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RESUMO

O escorpido Tityus serrulatus pertence a familia Buthidae e € a espécie que causa o maior
nimero de acidentes com humanos no Brasil, sendo responsavel por varios casos de
envenenamento. No presente estudo, a analise do transcriptoma da glandula de veneno ativa
desse escorpido foi realizada com 1629 ESTs e os resultados foram comparados com
catalogos de transcritos de outros doze quelicerados para avaliar o padrdo de expressdo da
glandula de veneno de escorpides. Além de transcritos relacionados a manutencdo celular,
especialmente envolvidos com a sintese proteica, producéo de energia e de funcdo estrutural,
foram encontradas 35 familias de peptideos ou proteinas que compdem o veneno na biblioteca
de cDNA de T. serrulatus. Pelo menos trés novas sequéncias completas de toxinas e mais de
uma dezena de provaveis novos componentes do veneno foram identificados. As glandulas de
veneno apresentaram um distinto padréo de distribuicdo dos termos do Gene Ontology (GO)
quando comparadas com o padrdo apresentado por catalogos de transcritos provenientes de
animais inteiros ou de outros tipos de glandulas, devido a predominancia de termos do GO
como “extracellular region”, “response to stimulus” e “channel regulators”. A transcriptémica
comparativa possibilitou uma visdo mais ampla da distribuicdo de componentes do veneno em
diferentes familias de escorpides e revelou aqueles que parecem ser amplamente distribuidos
nesse grupo, aqueles que séo especificos a uma determinada familia e ainda os que foram
encontrados apenas no género Tityus. Em conclusdo, esse estudo representou mais um passo
para a compreensdo da glandula de veneno de T. serrulatus e apresentou alguns peptideos
bioativos que podem ser explorados para aplicagdes biotecnologicas. Além disso, a analise de
transcriptbmica comparativa revelou um padrdo particular de expressdao das glandulas de
veneno e a distribuicdo das principais familias de peptideos/proteinas do veneno em diferentes
clados.

Palavras-chave: Escorpido amarelo. Componentes do veneno, Padrdo de expressdo génica.
Glandula de veneno.
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ABSTRACT

The scorpion Tityus serrulatus belongs to the family Buthidae and is considered to be the
most dangerous scorpion in Brazil, being responsible for several cases of envenomation. In
this study, we performed a venom gland transcriptome analysis (1,629 ESTs), and compared
it with transcript catalogues of 12 other Chelicerates to characterize the expression profile of
scorpion venom glands. Beyond housekeeping transcripts specially related to protein
synthesis, energy supply and structural functions, we found 35 different families of venom
peptides or proteins in the cDNA library of T. serrulatus venom gland. These transcripts
included three new complete sequences of toxins and more than a dozen putative venom
gland proteins/peptides. The venom glands had a clearly different distribution of Gene
Ontology (GO) terms when compared to other types of glands or whole animal
transcriptomes, due the predominance of GO terms such as “extracellular region”, “response
to stimulus” and “channel regulators”. The comparative transcriptomic revealed that some
venom components were widely distributed throughout the Scorpiones order, others were
exclusives to the Buthidae family, and some components were only identified in the Tityus
genus. This study represented an advance towards understanding the T. serrulatus venom
gland, and presented some potential bioactive peptides that could be exploited for
biotechnological application. In addition, the comparative transcriptomic analysis revealed a
particular expression profile for venom glands and the distribution of the main venom

component families in different clades.

Keywords: Brazilian yellow scorpion. Venom components. Gene expression profile. Venom

gland.
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1. INTRODUCAO

1.1 Os escorpides

Evidéncias da relagdo dos seres humanos com escorpides datam desde a antiguidade
com a insercdo desses animais em mitos provenientes de diferentes culturas como a Egipcia, a
Grega e a Romana (Cloudsley-Thompson, 1990). O interesse inicial por esses artropodes foi
possivelmente gerado pelo fato de que algumas poucas espécies possuem toxinas capazes de
causar a morte em humanos (Polis, 1990). Atualmente, os escorpides despertam o interesse
humano por diversas razdes, podendo-se citar a sua importancia médica, sua intrigante
biologia e evolucdo (Polis, 1990) e a utilizagdo do seu veneno como uma consideravel fonte
de proteinas bioativas de potencial interesse biotecnolégico e farmacologico (Rodriguez De
La Vega et al., 2010).

Os primeiros escorpides surgiram na Terra ha cerca de 450 milhGes de anos. Apesar
do grande tempo de existéncia, esses animais apresentam morfologia conservada, de modo
que a diversificacdo taxondmica desse grupo nao foi acompanhada por nenhuma grande
revolucdo na arquitetura corporal. Esses animais apresentam ampla distribuicdo geografica,
estando ausente apenas na Antartida. Acredita-se que o grande sucesso desses artropodes esta
relacionado a plasticidade e adaptabilidade da sua histéria de vida, ecologia, fisiologia e
comportamento (Polis, 1990).

Os escorpibes sdo artropodes venenosos da classe Arachnida, ordem Scorpiones. Essa
ordem conta com cerca de 1.500 espécies atuais classificadas dentro de 18 familias:
Bothriuridae,  Buthidae,  Chactidae, = Chaerilidae,  Diplocentridae, = Euscorpiidae,
Hemiscorpiidae, Heteroscorpionidae, luridae, Liochelidae, Microcharmidae, Pseudochactidae,
Scorpionidae, Scorpiopidae, Superstitioniidae, Troglotayosicidae, Urodacidae e Vaejovidae
(Prendini e Wheeler, 2005). Dentre essas, a familia Buthidae ¢ a de maior importancia
médica, possuindo mais de 500 espécies distribuidas pelo mundo.

