLQNMDQFDDIYE . o o o
0 PELSEADLRFLQELLR- Cercophonius squama 100% 6e-26 61.97% 85%
[JAA98048.1]
CYLIP-Cer-2
Hl CYLIP4 MKTYFFIVFLAFVFLQFFSGTNAFLGPMLKAFGSLFGKRGLRNLDQFDDIYEPEMSE .
0 ADLRFLQELLR Cercophonius squama 100% 6e-24 61.76% 77%
[JAA98048.1]
Amphipathic peptide CT2
Vaejovis smithi 100% le-21 63.77% 75%
I0DEB4.1
Hl CYLIPS MKTYFFIVFLAFVFLQFFSGTNAFLGPVIEAFKSIFGKRGLRNLDQFDDIYEPEMSEA [ ]
DLRFLQELLR-
l Q CYLIP-Cer-2
Cercophonius squama 100% 5e-25 63.24% 79%

[JAA98048.1]
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Amphipathic peptide CT2

Vaejovis smithi 100% 7e-20 60.87% 73%
[I0DEB4.1]
Hl CYLIP6 MKTYFFIVFLAFVFLQFFSGTNAFLIPVLKAFGSLFGKRGLRNLDQFDDIYEPEMSE
ADLRFLQELLR-
{ Q CYLIP-Cer-2
Cercophonius squama 100% le-22 60.29% 76%
[JAA98048.1]
CYLIP-Cer-2
Hl CYLIP7 MKTYFFIVFFAVVFLOLFSGTNAIFGAIMGALSNLFGKRGLRNLDQFDDIYEPEMSE .
0 ADLRFLQELLR Cercophonius squama 100% 6e-24 60.29% 77%
[JAA98048.1]
CYLIP-Cer-2
Hl CYLIP8 MKTQFVILVLAVVLLOMFSQTEAFLGSIVNAIKGLFGKRSLRNLDQFDDIYEPEMS .
0 DADLRFLQELLR. Cercophonius squama 100% 3e-32 75% 91%
[JAA98048.1]
CYLIP-Cer-3
Hl CYLIP9 MKTQFVVLILAVVLLOMFSQTEAIIGGLVSMLKGLFGKRSLRNLDQFDDIYEPEMS .
0 DADLRFLQELLR Cercophonius squama 100% le-28 67.65% 88%
[JAA98047.1]
CYLIP-Cer-3
Hl_CYLIP10 MKTOQFVILVLAVVLLOMFSQTEAIFGDILKTITGLFGKRSLRNLDQFDDIFEPEMSD ,
0 ADLRFLQELLR Cercophonius squama 100% 3e-28 70.59% 82%
[JAA98047.1]
CYLIP-Cer-3
Hl CYLIPI1 MKTOQFVILVLAVVLLOMFSQTEAIFGDIIKKIAGLFGKRSLRNLDQFDDIFEPEMSD ,
0 ADLRFLQELLR Cercophonius squama 100% Te-28 70.59% 82%
[JAA98047.1]
CYLIP-Cer-3
Hl CYLIP12 MKTQFVILVLAVVLLOMFSQTEAILGDIIKKIAGLFGKRSLRNLDQFDDIFEPEMSD ,
0 ADLRFLQELLR Cercophonius squama 100% 2e-28 72.06% 83%
[JAA98047.1]
CYLIP-Cer-2
Hl CYLIP13 MKTOQFVILVLAVVLLOMFSQTEAILGDIIKKIAGMFGKRSLRNLDQFDDIFEPEMSD ,
0 ADLRFLQELLR. Cercophonius squama 100% 5e-29 72.06% 83%
[JAA98048.1]
CYLIP-Cer-3
Hl CYLIP14 MKTOQFVILVLAVVLLOMFSQTEAFLGGLIKTISGLFGKRSLRNLDQFDDIFEPEMSD ,
0 ADLRFLQELLR. Cercophonius squama 100% 1e-30 73.53% 86%
[JAA98047.1]
Hl_CYLIP15 Ampbhipathic peptide CT1 100% le-21 61.76% 82%
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MKSQFLVLILAVVLLOMLSEAEAFWGLLANAVGSLLGKRGLQNIDEFDDIYEPEMS
DADLKLLRELLR-

Vaejovis smithi
[I0DEB3.1]

CYLIP-Cer-2

Cercophonius squama 100% 6e-25 57.35% 86%
[JAA98048.1]
CYLIP-Cer-1
Hl CYLIP16 MKTQFIILIVAVIFLOMFSQADAFLWGLVKSIFGKRGLRNQNLDQFDDIFEPELSAA .
0 DLKFLONLLE Cercophonius squama 100% le-23 64.29% 80%
[JAA98049.1]
CYLIP-Cer-1
Cercophonius squama 100% 9e-23 62.86% 78%
[JAA98049.1]
Hl CYLIP17 MKTQFIILIVVVIFLOMFSQADAFLWGLVKSIFGKRGLRNQNLDQFDDIFEPELSAA
DLKFLQDLLE-
{ Q Amphipathic peptide CT1
Vaejovis smithi 100% 6e-21 62.86% 75%
[I0DEB3.1]
CYLIP-Cer-3
Hl CYLIP18 MKTLIHFLIVAITLLOMFSQGDAVSVPAAIVASMLGKRSLRNLDQFDDVFEPEKSDA .
I DLKFLQELLK Cercophonius squama 100% le-18 57.35% 75%
[JAA98047.1]
CYLIP-Cer-3
Hl CYLIP19 MKTOQHILIVAVILLOMFLKMDAIPSAAIKTLVGKRSFQNLDQLDDVFEPEMSDADL , o o o
0 KFLQELLK. Cercophonius squama 100% 3e-20 57.35% 77%
[JAA98047.1]
Putative Non Disulfide Bridge
Hl_NDBP-1 MHFKKTLLVIFIAYLLVTDEAEAIWGSVARFAMKLIPSIFGGGKKEKREIQNLFEPY Peptide o o o
[1 QKDFDLDDLDRLLSELE- Megacormus gertschi 100% le-29 70.67% 82%
[JAWO07151.1]
Putative Non Disulfide Bridge
Hl_NDBP-2 MHFKKTLLVIFIAYLLVTDEAEAIWGSVARFAMKVIPSLFGGGKKEKREIQNLFEPY Peptide 100% 36-30 72% 82%
0 QKDFDLDDLDRLLSELE- Megacormus gertschi 0 0 0
[JAWO07151.1]
Putative Non Disulfide Bridge
Hl_NDBP-3 MHFKKTLLVIFIAYLLVTDEAEAFWGSIAKFAMKAIPSLFGGGKKEKREIQNLFEPY Peptid
- Q eptide 100% 532 76% 85%

tl

QKDFDLDDLDRLLSELE-

Megacormus gertschi
[JAWO07151.1]
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Hl_NDBP-4

MHFKKTLLVIFIAYLLVTDEAEAFWGSIAKFAMKAIPSLFGGGKKDKREIQNLFEPY

Putative Non Disulfide Bridge
Peptide

0 _ 0 0
[ QKDFDLDDLDRLLSELE- Megacormus gertschi 100% >e-32 76% 85%
[JAW07151.1]
HI NDBP-5 MOQLKKALLIIFTVYLLGIQEAESFLRNIMELFPQSSSLLGRSKLFGKRESGDFYNQR Putative NDBP
0 DFDVNSLLSLFE Superstitionia donensis 95% 4e-04 36.84% 55%
[JAV45745.1]
HI NDBP-6 MQLKKALLIIFTVYLLGIQEAESFLRNIMELFPPSSSLLGRSKLFGKRESGDFYNQRD Putative NDBP
0 FDVNSLLSLFE Superstitionia donensis 95% 6e-04 36.84% 53%
[JAV45745.1]
HI _NDBP-7 MQLKKALLIIFTVYLLGIHEAESFLRNIVELFPPSSSLLGRSKLFGKRESGDFYNQRD Putative NDBP
0 FDVNSLLSLFE, Superstitionia donensis 95% 3e-05 38.16% 55%
[JAV45745.1]
Putative Non Disulfide Bridge
Hl_NDBP-8 MNSKAILVLFLVTLFVTERAEAGFWRGVKDFASKAWNSGMGKALRNAAASALAV Peptide ) . )
[1 TPEQLDRMTLEEIADALYYS- Megacormus gertschi 100% de-22 >2.:44% 69%
[JAW07148.1]
Putative Non Disulfide Bridge
Hl_NDBP-9 MNSKLILVLFMVALFVTDQOTEAGFFGWMKKAWKSKIGK AIRKGAGSVARNLLSNS Peptide 979 7019 48.72% 69%
0 AGGGEQPEQPAKLDELLNALYYS- Megacormus gertschi 0 it 0
[JAW07150.1]
Putative NDBP
Hl_NDBP-10 MKLISLLPVFFILLIVVDYSQAFWGFLANMIPPAISALSKLGKRNAMSQRYVNLRKR Superstitionia donensis 100% 263 61.84% 28%
(] = . (V] 0
i DADMDLDDLDELLSRLSEY- AVAS748.1]
Putative NDBP
Hl_NDBP-11 MKLISLLPVFFILLIVVDYSQAFWGLLANMIPPAISALSKLGKRNAMSQRYVNLRKR Superstitionia donensis 100% 22 60.53% 779
(] = . (V] 0
i DADMDLDDLDELLSRLSEY- DAVAST48.1]
Putative NDBP
Hl_NDBP-12 MKLISLLPVFFILLIVVDYSQAIFGLLAGLIPTAISALSKLGKRNAMSQRYVNLRRRD e _
0 ADMDLDDLDELLSKLSEY Superstitionia donensis 100% 3e-22 60.53% 76%
[JAV45748.1]
Hl NDBP-13 MKLISLLPVFFILLIVVDYSQAIWGLFANLIPTAISALSKLGKRNAMSQRYVNLRRRD Putative NDBP
- MKLISLLEVEFILLIVYDYSQAIWG SALSKLG 5Q wative 100%  2e22 6053%  76%

tl

ADMDLDDLDELLSRLSEY-

Superstitionia donensis
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[JAV45748.1]

Putative NDBP
Superstitionia donensis 100% le-19 53.95% 69%
[JAV45748.1]
Hl NDBP-14 MKLINIVPVFFILLIVADYSQALIGLFTSLIPAAISAISKLGKRNAMSQRFADFRKRDT
1 DMDLDDLDELLSRLSEY-
Ampl precursor
Vaejovis punctatus 100% Se-21 53.95% 73%
[ALG64974.1]
HI NDBP-15 MKLISLMPVFFFLLIVADYCQALFPFLLTAIPGIISAVSKLGKRNAMYQRY VDLRKR Putative NDBP
0 DTDLDLDDLDEL LSRLSEY. Superstitionia donensis 100% Te-23 63.64% 76%
[JAV45748.1]
Putative NDBP
- MKLISLMPVFFFLLIVANYCQA L .
Hl NDBP-16 MKLISLMPVFFFLLIVANYCQALFPFLFTMIPGIISAVSKLGKRNAMYQRYVDLRRR Superstitionia donensis 100% 5623 61.84% 76%

tl

DTDLDLDDLDELLSRLSEY-

[JAV45748.1]
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Putativos peptideos scorpine-like identificados nas glandulas de veneno do escorpido Hadruroides lunatus. Os nimeros de acesso no GenBank

serdo indicados entre colchetes. Os peptideos sinais foram inferidos usando ProP 1.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?ProP-1.0) e

sdo mostrados em negrito e sublinhados. As correspondéncias mais proximas e classes putativas foram encontradas usando bancos de dados BlastP