Apesar de todos os escorpides terem glandula de veneno, cerca de 30 espécies
representam potencial risco para humanos. Exceto por Hemiscorpius lepturus que pertence a
familia Hemiscorpiidae, todas essas espécies sdo Buthideos dos seguintes géneros:
Androctonus, Buthus, Mesobuthus, Hottentotta, Parabuthus e Leiurus localizados no norte da
Africa, Asia, Oriente Médio e India; Centruroides, encontrados no sul dos Estados Unidos,
México e Colombia; Tityus presente na América do Sul (Chippaux e Goyffon, 2008). A

severidade do envenenamento causado por esses animais varia com a espécie de escorpido, a
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idade e o tamanho da vitima, sendo muito mais grave em criancas. A intoxicacdo sistémica €
o reflexo da superestimulacdo do Sistema Nervoso Central, do Sistema Nervoso Simpatico e

Parasimpatico e sua severidade varia desde a dor local até a cardiotoxicidade fatal e
encefalopatia (Amitai, 1998)

1.2 O escorpionismo no Brasil

No Brasil, o escorpionismo, definido como o envenenamento provocado pela
inoculacdo de veneno através do ferrdo dos escorpides, € um problema de saude publica
devido a elevada incidéncia em vérias regides, além da letalidade em alguns casos. Dados
epidemioldgicos de acidentes escorpidnicos no Brasil entre 2000 e 2010 sdo mostrados na
Tabela 1. De acordo com o Ministério da Saude, foram registrados 50.126 acidentes e 88
obitos em 2010, sendo que a incidéncia do escorpionismo foi de 26,3 acidentes/100.000
habitantes, com uma letalidade de 0,2%. Essa porcentagem de letalidade dos casos no Brasil é
semelhante a média de letalidade mundial causada por acidentes com escorpides, que é de
0,27% (Chippaux e Goyffon, 2008) A incidéncia dos registros ¢ maior em individuos entre 20

e 49 anos. Criancas entre 1 e 9 anos estdo na faixa etaria com maior quantidade de Obitos
(39/88).

Tabela 1: Dados epidemiol6gicos do escorpionismo no Brasil entre os anos de 2000 e 2011. De maneira geral, o

numero de ébitos, o nimero de casos € a incidéncia dos mesmos aumentaram ao longo dos anos.

Critério Regido 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
Norte 1 1 3 2 1 3 5 5 6 6 6
Obitos por acidentes  Nordeste 13 21 25 15 16 12 13 33 47 32 46
por escorpides Sudeste 1 19 23 31 22 29 9 25 32 54 32
Sul 0 0 0 0 0 0 0 0
Centro-oeste 1 2 6 3 3 4 1 3 2 5 3
Brasil 16 43 57 51 42 7 48 28 66 87 97 88
Norte 3,2 51 7,0 10,0 11,4 13,0 13,6 13,1 15,3 17,9 15,4
Incidéncia de casos Nordeste 16,3 17,6 21,3 21,2 26,3 31,6 36,9 37,8 36,3 43,7 45,1
(100.000 hab) Sudeste 52 10,7 13,6 15,0 17,7 20,2 18,1 17,3 20,7 24,8 25,6
Sul 0,3 1,5 1,7 1,8 2,1 2,5 2,8 3,5 3,7 3,6 4,1
Centro-oeste 53 6,2 7,4 7,1 9,9 10,5 10,2 8,4 10,9 14,0 14,7
Brasil 7,5 10,6 13,0 13,8 16,8 19,5 20,1 20,0 21,5 25,7 26,3
Norte 418 680 947 1.380 1.603 1.917 2.043 2.015 2.318 2.742 2.444
Nordeste 7.802 8.515 10.402  10.478 13.132 16.142  19.051 19.746  19.276  23.416  23.929
Casos de acidentes Sudeste 3.791 7.887 10.093  11.276  13.546 15.836 14416 13.921 16.599  20.102  20.572
Sul 81 373 431 479 540 677 765 980 1.010 1.011 1.114
Centro-oeste 612 733 891 873 1.245 1.366 1.349 1.136 1.490 1.941 2.067
Brasil 12.704 18.188 22.764 24.486 30.066 35.938 37.624 37.798 40.693 49.212 50.126

Fonte: Tabela adaptada a partir dos dados fornecidos pelo site do Ministério da Salde, 2012, disponivel em
<http://portal.saude.gov.br/portal/saude/profissional/area.cfm?id_area=1537>.

No pais, espécies de escorpifes do género Tityus apresentam importancia médica,

sendo que as principais causadoras de acidentes em humanos sdo: T. serrulatus (escorpido
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amarelo), T. bahiensis (escorpido marrom), T. stigmurus, T. obscurus (T. paraensis)
(escorpido-preto da amazdinia) e T. metuendus (Brasil, MINISTERIO DA SAUDE, 2012).
Dentre essas, a espécie T. serrulatus, é a responsavel pela maioria dos casos mais graves no

Brasil com registro de 6bitos, principalmente em criangas (Cupo et al., 2003).

1.3 O escorpido Tityus serrulatus

De coloragdo amarela clara, o que originou 0 seu nome popular escorpido amarelo,
individuos da espécie T. serrulatus (Fig. 1) medem até 7cm de comprimento (como revisado
por Cologna et al., 2009). A grande maioria dos estudos indica que suas populacdes sdo
formadas por fémeas, cuja reproducdo se da por partenogénese (Lourenco, 2000). Entretanto,
existe relato na literatura de uma populacdo sexual com taxa de 1 macho para 2,25 fémeas
(Lourenco e Cloudsley-Thompson, 1999). Cada fémea de T. serrulatus pode ter trés, quatro
ou mais parigdes e cerca de 70 filhotes durante a vida (Matthiensen, 1971).

Originalmente, T. serrulatus ocupava uma regido muito restrita no Estado de Minas
Gerais. Entretanto, essa espécie tem se espalhado pela regido do Sudeste do Brasil e nos
estados do Pard, Goias e Rio Grande do Sul (Lourenco, 2002; Torres et al., 2002; Bortoluzzi
et al., 2007). Essa expansdo tem sido atribuida a boa adaptacdo desses animais ao ambiente
urbano, além da sua rapida e intensa proliferacdo, (Lourenco et al., 1996). Em Belo
Horizonte, a ocorréncia de T. serrulatus e os acidentes por eles provocados representam uma
situacdo preocupante. A ocorréncia tem sido relacionada a fatores inerentes ao solo, como
areas de pedreiras, barrancos, marmorarias e também a construcdes antigas, serrarias e olarias
(Soares et al., 2002).

Figura 1: Exemplar de T. serrulatus. Fonte: arquivo pessoal.
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1.4 O aparato de veneno

Os escorpides contam com um aparato de veneno localizado na extremidade posterior
do corpo do animal (télson), que apresenta também um aculeo utilizado para a injecdo do
veneno (Fig. 2). Abaixo da cuticula (exoesqueleto quitinoso) encontram-se duas glandulas de
veneno, que sao envolvidas por camadas musculares na por¢do mediana (Polis, 1990; Jarrar e
Al-Rowaily, 2008; Yigit e Benli, 2008).