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Componente Sequéncia Match e classe putativa Cobertura E-value Ide(r;:lda Slml(izrlda

HI Scorpine-like 1 ~ MEIKLTILLLLGLATLCTCGGILREKYFHKGIDALTPMIPVPVVGKYVGNLAKQLY An;{‘:;;j‘;zasl ” 3;2‘16 99% 1650 74.04% 83%

1l HKIGKNQSLCMFNKDIAGMCEK SCQESQQKKGFCHGTKCKCGIPVSYKK- avass ” . o 04% o
HI_Scorpine-like 2 MOMOLTICFLLGMVTLCLCGGILKEKYFHKAIDMAPPVVPQIAKNLAKQLVHKIA An;}g‘;z‘;zasl Zﬁgde 679, res0 57.45% T,

i KIEFLCVAGQDLKGLCLKSCLANTGEGGSCHGTKCKCNSV- P o 45% o

[JAV48314.1]

L Antimicrobial peptide

HI Scorpine-like 3 ~ MNAKISHLFLAAITIASCAWISEKKIQAALDKKLPNGKIKNALKAVVHKAWKMESG oo s 080, o33 5638% S

tl

CFLDIDTRGACEAKCEKEGEKGVCHGTKCKCGKPRAYD-

[JAV48322.1]




71

APENDICE E — Putativas venom proteins de Hadruroides lunatus

Putativas venom proteins (VPs) identificadas nas glandulas de veneno do escorpido Hadruroides lunatus. Os nimeros de acesso no GenBank serdo

indicados entre colchetes. Os peptideos sinais foram inferidos usando ProP 1.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?ProP-1.0) e sao

mostrados em negrito e sublinhados. As correspondéncias mais proximas e classes putativas foram encontradas usando bancos de dados BlastP

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Identida Similarida

Componente Sequéncia Match e classe putativa Cobertura E-value de de

MESKLHILMMLLITEAFLPSNAYDETPRLMIYKQKHCVIGNSDCDLKKVQKHMITM
FNGARDYVAVGQKGPKGTNMLQLEWEERLGNKAQEYAEACLKKFDGEKCEVPGEE
EFDGEVNISVLKFDANKVGAGIYGRMSNIIQYWSYKKDKFDESTLVGLIKSYDISRIES Putative venom protein

Hl VP1 KKQKEVHEWANAVRATTWKIGCGVADFIYEPPLKFIEVVICYFANYKLQKGDELYK Superstitionia donensis 99% 2e-111 42.30% 59%

[ LGNPCTGCPEETTCGTAQFSNALCVANKGSSPVTTNTYILQEDRPKSTDLQVEKRIIW [JAV45662.1]

SCSAESYSENCRPEHPCAAYWQIGEDERFMQVIVSGKCTSANMFQKEIQIDEPACFEF
EYFKKPTSDSELSSTVTGFVFQSDGDGIVKVTTGEDTDDWTEIKLDIPWSKTTVQVGV
SVRSRSTGDGKQGIKVRKFSIFAGKCQ-
MESKLHILMMLLITEAFLPSNAYDETPRLMIYKQKHCIGNSDCDLKKVQKHMITVF
NGARDYVAVGQKGPKGTNMLQLEWEERLGNKAQEYAEACLKKFDGENCEVPEEEE
FDGEVNISVQKFDANKVGAGIYGRMSNIIQYWTYKKDTFDESTLVGLIKSYDISRIES Putative venom protein

HI_VP2 KKQREAHEWANAVRATTWKIGCGVADFIYEPPLKFIEVVICYFANYKLQKGDELYK Superstitionia donensis 99% 9e-113 42.53% 599

(1 LGNPCTGCPEETTCGTAQFSNALCVANKGSSPVTTNTYILQEDRPKSTDLQVEKRIIW [JAV45662.1]

SCSAESYSENCRPEHPCAAYWQIGEDERFMQVIVSGKCTSANMFQKEIQIDEPACFEF
EYFKKPTSDSELSSTVTGFVFQSDGDGIVKVTTGEDTDDWTEIKLDIPWSKTTVQVGV
SVRSRSTGDGKQGIKVRKFSIFAGKCQ-
MESKLHILMMLLITEAFLPSNAYDETPRLMIYKQKHCIIGNSDCDLKKVQKHMITVF
NSARDYVAVGQKGPKGTNMLQLEWEERLGNKAQEYAEACLKKFDGEKCEVPEEEE Putative venom protein

HI_VP3 FDGEVNISVQKFDANKVGAGISGRMSNIIQTWTYKKDTFDESTLVGLIKSYDISRIESE Superstitionia donensis 99% 26-113 42.53% 59%

(1 KQREAHEWANAVRATTWKIGCGVADFIYEPPLKFIEVVICYFANYKLQKGDELYKL
GNPCTGCPEETTCGTAQFSNALCVANKGSSPVTTNTYILQEDRPKSTDLQVEKRIIWS
CSAESYSENCRPEHPCAAYWQIGEDERFMQVIVSGKCTSANMFQKEIQIDEPACFEFE

[JAV45662.1]
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YFKKPTSDSELSSTVTGFVFQSDGDGIVKVTTGEDTDDWTEIKLDIPWSKTTVQVGVS
VRSRSTGDGKQGIKVRKFSIFAGKCQ-

Hl_VP4

METKLHILTMLLITEAFLPSNAYDDTPLLMVYKQEPCIIGNSDCDLKKVQRHMINEF
NHARAYVASGLKGPKATNMLQLQWEERLGNKAQKYAETCLKKFNGEKCEVPGEAE
FDGEVNISVLKSYEKKLSPTIYSRMGSLIYYWTYKKHKFNESTLIGLIKSYDISRIESKK
QREMHEWANAVRATTWKIGCGVADFINESPLKFIEVVICYFANYKLQKGDELYKLG
NPCTGCPEETTCGTAQFSNALCVANTGSSPVTTNTYILQEDRPKNLQAEKHVIWNCS
AEDYSENCRPEHPCAAYWQIGENERYMEVTVSRKCTSANMFQKEIQIDEPACFEFEY
FKKPTSDSELSSTVTGFVFQSDGDGIMKVTAGEDTDDWTKIKLDIPWSKTTVQVGVS
VRSRSTGDGKQGIKVRKFSIFAGKCQ-

Putative venom protein
Superstitionia donensis 99%
[JAV45662.1]

4e-115

43.22%

60%

HI_VP5

MESKLNIFTMLLIIEAFLPSNAYDDTPRLMIYKQKHCIIGNSDCDLKKVQKVMMQV
FTTARDNVASGLKGPKATNMLKLQWEERLGNKAQKYAETCLKKFSGEKCEVPGEA

EFDGEVNISVLKSYEKKLSPTIYSRMGSLIYYWTYKKHKFNESTLIGLIKSYDISRIESK
KQREMHEWANAVRATTWKIGCGVADFINESPLKFIEVVICYFANYKLQKGDELYKL

GNPCTGCPEETTCGTAQFSNALCVANTGSSPVTTNTYILQEDRPKNLQAEKHVIWNC

SAEDYSENCRPEHPCAAYWQIGENERYMEVTVSRKCTSANMFQKEIQIDEPACFEFE

YFKKPTSDSELSSTVTGFVFQSDGDGIMKVTAGEDTDDWTKIKLDIPWSKTTVQVGV
SVRSRSTGDGKQGIKVRKFSIFAGKCQ-

Putative venom protein
Superstitionia donensis 99%
[JAV45662.1]

3e-115

43.55%

61%

HI_VP6

MELILFVIAILVKFGAFVSNSISNENPPVLMFNDRRWENCVISNPECRLNLVHEALIE
NSNFERSRVAGGDQGIAPAANMLMMEWDDDLAEKAQRYAERCLISNAYCLPPDDY
EFDGESNIY VGHLNKQSGSMSNRIKELVSMWARTSIFYDDKEKLNRLLKSYDDSDSK
TDYHEWANAVRATNWKMGCGLADFVTSLTSADFTEVVVCFYRNYKLKNQDEIYKV
GTPCSGCPLGTRCSVKEEYKNLCRVDKGNCPITRNNFRPDRLCLQNPLLGRETVWKC
ASEDETEKCKSESACSNSWEVYPDENYKKITVSGICTSASMFRKEITVDGPSCFTFEYF
KKPTGNRQFSSEITGFILQTRGAKSQKVIVYEDTDKWTKVKLDINWTRTPLQVGISVR
SRSEQTTAEQDIKVRNFMITTGYCSDI-

Putative venom protein
Superstitionia donensis 99%
[JAV45662.1]

le-134

46.50%

63%

HI_VP7

MTSOQIVEMLAAWLMYVIRYASSDNICDEKYLNITLEHTMCKDINESCHFIRNKGKVY
ERQLLRTHNMIRNSIKRFIGKEYLLPSNMEIMEWDDELYEMARIHSHQCTEEPDCNLC
HQIGTFPVEQNFAVKTYSFSDVKDNGPVRRFQTVIKEWAAELQLFDPVIVSNFTNIDG
KPTNWTNILRATTLY VGCASMNFHTNDPNTFKEVYVCNYGPADLTDGEVIYKTGGG
PCSDCEDNGICDSEFRNLCVPSDIDINITEINFPGKENTIVENYTMIVTKYLPNEEFRETS
VKEENGSEKPAVDEVTSTSVEESSFVEKGYTIEESSFINEGYTIEEVTNLRKREILPLLP
KLLNYGAKKNAA-

Cysteine-rich secretory protein
Hadrurus spadix 98%
[JAV48225.1]

4e-130

55.32%

67%

HI_VP8

MNASYFVPLLLALWEFSPTEQLPSCHTNELNVCMLPSVLRSRGSLLPRNESEIISACKI
WSKSWDCFDNYISNCLSDIHRMLAEVVLQQSRIGFKEFCDPNSKLRTELQKNLPCSSD
AVTLTLQTCTDNLESIIHMVAGDNAEDRVNAACCYFQRGYHCLKRNTEKLCRKGSF

Uncharacterized protein
Centruroides sculpturatus 96%
[XP_023209998.1]

6e-43

34.51%

55%
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NVLRKAMSFFQVDTAETICEFHNPDDEMCKDYLSRNVPAPSEEASYLARISAQYLRY
LQ-

MNASYFVPLLLALWFSPTEQLPSCHTNELNVCMLPSVLRSRGSLLPRNESEIISACKI
WSKSWDCFDNYISNCLSDIHRMLAEVVLQQSRIGFKEFCDPNSKLRTELQKNLPCSSD

Uncharacterized protein

HI_VP9 AVTLTLQTCTDNLESIIHMVAGDNAEDRVNAACCYFQRGYHCLKRNTEKLCRKGSF Centruroides sculpturatus 96% 8e-43 34.51% 54%
{ NVLRKAMSFFQVDTAETICEFHNPDDEMCKDYLSRNVPAPSEEASYLARIGAQYLRY [XP_023210000.1]
LO-
MNASYFVPLLLVLWFSPTEQLPSCHTNELNVCMLPSVLRSRGSLLPRNESEIISACKI
L VPL0 WSKSWDCEDNYISNCLSDIHRMLAEVVLQQSRIGFKEFCDPNSKLRTELQKNLPCSSD Uncharacterized protein
- AVTLTLQTCTDNVESIIHMIAGDNAEDRVNAACCYFQRGYHCLKRNTEKLCRKGSFN Centruroides sculpturatus 96% le-42  34.51% 55%
{ VLRKAMSFFQVDTAEAICEFHNPDDEMCKDYLSRNVPAPSEEASYLARITAQYLRYL [XP_023209998.1]
Q_
MNSSFLLIVVAAFAVQVSKQDSCHLRELDLCVATAIVQYRDSPVPQNEQQMNEQCN Venom protein
HI VP11 VGKETIDCIKNFTSKCATPLQREVITFATQGAQASFDKYCTPGSDLRK TILERSECLAQ Hadrrns spadi 100% le125 71.49% 84%
i AWEEQRSCMTDAQAAIESVSDAPVDKRLDVLCCTYRRYRACGTEIARKKCGEGVDG IAVAT6%A 1]
FINEMTGLVVANLPNLICNDCGNDSTKCSGLLPAPGTQPK GSSSDSPIAQLLGIYLN-
MKSSFVLIVVAAFAIQVSKQDSCHLRELDLCVATAIVQYRDSPVPQNEDQMNEQCN Venom protein
HI VP12 VGKETIDCIKNFTSKCATPLQREVITFATQGAQASFDKYCTPGSDLRKSILERSECLAQ Hadrrns spadi 100% 6126 71.05% 85%
i AWEEQRSCMTDAQAAIESVSDAPVDKRLDVLCCTYRRYRRCGTEIARKKCGEGVDK IAVAT6%A 1] :
FINEMTGLVVANLPNLICNDCGNDSNKCSGLLPAPGTQPKGSSSDSPIAQLLGIYLN-
MKSSFVLIVVAAFAIQVSKQDSCHLRELDLCVATAIVQYRDSPVPQNEDQMNEQCN Venom protein
HI VP13 VGKETIDCIKNFTSKCATPLQREVITFATQGAQASFDKYCTPGSDLRKSILERSECLAQ Hadrurus spadis 100% o126 71.05% 85%
i AWEEQRSCMTDAQAAIESVSDAPVDKRLDVLCCTYRRYRRCGTEIARKKCGEGVDE AVATESA 1] :
FINEMTGLVVANLPNLICNDCGNDSTKCSGLLPAPGTQPK GSSSDSPIAQLLGIYLN-
MKSSFVLIVVAAFAIQVSKQDSCHLRELDLCVATAIVQYRDSPVPQNEDQMNEQCN Venom protein
HI VP14 VGKETIDCIKNFTSKCATPLQREVITFATQGAQASFDKYCTPGSDLRKSILGRSECLAQ Hadrurus spadis 100% o126 71.05% 85%
i AWEEQRSCMTDAQAAIESVSDAPVDKRLDVLCCTYRRYRRCGTEIARKKCGEGVDE UAVATESA 1]
FINEMTGLVVANLPNLICNDCGNDSTKCSGLLPAPGTQPK GSSSDSPIAQLLGIYLN-
MKTSFVLIVLAALAIQVSKQDSCHLRELDLCVATAVVSLRDSPVPQNEEQMNEQCN ZEZ;;;ZTS;Z{;E[E: 9% o105 67.84% 85%
L VPLs VGKETIDCIKNYTAKCTTRLQREVITFATQGAQGTFDKYCTPGSDLRKSILEKSECLA (AOF40220.1] :
- QAWEEQKSCMSDAQAGIESINEAPVDKRLDVLCCTYRRYRRCGTEIARKKCGDGAE
{ SFMDEMASLVVANLPQLVCNDCENDSAKCSGLLPTPGTKPKGSSSDSPIAQLLSVYL Venom protein
N- 100% 8e-121 67.54% 82%

Hadrurus spadix
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[JAV47654.1]

Venom peptide HtC16x

MKTSFVLIVLAALAIQVSKQDSCHLRELDLCVATAVVSLRDSPVPQNEEQMNEQCN Hadogenes troglodytes 99% 4e-104  67.40% 85%
L VPl VGKETIDCIKNYTAKCTTRLQREVITFATQGAQGTFDKYCTPESDLRKSILEKSECLA [AOF40220.1]
0 QAWEEQKSCMSDAQAGIESINEAPVDKRLDVLCCTYRRYRRCGTEIARKKCGDGAE
SFMDEMASLVVANLPQLVCNDCENDSAKCSGLLPAPGTKPKGSSSDSPIAQLLSVYL Venom protein
N- Hadrurus spadix 100% 8e-120 67.11% 82%
[JAV47654.1]
Venom peptide HtC16x
Hadogenes troglodyte: 0 - 28° 0
MKSSFVLTVVVAALAIQVSKQDSCHLRELDLCVATAIIQFRDSPVPQNEDQMNEQC “ E’Aggﬁog% (l’]y fes 92% 9e-106 70.28% 85%
HI VP17 NVGREVIDCIKNFTNKCASPLQREVITFATQGAQASFDKYCTPGSDLRKSILERSECLA :
i QAWEEQRSCMTDAQAAIESVSDAPVDKRLDVLCCTYRRYRTCGTEIARKKCGEGVD N o
enom protem
GFINEMTGLVVANLPNLICNDCGNDSTKCNGLLPAPGTQPKGSSSDSPIAQLLGIYLN-
Q Q Hadrurus spadix 100% 7e-123  69.87%  83%
[JAV47654.1]
MKIVLVILVTVAVVQVSRODSCHLRELDLCAATAVVAFRDSPVPKNEEEVEEQCKV
L VPS GREAYECVTNYTNKCASKLQRELISFVSEGAHASFNEYCTPGSDIRKSILERSECLSQT Venom protein
y WEEQRSCMTDAQAGVESVNDAPVDKRLDVLCCAYKRYRKCGLEIARKNCGNDVEG Hadrurus spadix 99% 2e-114  64.91% 82%
WLHRITGLVVSNLPDMICNNCEDDDAKCNSLLPAPGTKPRGSSSDSAIGQLLGIYLNN [JAV47654.1]
MKTILLLLVAISLVQVSRQDSCHLRELDLCVATAIIAFRDSPVPQNDEQVEEQCKVG Venom srotein
HI VP19 REAHECVSNY TNKCASQLQRELISFVTEGAHASFKEYCTPGSDLRKSILERSECLSKT o dmmf o 999, bedl3 64.91% 819
i WEEQRSCVSDAQAGIESVSDAPVDKRLDVLCCAYKMYRKCGLEIARKNCGNDVEN AVATE 5’; 1 ° T °
WLHTITQLLTSNLPDMICNNCEDKDAECNVLLPAPGTKPK GSSSDSAIGQLLGIYLNN- :
MKTILLLLVAISLVQVSRQDSCHLRELDLCIATAVIAFRDSPVPQNDEQVEEQCKVG Venom srotein
HI VP20 REAHECVSNY TNKCASQLQRELISFVSEGAHASFKEYCTPGSDLRKSILERSECLSKT o dmmf o 99 3112 64.04% 819
i WEEQRSCVSDAQAGIESISDAPVDKRLDVLCCAYKMYRKCGLEIARKNCGSDVENW AVATE 5’; 1 ° Ve °
LHTITQLLTSNLPDMICNNCEDKDAECNVLLPAPGTKPK GSSSDSAIGQLLGIYLNN- :
MVYMKTCCCCFDTKNGSIACGVYTMILKIHAIALIIVIAQNKVLKEQTVSLGLDPD Venom protein
HI VP21 VGVVRGVMIFYLVKCVIFVAFCGLLIY GVKNDRPGFLIPWVVAMSVEVAFNIITLIA
- Q Hadrurus spadix 93% 6e-92 80.35% 91%

tl

VIIVAALAEKVAIAATICTVFAMAFNIAFVIYMILCVESQRKLLTQGSSSPPAYAAKIN
MSKATMISIPV-

[JAV47716.1]
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MVYMKTCCCCFDTKNGSIACGVYTMILKITAITALITVIAQHKVLKEQTVSLGLDPD

Venom protein

HI*EPZZ QVGVVRGVMIFYLVKCVIFVAFCGLLIYGVKNDRPGFLIPWVVAMSVEVAFNIITLIA Hadrurus spadix 100% 8e-92 80.35% 91%

VIIVAALAEKVAIAATICTVFAMAFNIAFVIYMILCVESQRKLLTQGSSSPPAYAAKM- [JAV47716.1]

HI VP23 MVYMKTCCFCFDTKHGSMVSGIYTLVLKITAIFVOIFVLAYYNVISERLVEQGFDP Venom protein
*[] KLLQVFRGMIIFFLVQSIIIVFFSCLLLY GTRNDRPGYLIPWIVAMSIEVALNFIILIKIIL Hadrurus spadix 100% le-55 55.49% 71%

AIVAKNTDVLLTVAVVLIMVCDIAFVIYMILCVESHRKLLVENSSKPKSSEAKM- [JAV47716.1]

HI VP24 MKLAASTIFILCLIGGNFGEKDYPECNVGDCVCNHIRCIASNISKSTIENEIYECCRFA Venom protein
*[] IRKDHGGDLDMDECWKREGFFETPYCSSILPANCTDENWLYFLMAVGFNNVLFTRV Hadrurus spadix 100% le-45 44.51% 62%

RQRAPLPACDFRCETYTEKYIKAVLELCKTDKIPQIETICFLYRTLYG- [JAV47653.1]

HI VP25 MLLAASTILLYLIGGNFGEKDNPKCSVDDCICNDIRCTASNISKSTIENEIYRCCKFAI Venom protein
*[] RKEQGEDLDMDECWKREGFFDTTHCSKILSTECEKQKLFYFYVASGTSRIFFRKIREL Hadrurus spadix 99% 6e-47 42.86% 65%

APLPACEYKCDLYIEDYIKAVVELCRQGTIPEIETICFLYRTLYD- [JAV47653.1]

HI VP26 MMLLATSTIFVLCLIGRNFGENDYPECTVGDCVCDNIRCVASNISKTTDMDECRKR Venom protein
*[] EGFFDTPYCSRILSSNCGDEKLYYFLMATGDNGDFFERVRELAPLPASGHKCDMYTK Hadrurus spadix 100% 7e-39 43.90% 54%

DYIKAVVELCKTNTIEEIQTICFLYRTLYG- [JAV47653.1]