As glandulas de veneno dos escorpifes atuam basicamente na captura de presas e na
defesa contra outros animais. Escorpifes se alimentam de insetos, aranhas e outros
invertebrados pequenos. Consequentemente, a glandula de veneno dos escorpides produz
toxinas que efetivamente paralisam esse tipo de presa. O veneno também apresenta funcéo de
defesa, e é altamente letal para vertebrados, incluindo mamiferos (Kozminsky-Atias et al.,
2008). Sua composicdo constitui-se de uma complexa diversidade de peptideos/proteinas
sintetizados pela glandula de venenos dos escorpides, além de nucleotideos, lipideos e aminas
biogénicas (Almeida et al., 2002, Batista et al., 2006, Rodriguez de La Vega et al., 2010).

Muitas questdes basicas sobre a fisiologia e biologia celular desse aparato de veneno
ainda permanecem abertas. A caracterizacdo bioquimica e identificacdo funcional de proteinas
ainda ndo caracterizadas pode certamente contribuir para o entendimento de processos
celulares que permitam que esse 0rgao altamente especializado produza e secrete a variedade
de componentes que constituem o veneno (Rodriguez de La Vega et al., 2009). E importante
salientar que a maioria dos estudos encontrados na literatura trabalha com componentes
especificos do veneno. E mesmo os estudos de transcriptoma desse Orgao enfocam quase
exclusivamente nos constituintes toxicos. Assim, ressalta-se a necessidade de se obter uma
visdo panoramica da glandula a nivel molecular, através de identificacdo de transcritos
importantes para a funcéo dos diferentes tecidos que a compdem e da descri¢do de sequéncias
de aminoacidos de proteinas que participam da sintese e composicdo do veneno. Essas
informacGes podem contribuir para a melhor compreensdo dos eventos fisiolégicos que
ocorrem na glandula de veneno. Abaixo serdo descritos 0s componentes moleculares

comumente descritos na glandula de veneno de escorpides.
1.5 Peptideos e proteinas produzidos pela glandula de veneno de escorpifes e
especificamente por T. serrulatus

Transcriptomas de glandula de veneno de escorpifes geralmente classificam o0s

componentes produzidos nesse Orgdo em dois grandes grupos: (1) toxinas e demais
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constituintes do veneno e, (2) componentes celulares com destaque a maquinaria proteica
capaz de realizar a sintese e o processamento dos componentes do veneno (Schwartz et al.,
2007; Ma et al., 2009; Rodriguez de La Vega et al., 2010).

=

e

Figura 2: Diagrama da estrutura corporal do escorpido com énfase no télson e na glandula de
veneno. A) Estrutura corporal do escorpido com destaque ao télson (quadro); ch = queliceras; le=
olhos laterais ; me = olhos medianos; ca = carapacga; st = tubérculo subaculear; B) Detalhe do
télson, ferrdo (fr), regido bulbar (t). O segmento verde indica a regido de corte transversal para se
obter a imagem da figura C. C) corte transversal do télson demonstrando de fora para dentro
cuticula (cu), musculo compressor da glandula (cm) e a glandula de veneno (vg). Figura
modificada a partir de Gary A. Polis (1990).

Em relacdo aos constituintes do veneno secretados pela glandula, as neurotoxinas
merecem destaque. Elas sdo constituidas por um conjunto de pequenos peptideos,

empacotados por 2-5 pontes dissulfeto, que interagem especificamente com varios canais
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ionicos (Na*, K*, Ca?* e CI'). Tipicamente elas contém uma assinatura estrutural definida pela
presenca de motivo o/ estabilizado por cisteina. Dentre as neurotoxinas, aquelas que atuam
em canal para Na" (as NaTxs) sdo as mais reativas e as principais responsaveis pelos efeitos
toxicos do envenenamento por escorpifes (Gordon et al., 2007). Elas sdo consideradas
peptideos de cadeia longa que podem ser classificadas basicamente em neurotoxinas de
escorpido o e P, baseando-se em seu modo de acdo e propriedade de ligagdo ao canal
(Rodriguez de La Vega et al., 2005). Toxinas de canais para K'(KTxs), por sua vez,
constituem o grupo mais diverso de neurotoxinas, sendo formado por pequenos peptideos de
cadeia curta (23-64 residuos de aminoécidos) contendo 2 a 4 pontes dissulfeto (Rodriguez de
La Vega et al., 2004, Camargos et al., 2011). Embora sejam encontrados em pequena
frequéncia, toxinas de canais para Ca’* e CI" tém sido também obtidas do veneno de
escorpides (Zeng et al., 2005; Zhijian et al., 2006; Norton e McDonough, 2008).

Além de toxinas, a glandula de veneno dos escorpifes secreta enzimas e peptideos
pequenos e sem ponte dissulfeto com grande amplitude de atividade bioldgica, tais como a de
potencializador da bradicinina, antimicrobiana, hemolitica, modulagdo imunoldgica (Pimenta
e De Lima, 2005; Zeng et al., 2005; Cologna et al., 2009), atividades semelhantes a
horménios (Verano-Braga et al., 2008) e de iniciacdo da sinalizacdo celular (Zhijian et al.,
2006). Algumas dessas proteinas secretadas tém a funcdo de potencializar os efeitos do
veneno. Hialuronidases, por exemplo, encontradas no veneno de varios escorpides, sao
consideradas fatores que facilitam a difusdo das toxinas no tecido da vitima, uma vez que
catalizam a quebra da matriz extracelular (Fry et al., 2009).

Apesar de pouca atencdo ter sido direcionada aos componentes da glandula com
papéis estruturais nesse 0rgdo e de sintese e processamento dos constituintes do veneno,
alguns estudos de transcriptoma da glandula de veneno de escorpides (Schwartz et al., 2007;
Ma et al., 2009; Silva et al., 2009) tém identificado transcritos envolvidos com essas fungdes.
Nesses trabalhos, os autores destacam a presenca de ESTs (expressed sequence tags)
relacionadas com a transcricdo e metabolismo proteico como proteinas ribossomais, com o
processamento, enderecamento de proteinas e transporte celular e com a geracdo de energia
como a presenca de transcritos envolvidos no ciclo do acido tricarboxilico e com fosforilacao
oxidativa (Schwartz et al., 2007; Ma et al., 2009; Silva et al., 2009).