HI VP27 MKPNPFLSHIAIAIMFLFGSTFSEELNEEHWKFICNSSRETIRELVHCFRNLASKLTV Venom protein
—[] EWYKVFADCMKMDLISITQLFCVMKHSTMPNPKKKQFVSCHKKASEEKPHFRDNQT Hadrurus spadix 90% le-17 36.51% 56%

DPMIIGCVESHMTFRKANRY- [JAV47685.1]

HI VP28 MKPNPFLSHIAIAIMFLFGSIFSEELNEEHWKFICNSSRETIRELVDCFRNLASKLTVE Venom protein
—[] WYKVFADCMKMDLISITQLFCVMKHSTMPNPKKKQFVSCHKKASEEKPHFRDNQTD Hadrurus spadix 91% 4e-18 36.51% 57%

PMIIGCVESHMTFRKGK- [JAV47685.1]

HI VP29 MKPNPFLSHIAIAIMFLFGSIFSEELNEEHWKFICNSSRETIRELVDCFRNLASKLTVE Venom protein
—[] WYKIFADCMKMDLISITQLFCVMKHSTMPNPKKKQFVSCHKKASEEKPHFRDNQTD Hadrurus spadix 91% Se-18 36.51% 57%

PMIIGCVESHMTFRKGK- [JAV47685.1]

HI VP30 MKPNPFLWHIAIAIMFLFGSIFSEELNEEHWKFICNSSKETIRELVDCFRNLASKLTV Venom protein
—[] EWYKVFADCMKMDLISITQLFCVMKNSTMPNPKKKQFVSCHKKASEEKPHFRDNQT Hadrurus spadix 93% 3e-17 34.11% 56%

DPMIIGCAESHMTFRKGK- [JAV47685.1]

HI VP31 MYALQGFVFSLFFCCLLAEPWTDLAKRFCAKTCDRGPYLMCIESRLPKTVDTFRKC Venom protein
- VDIKEGLGTWKQSADYFCNQDTDEEFAYVLECTIQALKMEYKDQKVKELVDECLT Hadrurus spadix 100% 2e-13 31.03% 51%

[

KHQC-

[JAVA47680.1]
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MYALQGFVFSLFFCCLLAEPWSDLAKRFCAKTCDRGPYLMCIESRLPKTVDTFRKC

Venom protein

HL VP32 VDIIKEGLGTWKQSADYFCNQDTDEEFAY VLECTIQALKMEYKDQKVKELVDECLT Hadrurus spadix 100% le-13  31.03% 51%
{ KHQC- [JAV47680.1]
VP33 MYALQGFVFSLFFCCLLAEPWTDLAKRFCSKTCDRGPYLMCIESRLPKTVDTFRKC Venom protein
0 VDIIKEGLGTWKQSADYFCNQDTDEEFAY VLECTIQALKMEYKDQKVKELVDECLT Hadrurus spadix 100% 4e-13  30.17% 51%
KHQC- [JAV47680.1]
- MYALQGFVFSLFFCCLLAEPWTDLAKRFCAKTCDRGPYLMCIENRLPKTVDTERKC Venom protein
- VDIIKEGLGTWKQSADYFCNQDTDEEFAY VLECTIQALKMEYKDQKVKELVDECLT Hadrurus spadix 100% 9e-14  31.03% 52%
{ KHQC- [JAV47680.1]
L Vp3s MNNVQIAVGLLYLSLSICVLSVEGQSSCCASAKPSTLNFAVRYCLPHCDRAKVIQC Venom protein
0 GMERAPEGLKIHLACIRLLYPDLEESLLDDYVCNRTSEKKKAMKSCCFARAIELEDEE Hadrurus spadix 89% 0.001  27.50% 41%
KGTNYVSVTEQCLTEAGCQ- [JAV47690.1]
L VP36 MNNVQIAVGLLYLSLSICVVSVEGESSCCASAKPSTLNFAVRYCLPHCDRAKVIQCG Venom protein
y MERAPEGLKIHLACIRVLYPDLEESLLDEY VCNRTSEKKKAMKSCCFARAIELEDEEK Hadrurus spadix 69% 0.001  28.72% 45%
GTNYVSVTEQCLTEAGCQ- [JAV47692.1]
il Vp3s MKVFVFLLAFFVAVSARFHEDPLCSASTDVVNKYIECMRANYRPAFDMALTCSREL Hypothetical protein
- GANAMADFIQFSCGKRLASKEQELKYGSCLNRSINPSAAISEDELSKMVESCRRASLL Opisthacanthus cayaporum 92% 2¢-36 57.01% 69%
{ PQ- [CAX51393.1]
Venom protein
Hadrurus spadix 100% 8e-66 83.49% 96%
JAV47655.1
HI VP38 MSLIIFVVFVLSIDVAIFCLNDDFADRIRVEITPSAQFNRKCWLNVATQLQDSETLHDI [ ]
i SRCEKKECRLIDERSYIVKYSCIHKLPTECALRHHGEY FPHCCPK SSSCK- .
Venom peptide HtfTx 1
Hadogenes troglodytes 100% 4e-65 83.49% 96%
[AOF40195.1]
HI_VP39 MFALKLSVLFTIILFLAMSPTSETRLNSTGVNCTAVCMETGYHGTQGACKCGFKVF Venom protein
—[] W Hadrurus spadix 86% 9e-10 41.27% 63%
[JAV47712.1]
HI_ VP40 MFALKLSVLFTIILFLAMSPTSETRLNSTGVNCTAVCMETGYHGTQGACKCGFKVF Venom protein
- T — Hadrurus spadix 86% 2e-09 41.27% 63%

[

QRKQRRQAAAQEADSKI-

[JAVA47712.1]
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Venom protein

HI VP41 MFALKLSMLFTILFLAMSPTSETRLNSTGVNCTAVCMESGYHGTLGICKCGFKFH . . , .
i KESRSYKDDDRLLPRKLIQKYSLSFRETRGRFNRRFDEPLI- ﬁ?i@;‘;;ﬂ“f]’x 100% Je-18 - 41.24% 61%
Venom protein
HI VP42 MWKTIICFAVLLSSVCTGEEDQEGGRIINLLLSDDGRKTLQCWFTYTESYLPGADT . . , .
i TAKLAAQVQLCDCMKKAIAGNR- H[‘J’ir\ljf:;‘;‘g;“f]’x 100% Te-34 68.35% 82%
Venom protein
Hadrurus spadix 96% 2e-18 48% 64%
AV47661.1
HI VP43 MYKIAIVCLIVMSFLSFCIGENNSEEGRTIPLIFSEEGRKVLSCLGSFIFTYRPGDDAK [JAV47661.1]
i VKSENQVKLCDCLQKATTA- -
Putative toxin
Didymocentrus krausi 100% 3e-15 46.15% 64%
[AZL95822.1]
HI VP44 MKLKTVLVVFLICHAADLVVARRCFPRTRTRITRIIHTVPK VLRIVKIIK TAKRIKKLR Hypothetical protein . . .
N NIRRRIRRCRWITLRG. Pandinus cavimanus 84% 6e-07 56.72% 70%
[AEX09189.1]
Hypothetical protei
HI VP45 MKLKTVLVVFLICIHAADLVVARRCFPRTRTRITRITHTVPKVLRIVKIIK TAKRIKKLR yporictical profein . . .
0 NIRRRIRRCRWVTLRG- Pandinus cavimanus 84% 6e-07 56.72% 70%
[AEX09189.1]
HI VP46 MKLKTVLVVFLICHAADLVVARRCFHRTRTRITRIIHTVPK VLRIVKITK TAKRIKKL Hypothetical protein . . .
0 RNIRRRIRRCRWITLRG- Pandinus cavimanus 84% 1e-06 56.72% 70%
[AEX09189.1]
HI VP47 MKLKTVLVVFLICHAADLVVARRCFHRTRTRITRIIHTVPK VLRIVKITK TAKRIKKL Hypothetical protein . . .
0 RNIRRRIRKCRWVTLRG- Pandinus cavimanus 84% 2e-06 56.72% 70%
[AEX09189.1]
HI VP48 MKLKTVLVVFLICIIAADLVVARRCFPRTRTRISRITHTVPK VQRIVKIIKTARRIRKLR Hypothetical protein , . .
0 NITRRIRKCRWVTVRG.- Pandinus cavimanus 92% 3e-06 56.16% 68%
[AEX09189.1]
Hypothetical protein
HI_ VP49 MKLKTVLVVFLICHAADLVVARRCFPRTRTRITRIIHTVPKVQRIVKIIKTARRIRKLR e 92%% 3006 56.16% 63%

[

NITRRIRKCRWVTVRG-

[AEX09189.1]
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Hypothetical protein

LRIVKIIKTAKRIKKL
Hl VP50 rﬁg;\;;gt%\l]ﬁggéDLVVARRCFHRTRTRITRIIHTVPKV Pondinus cavimanus 2% 7006 54.79% §9%
. ) [AEX09189.1]
HI VP51 MKTAIVVVAAALISLASTQGPPPPPSGPPQINWGKCESLKPTDSEKEEKKKVIDECLK Secreted protein
- ENPPPSGEAENPEQIAKHHEKITVCALKKEKWLTEAGPYDFDRAYKELEPKVPKEIKE Hadrurus spadix 100% le-78 77.71% 87%

tl

TIAKEHEGCQNEAKEKVPDDFAGQAQLYQACMDFHVSEQCGIQVVPPPRP-

[JAV47832.1]
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APENDICE F — Putativas enzimas de Hadruroides lunatus

Putativas enzimas identificadas nas glandulas de veneno do escorpido Hadruroides lunatus. Os nimeros de acesso no GenBank serdo indicados

entre colchetes. Os peptideos sinais foram inferidos usando ProP 1.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?ProP-1.0) e sdo mostrados em

negrito e sublinhados. As correspondéncias mais proximas e classes putativas foram encontradas usando bancos de dados BlastP

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Identida Similarida

Componente Sequéncia Match e classe putativa Cobertura E-value de de

MHSVETCSSYFHPFHSAQLFFRRREMYLGVVFLHLVIVVAVESGIVDIICTVDEDE

VFSKAESITADYVQFRLYTTSDRSNFKLLSSREDIEQSAFNPYLQTIFIVHGYQSSPGNT

GFISLKDFSLMVDNFNIIVDWSMGASEEYMPHAIRNAFASARKVASFIELLVTSGTTL

NRIQLIGFSLGAQLVSFVGKQIDKVGRITALDPAGPCFSLYSNNHRLHYTDAEFVDVII Phospholipase Al
TNGDGLGLMRPTGHVNFVVNGGKTQSECGAVVLQNFRTSHSYQELYVDSCSHHRA Hadrurus spadix 93% 0.0 60.17% 74%
LQLYTDSLWSVSCKLVGYSCSSYEAFLKGECTDCGENGDKCALLGHEAIKYKPKIRN [JAV47955.1]
ETKVFYLKAASESPYCLYYYPVSVKIKDSNSSEGQTGVLYIALQGSQHETMKLLNQGI

FSQTFEPGEEYVYLLTLPTDIGDLSLIKLLWVRTSGGSSDTYWLDVDSVKISSMNGSK

DTHSIVFKACRRFPLYSGIPRTFHTEKFVNERCLQ-

HI PLAL
]

MKYYIYIFCFLPCLVMALPARNVSVSWDPQNGAFSLHDSVVNDWLAWASFTNEIN
TTGWSYLEVHTSEYYKDSYQAYGAGLVEGYVTSDLIKLHWNNLYADYCDGEKAYC
NRLQKFLETNLDFLNDQIKDNRKTSYWHQVALVLEQVKGLQDGYNNTPSQPSTRPSI
FGPLFFNLFGDLEDLEAVLNKTVKKRMLGSGHCSGLVKLLPGNKDLYVAQDSWNTY
HI_PLB NSMLRILKKYVMPLRTSLSTDSKRISGHTMSFSSYPATVFSGDDFYIISSRLIALETTIG
(1 NSNSSLWKFVTPNNTVLEWIRNIVANRLAKSGSTWTYIFSQYNSGTYNNQWMIVDY
NRFFPGNPPRKGTLWVLEQLPGHIERKDQTKHLLNTTYWPSYNTPFYPDIFNLSGASV
NVKKYGDWFTYDKTPRALIFKRDHKKVKDLTSMMKLMRYNDYKNDNLSRCNCTPP
YSAENAIAARSDLNPPNGTYPFPSLGHRSHGAIDMKLTNYFMHMKYHFVAYGGPTY
DQQPPFQWSKSDFIHEHHSGQPDLWKFKPVVHQWLSDN-

Phospholipase B
Hadrurus spadix 100% 0.0 81.24% 90%
[JAV47950.1]

MAENGVTSSGVSSRIEEALKDLSKGCMLYKVKSGKRAFRRKFYVDFQNMTLKHNSH Phospholipase C delta
RKAGFCRRAPEYVDLYDVEEIRTGWNTDVFNQIEAKVRKSEKATAMHQDDKCFSLV Hadrurus spadix 99% 0.0 87.35% 93%
INATHFTLDLVAPSKEKRDLWVEGLRHLLAMCQNVHREEEYNRWLKEQFRRADGN [JAV47949.1]

HI_PLC
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NNGSLNFKECLTLLGQLNISMDKSHAKRLFDEANFRKLKLDDEDALDPEEFVRFFHS
LQSRPDAETLFKEYNANNSTIMGPEELMNFLHKEQKMTKINLEDCKNLIERYEPDKS
KLEGYLSIRGFIQMLLSKDHAIFALDHNFVFQDMDQPLCNYYIASSHNTYLIQDQLLG
DSSVEGYNRALEQGCRCVELDCWDGPNDEPVVYHGYTLTSKVLFRDVLDAIRLTAF
KASQFPVILSLENHCSVKQQIKMAEHLVNILGEYLHADPVKSEETELPSPSSLARKILI
KNKKLADKTQTKPEDSDSEEDLPDAGEDGKKLAREKPKTDGKLAVELSELVNY VKA
CSFKGFEEAKKKWKFYEMASFQETKAETFAQEQGKDY VEYNKEHLARIYPKGSRTD
SSNYDPVQFWNVGCQIVALNYQTYDDPMFINQAFFAQNGGCGYVLKPEFLCKGVDY
DPQHPPSDKYKETLIKIISGQHIPKPDEDFEGEVIDPY VIVEVRGHPSDETKHSTSYIQN
NGFNPRWNETFTIPLCLPQLAIILFTVKDESKYGKNLVLGRYAIPYTAMAEGYRHIHL
LNDFRQPMIPATIFVHITKRKDK-

Venom toxin

MGVHILLPITALIAVATALSTETELYLNFEPLPGQRDGWPMTRAVRMQFRRSEEGER Hemiscorpius lepturus 98% 2e-115 67.08% 80%
HI PLA2 1 ESRSFEGCQILESLDAIMKEVSRTPRY AIQRISKDEMESFERRCERMGDVERTVWGTK [API81339.1]
- - WCGAGNESKSYNDLGYFNNVDSCCRDHDHCENIPAGETKYGLKNAGSYTMMNCKC
{ EDAFKKCLDAIPGYWSSKAVAGVKAVYFNLYGNGCYNVKCGAGRSARRADCVAK Phospholipase A2
YTGESGLGSKLLNAVGR- Hadrurus gertschi 98% 7e-105 64.44% 76%
[POC8LI.1]
Venom toxin
MGVNILLPITALIAVATALSTENELYLNFEPLPGQRDGWPMTRAVRMQFRRSEEGE Hemiscorpius lepturus 98% Se-116 67.49% 80%
HI PLA2 2 RESRSFEGCQILESLDAIMKEVSRTPRYAIQRISKDEMESFERRCERMGDVERTVWGT [API81339.1]
- - KWCGAGNESKSYNDLGYFNNVDSCCRDHDHCENIPAGETKYGLKNAGSYTMMNC
{ KCEDAFKKCLDAIPGYWSSKAVAGVKAVYFNLYGNGCYNVKCGAGRSARRADCV Phospholipase A2
AKYTGESGLGSKLLNAVGR- Hadrurus gertschi 98% le-105 64.85% 76%
[POC8LI.1]
Venom toxin
MGVHILLPITALIAVATALSTENELYLNFEPLPGQRDGWPMTRAVRMQFRKSEEGE Hemiscorpius lepturus 98% 9e-116 67.49% 80%
HI PLA2 3 RESRSFEGCQILESLDAIMKEVSRTPRYAIQRISKDEMESFERRCERMGDVERTVWGT [API81339.1]
- - KWCGAGNESTSYNDLGYFNNVDSCCRDHDHCENIPAGETKYGLKNAGSYTMMNCK
{ CEDAFKKCLDAIPGYWSSKAVAGVKAVYFNLYGNGCYNVKCGAGRSARRADCVA Phospholipase A2
KYTGESGLGAKLMNAVGR- Hadrurus gertschi 98% le-106 65.69% 76%
[POC8LI.1]
MGVHILLPITALIAVATALSTENELYLNFEPLPGQRDGWPMTRAVRMQFRRSEEGE Venom toxin
HI PLA2 4 RESRSFEGCQILESLDAIMKEVSRTPRYAIQRISKDEMESFERRCERMGDVERTVWGT Hemiscorpius lepturus 98% le-116 67.90% 80%
- - KWCGAGNESTSYNDLGYFNNVDSCCRDHDHCENIPAGETKYGLKNAGSY TMMNCK [API81339.1]
{ CEDAFKKCLDAIPGYWSSKAVAGVKAVYFNLYGNGCYNVKCGAGRSARRAACVA
KYTGESGLGAKLLNAVGR- Phospholipase A2 98% 4e-106 65.27% 76%
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Hadrurus gertschi
[POCSLI.1]

Venom toxin

MGVHILLPITALIAVATALSTENELYLNFEPLPGQRDGWPMTRAVRMQFRKSEEGE Hemiscorpius lepturus 98% 9e-114 67.49% 79%
HI PLA2 5 RESRSFEGCQILESLDAIMKEVSRTPRYAIQRISKDEMESFERRCERMGDVERTIWGTK [API81339.1]
- - WCGAGNETANYNELGYFNNLDSCCRDHDTCDNIPAGITKY GLKNEGSYTMMNCKC
{ EDAFKKCLDAIPGFWSSAAISAVKAVYFDLYGNGCYNVKCGAGRSARRADCVAEYT Phospholipase A2
GESGMGAKLLNAVGR- Hadrurus spadix 100% 6e-113 65.98% 78%
[JAV47954.1]
MEMHTVMATVIAVISTAFAQPIENELLVNFEAMPGQRDGWPVVRAVRMQFRKRSE
HI PLA2 6 GREYRTLEGCQILDSLRDIGRIAYSTPRDLIKRITKEEMESFEERCERMGDIERTYLGT Phospholipase A2
- - KWCGAGNEAANYSDLGYLDNIDRCCRDHDHCDNIPKGVTKYGVKNMGAYTLMNC Hadrurus gertschi 99% 3e-99 59.68% 72%
l ECESQFEKCLDAVADEYYWFRKPVEGAINAIKWTYFELYGNGCYKIRCNNRRSVMR [POC8LI.1]
MEECDNPVAVYGGETGWGAKLLNYG-
MEMHTVMATVIAVISTAFTQPIENELLVNFEAMPGQRDGWPVVRAVRMQFRKRSE
Hl PLA2 7 GREYRTLEGCQILDSLRDIGRIAY STPRDLIKRITKEEMESFEERCERMGDIERTYLGT Phospholipase A2
- - KWCGAGNEAANYSDLGYLDNIDRCCRDHDHCDNIPKGVTKYGVKNMGAYTLMNC Hadrurus gertschi 99% 2e-99 59.68% 72%
{ QCESQFEKCLDAVADEYYWFRKPVEGAINAIKWTYFELYGNGCYKIRCNNRRSVMR [POC8LI.1]
MEECDNPVAVYGGETGWGAKLLNYG-
Putative phospholipase
MEMHTVMATVIALISTAFAQPIENELLVNFEAMPGQRDGWPVVRAVRMQFRKRSE Superstitionia donensis 97% 5e-98 58.78% 71%
HI PLA2 8 GREYRTLEGCQILDSLRDIGRIAY SIPRDLIKRITKEEMESFEERCERMGDIERTYLGTK [JAV45694.1]
- - WCGAGNEAANYSDLGYLDNIDRCCRDHDHCDNIPKGVTKYSVKNMGAYTLMNCE
{ CESQFEKCLDAVADEYYWFRKPVEGAINAIKWTYFELYGNGCYKIRCNNRRSVMRM Phospholipase A2
EECDNPVAVYGGETGWGAKLLNYG- Hadrurus gertschi 99% 4e-97 58.47% 72%
[POC8LI.1]
Putative phospholipase
MEMHTAMATVIAVISTAFAQPIENELLVNFEAMPGQRDGWPVVRAVRMQFRKRSE Superstitionia donensis 95% le-96 59.34% 72%
HI PLA2 9 GREYRTLEGCQILDSLRDIGRIAY STPRDLIKRITKEEMESFEERCERIGDIERTYLGTK [JAV45694.1]
- - WCGAGNEAANYSDLGYLDNIDRCCRDHDYCDNIPKGVTKYGVKNMGAYTLMNCE
{ CESQFEKCLDAVADEYYWFRKPVEGAINAIKWTYFELYGNGCYKIRCNNRRSMMR Phospholipase A2
MEECDNPVAVYGGETGWGAKLLNYG- Hadrurus gertschi 99% 5e-98 59.27% 72%
[POC8LI.1]
Hl PLA2 10 MAFIFLFALATLIQLSYSHDTQRELHLNFEPLPSQRDSWPVVRAAVVYKESGARDGF Putative phospholipase 100% 26-90 56.30% 70%

tl

SECRMLTSMNEISREGLALPEDAIKRISKEEMDTLEKRCSNFAEEQRFSFKMIYPGTK

Superstitionia donensis
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WCGPGNIAKDENDLGSLEADKCCRAHDRCDNIGAGSTNY GLKNEGQFTLLNCDCDQ
AFHKCLTDIAKANNEGFFGPTNVLKTTYFSVYAPQCYRLSCRKRSASEDARACSGKW
MSSFNA-