Similar a outros escorpides da familia Buthidae, o veneno de T. serrulatus é
constituido principalmente por uma variedade de peptideos neurotoxicos (especialmente
toxinas de canais para Na* e K%) que interagem especificamente com varios canais idnicos,

peptideos sem pontes dissulfeto como peptideo potencializador de bradicinina (peptideo T),
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hipotensinas e proteinas como proteases, alergenos e hialuronidases (Rates et al., 2008;
Verano-Braga et al. 2008; Cologna et al., 2009; Fletcher et al., 2010). Os principais
componentes do veneno identificados até 0 momento na glandula do escorpido T. serrulatus
sdo apresentados na Tabela 2, que foi construida baseando-se no banco de dados Animal
Toxin Annotation Program do Uniprot (Jungo et al., 2012), trabalho de Cologna et al. (2009)
e outros trabalhos da literatura. Deve-se destacar que parte dos componentes descritos sao
fragmentos protéicos e analise do transcriptoma da glandula de veneno dessa espécie pode
contribuir com a identificacdo da sequéncia completa do peptideo ou proteina. Devido a falta
de uma padronizacdo da nomeclatura de toxinas, observa-se uma grande confusdo de nomes e
simbolos, e muitas vezes, diferentes autores nomeiam toxinas distintas com o mesmo nome,
ou toxinas idénticas com nomes diferentes (Cologna et al., 2009). Assim, para facilitar a
leitura desta tese e padronizar a nomeclatura usada, a Tabela 2 oferece 0os nomes das toxinas
de T. serrulatus como proposto por Cologna et al. (2009) e por King et al. (2008) (nome entre
paréntese na coluna 1) e o identificador do Uniprot (entre colchetes na coluna 1) como
referéncia da sequéncia proteica.

Apesar dos dados existentes sobre os componentes do veneno do escorpido amarelo,
poucas informacg6es sdo disponiveis acerca de formas variantes dos transcritos que codificam
esses componentes. Além disso, informacdes sobre peptideos que apresentam funcdes
estruturais, de sintese e de processamento dos peptideos que irdo constituir o veneno sao
escassas. Assim, a analise do transcriptoma da glandula de T. serrulatus podera permitir a
descoberta de novos componentes do veneno, alem de possibilitar a obtencdo de dados que

permitam realizar uma reconstrucdo molecular desse 6rgéo.

1.6 Estudos de transcriptomas e ferramentas de bioinformatica

Etiquetas de sequéncias expressas (Expressed sequence tag - ESTS) sdo sequéncias
curtas (geralmente de 100-800 pb de comprimento), ndo editadas, resultantes de apenas um
sequenciamento e randomicamente selecionadas a partir de uma biblioteca de cDNA. A EST
podem ser gerada a partir da extremidade 3’ ou 5° do cDNA de um clone da biblioteca.
Grande gquantidade dessas etiquetas pode ser gerada com um custo relativamente baixo para
permitir uma visdo das regides transcricionalmente ativas em qualquer organismo (Nagaraj et
al., 2006).
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Tabela 2: Principais componetes peptidicos/protéicos descritos no veneno de T. serrulatus com base nos trabalhos de
Cologna et al., 2009 e no UniProt com suas respectivas funcdes.

Continua
Nomee ID Outros nomes Informagdes a respeito da toxina
Uniprot
Neurotoxinas de canais para Na*
Tsl TsTX-I; toxin y; Toxin T2- | Toxina beta que se liga ao sitio-4 do canal para Na' e
BNaTx IV; Toxin Ts7; Ts VII; altera a ativacdo para potenciais mais negativos. Toxina
(B-BUTX-Ts1) | ToxinVII; TsTX-VII; ativa contra insetos e mamiferos (Possani et al., 1981;
[P15226] Tityustoxin VII; Toxin I1- | Bechis et al, 1984; Sampaio et al., 1991, Polikarpov et al.,
10; Toxin 11-11 1999).
Ts2 TSTX-III; 11-8; Tst2; Apresenta algumas caracteristicas de alfa-toxina, e outras
aNaTx Toxin Il; TSTX-II; de beta-toxinas (Cologna et al., 2009).. Em ensaios de
(6 -BUTX-Tsla) | Tityustoxin Il; Toxin T1- ligacdo ao receptor se comportou como Tsl (Mansuelle et
[P68410] 1V; beta toxin Tsll al., 1992). Entretanto, semelhante as alfa-toxinas, prolonga
a duracdo do potencial de acdo (Sampaio et al, 1991,
Cologna et al., 2012).
Ts3 TsTX; Tityustoxin; Toxin | Liga-se ao sitio-3 do canal para Na® dependente de
a NaTx IV-5 TsIV-5; Ts IV voltagem e inibe a inativacdo de canais ativados,
(6-BUTX-Ts1b) | alphatoxin; Ts IV; Toxin- | bloqueando a transmissdao neuronal. Ativa contra
[P01496] 4; Tityustoxin 1V; Toxin mamiferos (Kirsch et al., 1989; Martin-Eauclaire et al.,
IV; Ts Ill; Toxin-3; 1994; Campos et al., 2004; Corona et al., 1996)
Ts5 TsTX-V; Tityustoxin- Liga-se ao sitio-3 do canal para Na® dependente de
a NaTx 5;Tityustoxin V; alpha voltagem e inibe a inativacdo de canais ativados (Arantes
(6-BUTX-Tslc) | toxin TSTX-V; TsV; et al., 1994). Também afeta indiretamente os canais para
[P46115] Toxin V K" dependentes de voltagem das células-beta, aumentando
a permeabilidade a K* (Marangoni et al., 1995).
Neurotoxinas de canais para K*
Ts6 TsTX-1V; a-KTx12.1; Inibe alta condutancia de canais para K* ativados por
(A-BUTX-Tslb) | Butantoxin; BuTX; Ca**(Novello et al., 1999). Inibe fracamente canais para
[P59936] potassium channel toxin K" do tipo Shaker B.(revisado por Cologna et al., 2009).
Inibe a ligacdo de 125I-Kaliotoxina ao sitio receptor em
sinaptossoma, indicando afinidade por K,1.3K" (Pimenta
et al., 2003a)
Ts7 TstX-Ka; Tityustoxin Blogueia o fluxo de ®Rb pelos canais de K* do tipo
(A-BUTX-Tsla) | Kalpha; Potassium channel | retificador tardio ndo inativantes em sinaptossomos sem
[P46114] toxin alfa-KTx 4.1; Tsll-9; | alterar o fluxo pelos canais de K inativantes (Rogowski
TsTx-K-alpha; TSK4; et al., 1994). Bloqueia corrente de K' em K,1.2 (
Toxin 11-9 Werkman et al., 1993) e K, 1.3 (Rodrigues et al., 2003).
Ts8 Tityustoxin K-beta; TSK2; | Seletivamente bloqueia os canais para K* ndo inativantes
(k-BUTX-ts1) | TsTX-K beta; TsTx-Kp; nos sinaptossomas (Rogowski et al., 1994; Cologna et al.,
[P69940] 2009).
Ts9 Ts «; Ts Kappa; Blogueador dos canais para K* ativados por Ca** de baixa
(A-BUTX-Tslc) | Neurotoxin Ts-kappa; condutancia (Legros et al., 1996; Blanc et al., 1997).
[P56219] TsKapa; 1TSK; alfa-KTx
4.2
Tsl5 Tityustoxin-15 Bloqueia canais para K* ativados por voltagem,
(k-BUT X-ts2) especialmente K, 1.2 e K,1.3(Cologna et al., 2011).
[P86270]
Tsl6 Tityustoxin-16 Apresenta similaridade a toxinas de canal para K,

(k-BUTX-ts3)
[P86271]

entretanto, estudos fisiolégicos ndo foram realizados.
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Concluséo
Nomee ID Outros nomes Informagcdes a respeito da toxina
Uniprot
Outros peptideos do veneno
Ts4 TsTX-VI; Considerada ndo toxica para camundongo porque é incapaz de
[O77463] Tityustoxin-6; TsVI | induzir os sintomas caracteristicos da toxidade produzida por
NTxp, TsnTxp; outras toxinas. Causa reacdo alérgica, lacrimacdo, espasmos nas
Tityustoxin VI, patas posteriores de camundongos e liberagdo dose-dependente de
TsTXVI; Toxin VI; | neurotransmissores de sinaptossomas (Marangoni et al., 1990;
NTXP TsNTxP; Chavez-Olortegui et al, 1997; Guatimosin et al., 1999)
Non-toxic protein;
Ts10 Peptide T Peptideo potencializador da bradicinina: sdo capazes de
[QITWR4] potencializar a atividade da bradicinina; inibe a hidrélise da
bradicinina pela enzima conversora de angiotensina (ACE) e a
conversdo da angiotensina | para angiotensina Il pela kininase 11
(Ferreirra et al, 1993; Cologna et al., 2009).
Tsll TsPepl; Funcéo bioldgica desconhecida. Apresenta alta similaridade com a
[POC174] Peptide TsPepl folha B C-terminal de algumas toxinas bem caracterizadas para
canais para K (Pimenta et al., 2003b)
Tsl2 TsPep2; Funcéo biolégica desconhecida. Apresenta alta similaridade com a
[POC175] Peptide TsPep2 folha B C-terminal de algumas toxinas bem caracterizadas para
canais para K* (Pimenta et al., 2003b)
Tsl3 TsPep3; Funcéo biolégica desconhecida. Apresenta alta similaridade com a
[POC176] Peptide TsPep3 folha B C-terminal de algumas toxinas bem caracterizadas para
canais para K*(Pimenta et al., 2003b)
Hypotensin-1 Peptideo linear enrolado randomicamente e com assinatura de
TsHpt-I aminodacido similar ao BPP. Sao capazes de potencializar o efeito
[P84189] hipotensivo da bradicinina e induzir vaso-relaxamento dependente
Tsl4 da liberacdo de NO, embora ndo possa inibir a atividade da ACE

(Verano-Braga et al., 2008).

Hypotensin-2
TsHpt-11 [P84190]

Alta similaridade a TsHpt-1 (Verano-Braga et al., 2008)

Peptideo Pape

Similar a peptideo potencializador de bradicinina encontrados em

[P86821] outros escorpides (Rates et al., 2008).
Hialuronidase Realiza a quebra do acido hialurénico, um polissacarideo presente
[P8584] na matriz extracelular do tecido conjuntivo. Hialuronidases no
veneno estdo relacionadas com a difusdo de toxinas no tecido da
vitima da picada. Pertence a familia CRISP. (Pessini et al., 2001)
Antarease Age como metaloprotease e cliva proteinas SNARE no tecido
[P86392] pancreatico. Pode estar relacionada com pancreatite desenvolvida

durante o envenenamento. (Fletcher et al., 2010)

Metaloprotease

Degradam proteinas da matriz extracelular. (Fonte: anotacdo do

[P85842] UniProt).
Alergeno Pertence a familia CRISP, causa reacdo alérgica em humanos
[P85840] (Fonte: anotacdo do UniProt).

Alfa-amilase Realiza a endohidrdlise de ligacbes (1->4)-alfa-D-glucosidicas
[P85843] em polissacarideos contendo 3 ou mais unidades de D-glicose (1-

>4)-alfa (Fonte: anotagcdo do UniProt).
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O primeiro estudo de transcriptoma ocorreu em 1991, no qual esses transcritos
foram utilizados como fonte de descoberta para genes humanos (Adams et al., 1991). A
partir dai, ocorreu um crescimento exponencial na geracdo e acumulacdo de ESTs em
banco de dados publicos para diversos organismos. ESTs sdo versateis e possuem
multiplas aplicacGes podendo auxiliar a construcdo de mapas do genoma (Wilcox et al.,
1991), a descoberta de genes (Mondego et al., 2011) e a identificacdo de sua estrutura
(Jiang et al., 1998), o estabelecimento da variabilidade de transcritos alternativos (Modrek
et al, 2001), a caracterizacdo de candidatos a polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNPSs)
(Useche et al., 2001), a identificacdo de marcadores moleculares especificos para
determinados tecidos ou doenca (Herbert et al., 2008, Bernstein et al., 2009, Romanuik et
al., 2009), a complementacdo de anotacdes de genomas (Rudd, 2003) e de andlise de
proteomas (Ma et al., 2010).