[JAV45696.1]

MAFIFLFALATLIQLSYSHDTQRELHLNFEPLPSQRDSWPVVRAAVVYKESGARDGF
SECRMLTSMNEISREGLALPEDAIKRISKEEMDTLEKRCSNFAEEQRFSFKMIYPGTK

Putative phospholipase

HILPLA2_11 WCGPGNIAKDENDLGSLEADKCCRAHDRCDNIGAGSTNY GLKNEGQFTLLNCDCDQ Superstitionia donensis 99% 2e-90  54.47% 71%
{ AFHKCLTDIAKANNEGFFGPTNVLKTTYFSVYAPQCYRLSCRKRSASEDSRACSGKW [JAV45697.1]
MSSFNA-
MAFIFHLALATLIQLSFSYETQRELHVNFEPLPSQRDSWPVVRAAVLYKGSGARDG
HI PLAY 12 FSECRMLTSISEISREVLAFPEDAIKRISKEEMDTLEKRCSNFAEEQRLGFNMIYPGTK Putative phospholipase
— e WCGAGNIAANETDLGSLEADKCCWAHDHCDNIAVGDTKYGLKNEGSY TLLNCECD Superstitionia donensis 100% 4e-83  54.39% 65%
{ QTFHKCLTDIATANNEGMFGKTNQIKQAYFFFYAPKCYRLSCRKRAVSEDCTGKWM [JAV45696.1]
SSFQA-
MAFIFLLALATLTQLSYSHDTQRELHLNFEPLPSQRDSWPVVRAAVVYKESGARDG
HI PLAY 13 FPECRMLTSMNEISREGLALPEDAIKRISKEEMDTLEKRCSNFAEEQRFSFKMIYPGTK Putative phospholipase
— e WCGPGNIAKNENDLGSLEADKCCRAHDHCDNIGAGSTKYGLKNEGQFTLLNCDCDQ Superstitionia donensis 100% 2e-92  57.14% 70%
{ AFHKCLTDIAKANNEGSFGPTNVLKTTYFSVYAPQCYRLSCRRRSASEDARACSGKW [JAV45696.1]
MSSFNA-
MVLLLLSALGLMIILGYPYPSRRELYINLEPLLNQKESRAVARAAIVTSVSRSEEGKV
L PLAY 14 FSECRMINSMDGIERERNTFLAHEITVSKEEMDAIEKRCSQSAEEERVITFTYKGTKW Putative Phospholipase A2
— e CGPGNLADNFSDLGPLEQLDKCCRAHDHCDNIGNGETKYGVTNYKSYTVLNCDCEE Megacormus gertschi 99% 3¢-88  55.46% 69%
{ AFDKCLQETAKRVNAEEKKATEHVKTLYFENFAHSCYRVYCPNGRSDSNNSCPFPEF [JAW07099.1]
IWKKNYKEL-
MVLLLLSALGLMIILGYPYPSRRELYINLEPLLNQKESRAVARAAIVTSVLRSEEGK
HI PLA2 15 GFSKCRMINSMDGIERERSTFLAHEITVSKEEMDAIEKRCSQSAEEERSFTFTYKGTK Putative Phospholipase A2
— e WCGPGNLADNFSDLGPLEQLDKCCRAHDHCDNIGNGETKYGVTNDKSYTVLNCDC Megacormus gertschi 99% 5e-89  55.04% 70%
{ EEAFDKCLQETAKRVNAEEKKATEHVKTLYFENFAHSCYRIYCPNGMSDSSNSCPFP [JAW07099.1]
NFIWKKNYKEL-
MFCTLWRSDETNVSEIHSFLNVSEGYKMFLPLVFPILLFFRYPSALSLHHERTLTT
HL PLAY 16 ALPLPQEKTLTAYYQKEQNPYMLIGRTGDVIHCHQYEEKKEAERVLAALNLKDAVK Putative Phospholipase A2
— e VTPQRMEGLLKFCVKEERMELPIKKLFIYPGTKWCGVGNDAASDNELGTEKEADSC Megacormus gertschi 77% 2e-104 71% 82%

[

CRDHDHCNDSIPAFSNKHNLTNYSPFTKSNCDCDRRFHQCLGEAKTDAAKIISELYFD
LLRMECFQQKSCSRKESCNDTWQWKFA-

[JAW07086.1]
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HI PLA2 17
]

MKMKCSFOKTFTTVFLLSTCMLIEAGIFDIVDKVLPITTTFFRERNGHRMVETIEFN
TYIGGKKLVDCYLYGHVYIIDKMMEVVPSDIVKEVSKKEMSKLVNTCSDLHVKNFR
NEVFEIVKSPFDIARKIFKSLLIFPGTKWCGAGDVADDYDDLGVYSETDKCCRTHDHC
NDSIAGFETKYSLTNKDFYTKSSCNCDLPFHSCLYEKEAFHSDAVGHLFFNILQTQCF
KEEYPIVKCLKKWGIPLIRETCQKYELDQNGTMKHQFFDAKMYKGKNESPFLKKVLS
H-

Phospholipase A2
Hadrurus spadix
[JAV47992.1]

96%

8e-179

84.53%

92%

HI_PLA2 18
]

MKTSLILFLTMLFVVKCGILDMVDDVLPLTTTFYREKGGHRMVETIEVNTYINGKK
TVDCYMYGDGYIEKMVQLVPADIVKEVDKKTISELVNDCSNLLLNELNNGIFHFVK
SPFDSIRKAFKSLLIFPGTKWCGAGDVADDYEDLGKAEETDKCCRTHDHCNDTIAGF
ETKYELKNKNFYTKSACACDLKFHSCLYEGENLPSDIVGKTFFNILQTQCFQKDYPQ
VECLEKSGIPLIRESCQEYKLDYNGTKKYQFFDAKIYETKSDSSFLERLFSS-

Phospholipase A2
Hadrurus spadix
[JAV47991.1]

99%

de-154

74.10%

84%

HI ACEl
]

MKIYFIFLPLVMAY SPQEDFIDQARLFIYKRNLLGTVAWERVGISIWNSLVGVTETE
NVVAEAPSVENVTISDVPDWIPCDYNTIVHILDLLKDSKNLPDEKDSELYALLDNLTN
TYIDAKVCSYDQRENATCVPSMQMEEIRSSTESRDEEQLLYYWKAWREETGKKMRK
NYEKFIPLKNEESVLNGFKDAGHEWRAHYETECLKEEVDKLWKEIRPLYEELHAYIR
RKLIQKYEGLLKPDGPIPAHLLTY TMEEMWLNIEKFTRPYPEKLTLDITDAMRRRKM
TVMDMAVMADRFYTSLGMKPMTETFWNESILEKPTDRPFDCYPVSLDIGKEGAHRT
RFCSLVRLEDLFIIFHEMGHIHYFLQTDTQPILQYRQPNDGLHEAIGGTVALSALNPEY
LKQIGLLDNVLANKEQDINFLYMMALMRIGSLSHHYMVDKWRWNVEFDGTITNSDL
NKKWWEYRLKFQGHCPSIQRTENDFDAGAMYLVARNVPSVRYFIAGILEFQFHKAL
CDAKGHVGPLHKCTIYNSTKAGDRLTSMLKLGSSVSWRSSIQKITGGASNRIDAKPLL
KFFRPLYKWLKLQNKGHPVGWKSEDPLHCP-

Angiotensin-converting enzyme
Araneus ventricosus
[GBM64390.1]

83%

4e-171

46.72%

65%

Angiotensin-converting enzyme
Parasteatoda tepidariorum
[LAA02259.1]

84%

3e-172

46.64%

65%

HI_ACE2
]

MKTIYGTATLCPYGADATQNCSMTLEEDIKPILEKSTNFDELLHY WKQWRDETGRKI
RGLYAKYVPLANKEAINNGFTDLGAKWRSKYEVENFREKCDELWDKILPLYQHLHA
YVRRKLIGVYGEDKICSDGPIPSHILGGYMMGESLINLLNLTSPYPNKPQTDITPIMQA
RNMSVIDMVKVAEDFFESLGLPSMTPEFWNNSIFERIPGRVMQCHPGSLDLCNGEDF
RIVMCARVSMEDLNIIHHEMGHIEYFMNY AHQPPLFRDGANDGFHEAVGDAIALSVF
TPTHWKAIGFMENVTDDEEQDINALFATALNKIGGAPHLFVVDKWRWDLFNGTIST
DNMNSKWWEYRLKYQGNCPSVVRTELDLDPASLFHVPAEISYSRYFVALILQFQFHK
ALCSAAGHVGPLHKCDIYGSREAGERLKAMLSLGSSKPWPEALKVLTDGAMDDLDV
SPIEYFQPLLDWLKKENKDEFIGWKSDNANICP-

Angiotensin-converting enzyme
Hadrurus spadix
[JAV48379.1]

100%

0.0

73.52%

86%

Hl Peptidase M2 1
]

MSANDFLLELERLRQQLLPLYQQLHAFVRRRLIEVYGEDKIKHNGPIPEHLIGLTPQK
WNKIFDIVNIFESDFDATKAMEKKKMTVSEMVNLAEGFYRSLGIPELDAAFWRDSAF
EKSPKMDACFSEIQEGCAGYGAKIRMCTNATEYYLHLLLQLLGDAHQEKATRALHY
PFQGAANPGFLIAIGRTADLSTWTESYLRSVALFEESSSSDRDISVLLRIALENIPVIYN
ALSVDTWRLDVFDKTTSSDNMNSKYWEKRVNNEGICPPVRRTESDFDPGAYIHVST

Peptidase M2
Hadrurus spadix
[JAV47965.1]

98%

0.0

74.49%

85%
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HSSIIEYFVGGILQFQFHKAMSQAAGCTGPLHKCSIYQSHAAGALLKGVMELGRSKP
WPEALSILTGGQTNKMQAGALIEFFEPLLQWLRHKNQNEYIGWVADDPTVCP-

Hl Peptidase M2 2
]

MLSLYITLLIVGSVLFSTFQKSSSLISDENKAEEFLNNVDKQYRESCQDENKVLNFK
DLWTFDWKSFSNPTLRRAFELLSKMEPASTHRPEQADKSKYEKILEAAMIAGIIGGSV
CPYNNEQCSRNEEKLKFSGINSEVDPSRDYDERLYYWKAWREATGKSLRSTYSEFVD
VANTLNQAYPSYGDYWLKDYEMSANDFLLELERLRQQLLPLYQQLHAFVRRRLIEV
YGEDKIKHNGPIPEHLIGLTPQKWNKIFDIVNTFESDFDATKAMEKKKMTVSEMVNL
AEGFYTSLGIPELDAAFWRDSAFEKSSTMDACFSEIQEGCAGYGAKIRMCTNATEYY
LHLLLQLLGDAHQEKATRALHYPFQGAANPGFLIAIGRTADLSTWTESYLRSVALFD
ESSSSDRDISVLLRIALENIPVIYNALSVDTWRLEVFDKTTSSDSMNSKYWEKRVNNE
GICQYLLFILSDDVVLSKTSNLQVSTLNAL-