Apesar das diversas possibilidades de estudos proporcionadas pelo transcriptoma, a
identificacdo de genes codificados a partir de ESTs apresenta uma série de desafios. ESTs
representam um grande numero de sequéncias redundantes, tipicamente parciais, algumas
podendo apresentar baixa qualidade, quimerismo e moderada taxa de contaminagdo por
vetores e adaptadores (Pertea et al., 2003). Para solucionar tais artefatos, os estudos de
transcriptoma geralmente utilizam ferramentas de bioinformatica. Existem varios passos na
analise de ESTs e um grande nimero de ferramentas para cada um deles. Cada um desses
métodos possui determinadas vantagens e buscam extrair informacgdes biologicas a partir
da sequéncia dos transcritos. Entretanto, existe muita confusdo na escolha das ferramentas
mais adequadas para cada um dos diferentes passos de andlise e a subsequente anotacao em
nivel de proteina ou DNA (Nagaraj et al., 2006). Aqui serdo revisadas as principais formas
de andlise de transcriptomas focando nos estudos que analisaram glandulas de veneno.
Esses trabalhos geralmente seguem determinados passos de analise que estdo ilustrados na
Figura 3. Para realizar essas etapas, sdo utilizados diversos programas de anélise
bioinformatica. Os programas comumente usados em cada uma dessas etapas, muitos deles

também utilizados neste trabalho, serdo descritos abaixo.

1.6.1 Banco de dados de ESTs

O maior depdsito disponivel de EST é o dbEST do NCBI (Boguski et al., 1993). O

artigo que descreve esse banco data de 1993, e nele é descrita a ocorréncia de 22.537
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ESTs. Atualmente, apresenta mais de 73 milhGes de entradas provenientes de mais de
2.200 organismos (numero obtido em outubro de 2012 disponivel em
<http://www.ncbi.nIm.nih.gov/projects/dbEST/>). O dbEST disponibiliza as sequéncias

para download e para estudos académicos.

Outro banco de dados de ESTs é o UniGene do NCBI que estoca genes Unicos e
representa uma série de grupos orientados de genes gerados a partir de ESTs. Para a
sequéncia ser incluida no UniGene, o inserto do clone deve ter no minimo 100 pb de alta
qualidade sem sequéncias repetitivas. Além disso, a sequéncia deve ser ancorada na
extremidade 3’ dos transcritos. Evidéncias disso pode ser a presenca de sinais de
poliadenilacdo canonicos, presenca de cauda poliA ou pelo menos duas sequéncias de EST
obtidas do seqiienciamento com o iniciador 3 (Pontius et al., 2002).

Além de banco de dados gerais que armazenam sequéncias de Varios organismos,
existem fontes especializadas de ESTs, criadas para especificos organismos. Como
exemplos podem ser citados “The Institute for Genome Research”, “USA (TIGR) Gene
Indices”, “The Rat EST Project” e “Cancer Genome Anatomy Project” (Nagaraj et al.,
2006).

1.6.2 Analise de qualidade das ESTs

Uma EST tipica € uma copia curta de mRNA sequenciada apenas uma vez e, COmo
tal, é altamente propensa ao erro, especialmente em suas extremidades. A qualidade da
sequéncia € significativamente melhor no meio da mesma. Além disso, as sequéncias
obtidas podem estar contaminadas com vetores, adaptadores, que precisam ser eliminados.

Uma primeira analise de qualidade de ESTs comumente usada € realizada com
auxilio do programa Phred, desenvolvido pelos doutores Phil Green e Brent Ewing. Tal
programa realiza a leitura dos cromatogramas (nos formatos SCF, ABI e ESD) gerados
pelo sequenciador, interpreta e escreve as bases em um arquivo de texto e atribui valores
de qualidade ("Phred scores™) para cada base lida. O valor de qualidade é o logaritmo da
probabilidade de erro [Q = -10 logio( Pe ), onde Q é a qualidade e P ¢é a probabilidade de
erro de uma base particular], esses valores vao de 4 a 60 sendo que 0s maiores valores
correspondem a uma maior qualidade. Um valor de Phred de 20, por exemplo, significa

1% de chance de erro. Os valores de qualidade podem ser usados pelo programa para
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Figura 3: Etapas de analises de bioinformatica em estudos de transcriptoma. Apés o sequenciamento, as
ESTs sdo avaliadas quanto a qualidade das bases e sdo removidos 0s vetores, as caudas poli A, adaptadores.
Em seguida, as sequéncias sao agrupadas utilizando programas de clusterizacdo para formacgao de sequéncias
consenso. Realiza-se, entdo, a busca por similaridade dos transcritos com sequéncias depositadas em banco
de dados. Procede-se a anotacdo com a nomeacdo das ESTs e associacdo de suas funcdes baseando-se nos
dados de similaridade com sequéncias j& conhecidas. Ap6s a descri¢do geral dos dados e de ESTs de
interesse, como variantes de toxinas, os trabalhos apresentam diferentes formas de analise complementar,
como estudos filogenéticos, avaliacdo de sequéncias sem similaridade com banco de dados em relagdo a
ocorréncia de peptideo sinal, de janela aberta de leitura, anotacdo de processos e de vias bioldgicas presentes
na glandula. Além disso, uma sequéncia consenso pode ser conceitualmente traduzida em um provavel
peptideo e entdo comparada com banco de dados de proteinas.

realizar a trimagem das sequéncias. A alta precisdo dos valores de qualidade do Phred
torna essa ferramenta ideal para acessar a qualidade das sequéncias. O método mais

frequentemente usado é a avaliacdo das bases com valor de Phred de 20 ou mais. Os
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arquivos de saida do programa Phred podem ser usados em programas de clusterizacdo
para aumentar a acurécia das sequéncias agrupadas (Ewing et al., 1998)

Apos a analise de qualidade das sequéncias usando o programa Phred, as ESTs sdo
comumente processadas para a eliminacdo de sequéncias contaminantes. A comparagao
das ESTs com banco de dados ndo redundante de vetores, tais como Univec e EMVEC
utilizando ferramenteas como o BLAST ou o Cross_Match (Smith e Green, trabalho néo
publicado) podem identificar a contaminagdo com vetor para remog¢do do mesmo (Nagahaj
et al., 2006).

Um exemplo de programa que realiza a eliminagdo de sequéncias contaminantes e
que foi utilizado no presente trabalho é o SeqClean (disponivel em
<http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/software/>). Ele consiste em um script para trimagem

e validacdo de ESTs ou outras sequéncias de DNA. Essa ferramenta elimina varios
contaminantes e sequéncias de baixa qualidade e complexidade. Esse programa foi
desenvolvido primariamente para “a limpeza” de ESTs de banco de dados, quando vetores
especificos e sitios de Splicing ndo estdo disponiveis ou quando a eliminacdo de varias
sequéncias contaminantes € desejavel. O programa trabalha por processar as sequéncias de
entrada e filtrd-las de acordo com o0s seguintes critérios: porcentagem de bases
indeterminadas; remocdo de cauda poli-A; analise geral de baixa complexidade;
alinhamento com varias sequéncias usadas durante o processo de sequenciamento (vetores,
adaptadores); alinhamento com contaminantes ou outras sequéncias indesejaveis como
mitocondriais, ribossomais, bacterianas. No caso da limpeza de vetores/adaptadores, a
sobreposicdo é considerada apenas se for acima de 92% de identidade, apresentar poucos
gaps e serem localizadas a 30% de distancia da extremidade da sequéncia. Como resultado,
0 Seqclean cria dois arquivos de saida: (1) arquivo contendo as sequéncias filtradas validas
e trimadas em formato fasta; (2) um relato do processo de limpeza (cleaning report), que
fornece detalhes sobre a trimagem das sequéncias e descarte das mesmas (coordenadas,

razdes para o descarte, nome dos contaminantes, etc.).
1.6.3 Agrupamento das sequéncias
O agrupamento das ESTs é importante, pois elimina a redundancia das sequéncias,

aumenta o tamanho das mesmas facilitando a anotacdo por homologia e aumenta o nivel de
confiabilidade de cada EST (Pertea et al., 2003, Nagahaj et al., 2006). Na analise de
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agrupamento, as ESTs tratadas sdo usadas como entrada em um programa. Tal programa
deve comparar essas sequéncias entre si de forma a encontrar quais delas séo idénticas ou
que contem regides parecidas o suficiente para serem reunidas em uma sé (Nagaraj et al.,
2006). Assim, o programa apresenta uma saida contendo as sequéncias que foram
agrupadas — chamadas de consenso ou contigs — e as sequéncias que ndo foram reunidas -
chamadas de singlets. Cada uma das sequéncias resultantes do agrupamento (seja ela um
singlet ou um contig) é chamada de unique. Considerando uma anélise ideal cada uma das
sequéncias unique deve representar um gene distinto. Entretanto, na pratica, a presenca de
familias génicas e de genes duplicados dificulta a obtencdo desse resultado ideal e, muitas
vezes, a sequéncia unique pode representar mais de um gene. Em outras ocasifes, um
mesmo gene pode estar representado por mais de um unique, sendo que um dos uniques
pode corresponder, por exemplo, a extremidade 5° de um determinado gene e outro a
extremidade 3° do mesmo (Prosdocimi, 2003; Wang et al., 2004). Os programas Phrap e
CAP3 (Huang e Madan, 1999) sdo os mais comumente usados no agrupamento e
associacdo de ESTs (Nagaraj et al., 2006). Esses dois programas € um outro programa de
agrupamento chamado TGICL, utilizado no presente estudo, serdo brevemente descritos
abaixo.

CAP3 constitui a terceira geragcdo do programa de associacdo de sequéncia CAP. O
algoritmo consiste de 3 fases principais: (1) Regides de ma qualidade em cada leitura séo
identificadas e removidas. A sobreposicéo entre as sequéncias sdo computadas e as falsas
sobreposicOes identificadas; (2) Sequéncias sdo reunidas para formar contigs em ordem
decrescente de escore de sobreposicdo (tamanho da sequéncia sobreposta x qualidade da
regido de sobreposicdo x escores de match/mismatch/gap). Sequéncias diretas e reversas
sdo usadas para fazer correcdes dos contigs; (3) Alinhamentos multiplos das leituras sdo
construidos e uma sequéncia consenso juntamente com valores de qualidade para cada base
¢ computada para cada contig. Valores de qualidade sdo usados para computacdo da
sobreposicado e construcdo de alinhamentos multiplos (Huang e Madan, 1999).

Outro programa de agrupamento, o Phrap (Green, 1999), Ié as sequéncias e 0
arquivo de qualidade, corta as regifes de homopolimero no fim das mesmas e constroi as
sequéncias consenso. Suas principais caracteristicas sdo: permitir o uso de sequéncias
completas e ndo apenas de regifes trimadas e de excelente qualidade; uso de dados de
qualidade internos e suplementados pelo usuario para melhorar a acuracia do agrupamento

na presenca de repeticdes; construcdo de consensos como um mosaico das partes de maior
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qualidade das leituras; capacidade de lidar com grande volume de dados. Esse programa
também encontra pares de sequéncias que tem regides de similaridade e elimina leituras
duplicadas; realiza comparacdes SWAT (Smith-Waterman) em pares de sequéncias que
apresentam regides de sobreposicdo e computa escore de SWAT; alinha as sequéncias aos
contigs, observa inconsisténcias e possiveis locais de alinhamento incorreto.

PHRAP e CAP3 usam diferentes ferramentas para gerar as sequéncias contigs.
ComparacBGes empiricas realizadas por Huang e Madan (1999) utilizando esses dois
programas mostraram que o PHRAP produz contigs mais longos que o CAP3, enquanto
este frequentemente produz consensos com menos erros que o PHRAP. Como 0 consenso
produzido pelo PHRAP é um mosaico de leituras de regibes de maiores valores de
qualidade, esse programa ndo utiliza a cobertura redundante como a faz o CAP3. A
ferramenta de mosaico (PHRAP) pode trabalhar em uma situacdo onde o contig tem uma
baixa cobertura, mas cada regido do mesmo é coberta por uma parte da leitura com altos
valores de qualidade. Por outro lado, quando os valores de qualidade ndo sdo disponiveis, €
recomendavel o uso do CAP3, uma vez que esse programa é capaz de usar a cobertura
redundante na construcdo do consenso. O usuario pode usar CAP3 para produzir
arcaboucos com dados contendo fragmentos diretos e reversos, uma vez que esse programa
utiliza tais fragmentos na associacdo das sequéncias. E recomendavel o uso de ambos os
programas e a comparacgao dos consensos resultantes provenientes pelos mesmos (Huang e
Madan, 1999).