Peptidase M2
Hadrurus spadix 94%
[JAV47965.1]

0.0

67.76%

80%

HIl Peptidase M2 3
1l

MLSGLAFVADATASIGSNMLSLYITLLIVGSVLFSTFQKSSSLISDENKAEEFLNNV
DKQYRESCQDENKVLNFKDLWTFEWKSFSNPTLRRAFELLSKMEPASTHRPEQADK
SKYEKLEAAMIAGIIGGSVCPYNNEQCSRNEEKLKFSGINSEVDPSRDYDERLYYWK
AWREATGKSLRSTYSEFVDVANTLNQAYPSYGDYWLKDYEMSANDFLLELERLRQ
QLLPLYQQLHAFVRRRLIEVYGEDKIKHNGPIPEHLIGLTPQKWNKIFDIINTFESDFDA
TKAMEKKKMTVLEMVNLAEGFYRSLGIPELDAAFWRDSAFEKSSKMEACFSEIQEG
CAGYGAKIRMCTNATEYYLHLLIQLLGDAHQEKATRALHYPFQGAANPGFLIAIGRT
ADLSTWTESFLRSVALFDESSSSDRDISVLLRIALENIPVIYNALSVDTWRLEVFDKTT-

Peptidase M2
Hadrurus spadix 96%
[JAV47965.1]

0.0

67.43%

81%

Hl_disulfide-
isomerase_A3

[

MLREFIFLLFVISVVISSDVLDLSGSDFEERVKEHDTMLVEFFAPWCGHCKKLAPKY
EEAATILRKSEPPVPLAKVDCTSDAGKETCSKYGVSGYPTLKIFRGGEFSSEYSGARES
DAIVKYMKAQVGPSSVEIKTSAEAKKLLSRAEVVIVGFFKDENSALKEEFLKVADKL
RETTSFGHTFSQELMDLYGYKDQVVLFRPSHLQSKFEEKELTYGGAARKADLQEFIK
ENYHGLAGHRTQENFQEFKNPLVVAYYDVDYVKNTKGTNYWRNRVMKVAQKFKG
KLNFAVSDKSKFSAEVEDFGLSITGDKPGIAARNEKQQKFRMTEEFSMEAFEKFLQDF
LDGKLTPHLKSEPVPEKNDGPVKVAVAENFEELVINNDKDILIEFYAPWCGHCKKLA
PTYEELGTEMENEAVEIVKMDATANDVPPAFEVHGFPTLY WLPKNSKDSPMKYEGG
RELDDLIKYIAKHSTEELNDFDRKGSKKKSKKTEL-

Protein disulfide-isomerase A3
Centruroides hentzi 100%
[MBW20267.1]

0.0

79.18%

90%

Protein disulfide-isomerase A3-like
Centruroides sculpturatus 100%
[XP_023243657.1]

0.0

79.18%

90%

HI_disulfide-
isomerase_A4

tl

MANWFIVITLTAVESLISTEDDIPNDSDIPVVEGVGGNIKITEEDDVLVLTKDNFDLV
VLTKDILVEFYAPWCGHCKNLAPEYAKAAKLLKEEVTPIPLAKVDAIVETELATKYD
VSGYPTMFIFRKGQKFPYDGPRTALGIVEYMKQQADPNWKPPPESVITLTSENFTDTV
NSAEIILVEFYAPWCGHCKKLAPEYERAAKQLAERHPPIPLAKVDGTAEKDLANSFD
VSGWPTLLIFRKGRKYKYEGPRDEPGIVNHMIEQSGSPSMVAVSAKSLEINMRGNDPI
VIGYFTSNEEKLFKEYIEAANELRGKFNFYHTFDEDIKKHFAASEGTIVLYQPEIFHSE
YESPHYKFSKHDGTSIEILKFLNDNALPLVGHRTRSNMWRYINKVPLVAVYYDVDEFS
FDHKVQTQLIRKEVLKAAAQYKGSVTFCISDEAEFSDELADLDLDDSGEDVNVGYFQ
SRRLRYRLEPTDDFSSEILKEFVENIQKGKISRHIKSQPVPKSSKGLVTVVVGSTFDDL

Protein disulfide-isomerase A4-like
Centruroides sculpturatus 99%
[XP_023221326.1]

0.0

68.72%

82%
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VINNKKDVLLEFYAPWCPHCNKFEPIYKKLAKHYNDKKDLIIAKIDATNNDFPEQYE
ISGYPTIYFIPASKKEDFVVYTGERNLGELIKFIDKQYSKSDSDSLKESAETKDEL-

Hl_disulfide-
isomerase_AS5

[

MKCHMMKCHMMVNFLKDPSGDMPWEEDEMSHDIVHISDANALGKLLHKEKI PIM
VMFYAPWCGFCKRLKPEYAAAATEMKSNSILAAMDVNKPENAVVRRHFNITGFPTL
LYFEGGNLKLRYEGENNKDSIISFLKNPTKQPEKPKELDWSETSNDVIHLTDTLFESF
MTKESSVLVMFYAPWCGHCKKLKPEYVTAASSLKTQNVPGVLAAVDATREKELAE
RFKITGYPTIKYFKDGEFAFDVNLRTADKIEDFMKNPKEPPPPPPPEVPWHSTPSDVVH
LNEDTFKTFLKRKKHVLVMFYAPWCGHCKKAKPEFQAAAARFKDDPKVEFGAVDC
TMYSALCNANEVRGYPTLKYFSYYKISKPYEGGRTEADFVSFMNDPQNSLSTPSPAS
TSPEEWWSELHGAEDLHHLTGSTFENFVNQHESVLVMFYAPWCGHCKAMKAAFAQ
AASVLKSEKVPGKLATVDATVEREVASKYEIKGFPTVKYFRKGQLISEYDQKRTVED
LVTFMKTNLQTKDEL-

Protein disulfide-isomerase A5-like
Limulus polyphemus 98%
[XP_013790549.1]

0.0

70.62%

85%

HI_disulfide-
isomerase_A6

tl

MKCVNSKEMKIVPVVVFLAVIEISNALYGSSSDVVDLTPSNFNSLVIDSDDVWIVEF
YAPWCGHCKALAPEYSKAATALKGVVKVGGVDADKHQSLGGQYGVKGFPTIKVFG
SNKRSPQDYSGPRTASGIIDTAFKELRKIVNGRLGGKSSSGGSDKTTDSKDVIELTDSN
FEETVLKSDEMWLVEFYAPWCGHCKNLAPHWAKAATELKGKIKLGALDATEHTIM
SRKYGVQGFPTIKFFSAGRKDGSAEDYTGGRTSEDIVNWAMEKFNENAPPPEVNQLI
TNAVLKDACENNQLCILSVLPHILDCQSACRNEYIDILKRIGEKYKRNSWGWLWVEA
AAQPELEESLEIGGFGYPAMAIINVRKMKYSLLRGSFSYDGINEFLREVSVGRGASAP
VKGAKLPDIHKTEAWDGKDGELPVEEDIDLSDVELDEKPQKHSEL-

Protein disulfide-isomerase A6
homolog
Centruroides sculpturatus
[XP_023215237.1]

93%

0.0

78.37%

89%

Hl disulfide-
isomerase_ TMX3

[

MVEKIFLVIVLGFSCIYSVOSNRVSELSDRFLEVRNEGVWLVMFYAPWCGHCKNLE
PIWNQVAQSLVEGEIRVGRVDCTRFTSVATEFGVHGFPTIMFIKGHKTVEYKGDRIRE
EIVDFAWRMDGPPVRHFPSCDDFQNARKNKKVFFVYVDGEKLGGNVELKDEYTRIA
EEFQPLIYFYTSPTICLSRVEGITVPTSASVYVFKDKTSYKFDEEQAKEQNITLHDWVN
WERFPSFLKVTHGNFHQLLKTGKHVALAVLEENLVGGLVMKMREFKDVVEAIAVN
NRERYHENIIFGWLGQPDIANSVAMTTLSVPSFIIVNSVTYQYYMPPSSEEEKIPTPQTII
ELLDKVVNKSAPPYGGDTLFYRMYRAYYEAKTALSSMWKGNPLLTALLLGLPLGLL
SIICYTSCCNDILEADEEESHYPPRHEKKE-

Protein disulfide-isomerase TMX3-
like isoform X1 98%

Centruroides sculpturatus
[XP_023214815.1]

0.0

80%

90%

HI_disulfide-
isomerase-like 1

tl

MOQLFLSLTAFYVLTTASSSEVKKEDNVLVLTKDNFDDTVKINKYVLVEFYAPWCG
HCKALAPEYAKAAGQLIEEKSDIKLAKVDATEETELSEKHKVKGYPTLKFFRDGIPV
DYTGGRTADTIKWLKKKTGPPATHLKTVDEAKNFKDSSDVVVIGFFKDQESKEAKE
FLDVAFSIDEHPFGITSDENIYKELEVEKDNVVLFKKFDEGRVNYEGKIEKDSIKKFVK
ANSLPLVIEFTHETAQKIFGGDVKLHNLLFISKKSEDYEKILEKFRTVASDFKGKVLFV
SINTDEEDHSKIVEFFGLKKDEQPTLRLIKLEEEMTKYKPLTTELTEDNIRNFVQGVLD
GKIKQHLLSQDLPEDWNKGPVYDLVSKNFDEVVYDTSKDVIVEFYAPWCGHCKQLA
PIYEKLGEKYKDRDDIIAKMDATANELEHTKVNSFPTIKLYKKGTNEVIEYKGERTFE
ALSKFIDDGGVKEKEPEEKPKETDSKKDEL-

Protein disulfide-isomerase
Hadrurus spadix 100%
[JAV47972.1]

0.0

86.76%

92%
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Hl_disulfide-
isomerase-like 2

[

MLGAVSLCTLLLFVIAAGDEIKKDGEVLVLNKDNFQKAIQENKHILVEFYAPWCGH
CKALEPEYAKAAKLLKEEQSDIALAKIDATAESELAEEYDVRGYPTIRFIRDGKSSEY
KGGRTAEDIVRWLKKKVGPPADNLETVDSVKTFQASAEVVLVGFFKDQTSDSAKVF
LDVALESDDYAFGITSQDDVFKAYNMEKDGIVLFKQFDEGRNNFEGELTAEALKEFI
NSNSLPLVVEFNQDTAQKVFGGEIKAHNLLFVSKQSDEYEKLLEVFRKVAKEFKNKV
LFVTIDIDEEDHERIMEFFGMKKEDAPDMRLIRLEEEMTKFKPPTSGLDEENIRNFVQG
VLDGKIKRHLLSESVPDDWDKAAVKVLVGHNFDEIAFDKSKDVLVEFYAPWCGHCK
QLAPIYEELGEKYKDHSSIVIAKMDATTNELDHVKIHSFPTIKLFKKESNEVIDFNGER
TLEGLTKFIDSGGVDGASPKEEEIDEEEEKDDDEKKRDEL-

Protein disulfide-isomerase
Hadrurus spadix 95%
[JAV47971.1]

0.0

93.29%

97%

Hl Hyall
1l

MISAIIFPICTGNSETKAYLRHVMSSALFVGILTLVSGHYIEASFDVFWNVPSELCS
IKFRVNMTNTLSKYNLLVNNREKFIGDKIALIYESALGKYPHIDPKKGDVNGGLPQLG
DLDEHLKLAEKDVQKLIPDPKFSGLGVIDWEAWRPIWEYHWGTLGIYKNRTMELVK
KNHPTWSTKLIESEAKTLWEDSAKQWMSKTLELAKKLRPQGRWCYYLFPDCYNYF
GKDQPSQFDCSNMIKSNNDRLSWMWDVSTALCPSIYFIENQMKYNESQRIWFLYSKL
AEAVRVSRPNTKIYPYINYMIHVSRILVPQDHFWKMLSLIGSLGLDGAIVWGSSSYLQ
NRKACEELESYVENVIGPAVTTVSSNVERCSQMVCNGRGKCTWPNEPFTSWRYLAD
TTMGDFDRNKITCRCQSHNGRYCE-

Putative Hyaluronidase
Superstitionia donensis 94%
[JAV45691.1]

0.0

75.88%

86%

Hl Hyal2
]

MISAHFPICTGNSETKAYLRHVMSSALFVGIHLTLVSGYYIEASFDVFWNVPSELCS
IKFRVNMSNTLSKYNLLVNNREKFIGDKIALIYESALGKYPHIDPKKGDVNGGLPQLG
DLDEHLKLAEKDVQKLIPDPKFSGLGVIDWEAWRPIWEYHWGTLGIYKNRTMELVK
KNHPTWSTKLIESEAKTLWEDSAKQWMSKTLELAKKILRPQGRWCYYLFPDCYNYF
GKDQPSQFDCSNMIKSNNDRLSWMWDVSTALCPSIYFIENQMKYNESQRIWFLYSKL
AEAVRVSRPNTKIYPYINYMIHVSRILVPQDHFWKMLSLIGSLGLDGAIVWGSSSYLQ
NRKACEELESY VENVIGPAVTTVSSNVERCSQMVCNGRGKCTWPNEPFTSWRYLAD
TTMGDFDRNKITCRCQSHNGRYCE-

Putative Hyaluronidase
Superstitionia donensis 94%
[JAV45691.1]

0.0

75.63%

86%

HI_ LAAO
]

MAERAQVIIVGAGISGLSAAKWLHESGVDVIVLEARDRVGGRTFTKRDPAVGGYV
DLGGSYIGPTQNHLFRLTKELGIKNYKINEKECVVFYRKGKRYRYSAASNIPFWNPIV
SLDVNNFLRTVDKMGEEIPADAPWDAPHAEEWDTITYHDFVDKICHTKTARALAKVI
VEIALTAEDYESSLLWVLWYIKLCHGTLRLLSATNGGQERKFIGGSQQISERIANRLS
DKVKLKNPVVGISQLSDRVVIKTMDGHTYQAGY VILAVPLPLQMKIHFDPPLPPHRN
QMIQRCPMGSVMKCIMY YKAPFWRSKGFCGSFLADTDEENPVAGGFDDTKPDGTH
AAIIGFCAADYVRNMAKLSKEERKQIYAKQLATVFGLEEFLQPVHYEEHNWMTEQY
SGGCYPAMFPPGFLTRYGKCLREPIGRMYFAGTETATVWSGYMEGAIQAGERAAREI
LHTMGKLKKDEIWRKEPVAQDVPDIPFVRTWWERNQPSVPGLYRLLGLTAVLAISGS
VFFRCKYKCEF-

L-amino acid oxidase
Hadrurus spadix 100%
[JAV48068.1]

0.0

90%

96%

HI_PAM

MOKTDNLIKMLODKLLVLEILSLVVVVIPVIGHVHIRAEPPVYRENFIMNISMPDV
KPLAADSYLCTAKQLGFGSAYITRFTPQADLERAHHMLLFGCEELDNHNHLYPHSW

Peptidyl-glycine alpha-amidating
monooxygenase-like

98%

0.0

65.43%

78%
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NCIHSKLCKGMTIMYAWAKNAPPVTLPPDVGFHVSGNSSIHYIILQLHYAKPLPENES
DRSGLMLHITRVQQKYIAGIHLLLASKAVIPPHKPKFHVDVNCYIQNSVPIHPFAYRV
HAHQLGVVISGYHYNFKNGSWTFLAKGNPQWPQAFFPMDHIHTVVEGDVLALRCTF
NSSLRSMPTYMGSSSNDEMCNLYIMYYTRSDRGHPFNRCIDVEVPQLVNMLPSGND
VPLPRNPAMEEYAQGHLDDTEQDPSNYQNAWSQKPTVYKKGNSFLYDDSQYFRPLP
PQNIEPPFIPSAYGHKVDPNHANPDFKYKEVENWPAEKSNYGQVAAVDIDAQNNLVI
FHRGSHVWNEQTFDAENRYQLTDNGPISSPTVVTLDPATGHILNQWGSNLFYMPHGL
TVQONDYIWLTDVAMHQVFKFPSSGSIISVLTLGERFTPGSDHKHFCKPTSVAISSNGNI
YVADGYCNSRIVRFSADGEFMNQWGQSNPIGVSSPPKGSFAIPHKVILAEDKQLVCA
ADRENGRIQCFTLITGNFQFQIAQKEFGGRLFSIDYTPVRGGLLYAVCGPSEYFDHPV
QAFVFNFTSQQLLNSFAPKKGSFTQPHDIAVTLDSNEVFVSEIGPNKVWKFLRDSHKS
TKKVLEDIPPVQVHNPVTVPQPTDSGTVVTGKATIVENKDKSLLSKQKPSSDDIGSFG
TSMIIMALLAIPVLLLIITAIRLKKRGKLQHCSFGHLKGWLGGYRTPHPQDKEFNIGNL
LNPHKGFDRVAMDESDIDGEGSGSDIEEFSAVARKA-

Centruroides sculpturatus
[XP_023214514.1]

HI_PHM

MVNHLLGFLVVLTACFLPTFSYRTLNMLMPNVQPTQPETYLCTSFKMNKKDHEYI
VKFEPNATMHVAHHILIYGCKEPGYVERDTPRAVWECGEMAGSKSEYHRAPTCAEG
AQVIYAWAKDAPALQLPEGVGFKVGKGTDVRYLVLQVHYASVENFINGGTDNSGIFI
NLVPSTDGGVTKRAGVYLLGTSGKIEPRETEYMETACTISEPIVIHPFAFRTHTHALGK
VVAGY VKKGKKWVRIGKHNPQEPQMFYPVDDKTLTVKQGDVLAARCTMHNFRNR
VTYVGATAKDEMCNFYMMY Y TDGDKILEDKYCFSSGPPYYYWDADPQVGKPPRW
VNRDASTLLR-

Peptidylglycine alpha-hydroxylating
monooxygenase
Hadrurus spadix
[JAV47979.1]

100%

0.0

81.45%

92%

HI_Protease_inhibitor

[

MNFLYKCTKLFLLMKTSSIAYLVSSDSVIPSTQATEGNMTLLTGIFLIVLLASQASA
DLKKLAKANNEFSIQMYKTLPSDENVFYCPFGVFRALGMLFKGARGNTAQEMRKAL
SYETAQISDETVHENFKQLLESVDDSTGKYTLQIANAIVSSSDYSLSEEYKEALKTYY
KALSKEVNFRTEKTKALNEINDWVKEKTQGKISQLLDDLDEDTVMVLLNAVYFKGT
WQTQFNESKTKQETFFANGKDAKPVPMMNMIHEFEY ANFPEDKFQALKLPYKGEDI
SMVIILPFEKDGLKDLEKSLTLEKLEEITSDFTKRKVKVAIPKFKLEYSKKLNDNLKKL
GMNNAFQQGADFTGIDKAGRMFVSDVVHKAVIEVNEEGSEAAAATAIIGVIRSSRPR
RQPEFIANHPFLFFLQHKKVGMILFMGRVSQL-

Putative Protease inhibitor

Megacormus gertschi
[JAWO07136.1]

91%

0.0

67.93%

83%
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An overview of Tityus cisandinus scorpion venom: Transcriptome and mass
fingerprinting reveal conserved toxin homologs across the Amazon region
and novel lipolytic components
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Tityus cisandinus, a neglected medically important scorpion in Ecuadorian and Peruvian Amazonia, belongs to a
Anu‘vennm_ complex of species related to the eastern Amazon endemic Tityus obscurus, spanning a distribution of ca. 4000
Briysncrintion km., Despite high morbidity and mortality rates, no effective scorpion antivenom is currently available in the
Ion channel toxins P - H = . 3

Tityus Amazon region. Knowledge of the structural/functional relationships between T. cisandinus venom components
Sésegin and those from related Amazonian species is crucial for designing region-specific therapeutic antivenoms. In this

work, we carried out the first venom gland transcriptomic study of an Amazonian scorpion outside Brazil,
T, cisandinus. We also fingerprinted its total venom through MALDI-TOF MS, which supported our transcriptomic
findings. We identified and calculated the expression level of 94 components: 60 toxins, 25 metalloproteases, five
disulfide isomerases, three amidating enzymes, one hyaluronidase, and also uncovered transcripts encoding
novel lipolytic beta subunits produced by New World buthid scorpions. This study demonstrates the high sim-
ilarity between T. cisandinus and T. obscurus venoms, reinforcing the existence of a neglected complex of
genetically and toxinologically related Amazonian scorpions of medical importance. Finally, we demonstrated
the low recognition of currently available therapeutic sera against T. cisandinus and T. obscurus venoms, and
concluded that these should be improved to protect against envenomation by Amazonian Tityus spp.

Scorpion venom

1. Introduction its range and responsible for most severe envenomations in the area,

whose venom is used to prepare the only specific scorpion antivenom

Scorpionism, or the medical consequence of scorpion stings in
humans, is a neglected health problem in tropical and subtropical areas
associated with poverty and the lack of access to effective scorpion
antivenoms [1]. Particularly, scorpionism by species in the genus Tityus
can be severe and lethal among children in South America, where
several areas, including the Amazon Basin, have been classified as hy-
perendemic. In southeast Brazil, the most problematic scorpion is Tityus
serrulatus Lutz & Mello, a parthenogenetic species currently expanding

produced in the country [2]. In Amazonia, focus has been given to
scorpionism by Brazilian populations of Tityus obscuwrus, Tityus strandi,
Tityus apiacas, Tityus metuendus, and Tityus silvestris, all of which produce
neuromuscular alterations in envenomed victims as opposed to the
mainly autonomic manifestations recorded in the southeast [3-7].
Significantly, the anti-T. serrulatus antivenom does not neutralize the
neurological effects of T. obscurus venom, associated with cerebellar
dysfunction [8]. However, scorpionism is prevalent in other sections of
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