TGI Clustering tools (TGICL) foi o programa de agrupamento escolhido no
presente trabalho. Ele consiste em um pipeline para rapido agrupamento de grande
quantidade de dados de ESTs. A clusterizacdo é realizada por uma versao ligeiramente
modificada do MEGABLAST do NCBI, que realiza comparacGes par a par entre as
sequéncias para agrupar aquelas que dividem regides de significativa identidade (Pertea et
al., 2003). Em seguida, os grupos resultantes sdo associados usando o programa CAP3.
TGICL comeca com um grande arquivo multi-FASTA e tem o arquivo de saida com o
mesmo formato do CAP3. Nesse software, a cuidadosa separacdo das sequéncias antes da
associacdo é essencial para uma reconstrucdo mais confiavel dos transcritos. A associacao
individual de cada grupo tem a vantagem de produzir uma sequéncia consenso maior e

mais completa, enquanto elimina potenciais erros de agrupamento (Pertea et al., 2003).
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1.6.4 Andlise de similaridade

Uma vez que as sequéncias consenso (provavel gene) sdo obtidas da associacdo de
ESTs, possiveis funcGes podem ser atribuidas através de anotacdo obtida a partir de
pesquisa de similaridade, através de ferramentas e bancos de dados disponiveis livremente
(Nagaraj et al., 2006). A ferramenta mais utilizada nessa etapa é o BLAST (The Basic
Local Alignment Search Tool), que encontra regides de similaridade entre sequéncias. O
programa compara sequéncias de nucleotideos ou proteinas com sequéncias de banco de
dados e calcula o significado estatistico da associacdo. BLAST pode ser usado para inferir
relacdo evolucionéria e funcional entre as sequéncias, bem como auxiliar na identificacdo
de membros de familias génicas (Altschul et al., 1997).

Diferentes tipos de programas BLAST servem como ferramentas universais para
pesquisa de similaridade:

MEGABLAST: realiza pesquisa no banco de dados de nucleotidos a partir de uma
sequéncia de nucleotideo. Essa ferramenta foi especificamente desenhada para descobrir
longos alinhamentos de forma eficiente entre sequéncias muito similares.

MEGABLAST discontinuo: também realiza pesquisa no banco de dados de
nucleotidos a partir de uma sequéncia de nucleotideo, entretanto essa busca considera a
redundancia do cddigo genético, ou seja, foca na descoberta de match na primeira e
segunda base e ignora 0 mismatch na terceira posi¢éo.

BLASTN: realiza pesquisa no banco de dados de nucleotidos a partir de uma
sequéncia de nucleotideo. Como exemplo, pode ser usado para pesquisa de ESTs contra
banco de dados de nucleotideos. O BLASTN é melhor que 0 MEGABLAST na descoberta
de alinhamentos com sequéncias de outros organismos.

BLASTX: realiza busca no banco de dados de proteinas a partir de uma sequéncia
de nucleotideo traduzida. Como exemplo, BLASTX traduz uma sequéncia consenso de
ESTs (query) em um produto protéico nas seis janelas abertas de leitura, seguido pela
comparacdo com banco de dados de proteina.

BLASTDp: realiza busca no banco de dados de proteinas a partir de uma sequéncia
de proteina.

tBLASTN: realiza busca no banco de dados de nucleotideo traduzido a partir de

uma sequéncia de proteina.
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tBLASTX: realiza busca no banco de dados de nucleotideo traduzido a partir de
uma sequéncia de nucleotideo traduzida.

PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST): consiste no programa BLAST
mais sensivel e permite a descoberta de proteinas distantemente relacionada ou novos
membros de uma familia proteica. A primeira rodada do PSI-BLAST consiste de um
BLASTp convencional. A partir das sequéncias resultantes o programa constréi uma
matriz de escore posi¢cdo-especifica, que sera usada para avaliar o alinhamento na préxima
iteracdo da pesquisa. Os novos hits sdo incluidos na formacdo de uma nova matriz para
mais uma rodada de BLAST. Considera-se que o PSI-BLAST convergiu quando nenhum
novo match ocorre em uma iteracdo subsequente.

Essas e outras informac6es mais detalhadas sobre a ferramenta BLAST podem ser

obtidas na pagina: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

1.6.5 Traducéo conceitual de ESTs

Dados de ESTS podem ser relacionados com anotacfes centradas em proteinas
devido a acurada e robusta traducéo de proteinas, uma vez que os polipeptideos séo moldes
melhores para identificacdo de dominios e motivos, para o estudo da localizacdo de
proteinas e para a designacdo de ontologias (GOs).

O primeiro passo de traducdo de sequéncias de ESTs é a identificacdo de regides
codificadoras de proteinas ou ORFs, a partir do consenso das ESTSs, acentuando o processo
de descoberta do gene e predicbes de suas bordas. Algumas ferramentas sdo disponiveis
para identificacdo de ORFs (Nagaraj et al., 2006). Por exemplo, ORF Finder (Open
Reading Frame Finder) é uma ferramenta de analise grafica que encontra todas as janelas
abertas de leitura de determinado tamanho minimo em uma sequéncia. Essa ferramenta
identifica as ORFs usando codigo genético padrdo ou alternativo. A sequéncia de
aminodcidos predita pode ser salva em varios formatos e pesquisada contra banco de dados
usando BLASTP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/). O ORF Finder foi o

programa escolhido para a tradugdo de ESTs no presente trabalho.

Outro programa de traducdo é o ORFPredictor, que foi desenvolvido especialmente
para identificar regibes codificadoras de proteinas em sequéncias derivadas de ESTs. Esse
programa fornece 6 frames de traducdo e prediz a regido codificante mais provavel de
todas elas (Min et al., 2005). ESTScan e DECODER podem detectar e extrair regides
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codificantes de ESTs de baixa qualidade ou cDNA parcial enquanto corrige erros de
mudanca de frame e fornece tradugdo conceitual. Prot4ESTé um pipeline de traducdo de
EST em polipeptideo que incorpora 0 DECODER, ESTScan e BLASTX para uma
predicdo mais acurada. Os provaveis peptideos podem ser comparados com banco de
dados de proteinas usando BLASTp (Nagaraj et al., 2006).

1.6.6 Anotacéo funcional

Existem algumas ferramentas para anotacdo funcional de sequéncias. No presente
trabalho optou-se pela utilizagcdo do pipeline Blast2GO (Conesa et al., 2005), que inclui
diferentes ferramentas de anotacdo, que estdo detalhadas abaixo.

Blast2GO é uma ferramenta de facil utilizacdo para analise de um conjunto de
ESTs que possibilita o entendimento do significado fisiologico de grande quantidade de
genes (Conesa et al., 2005). Ele usa 0 BLAST para descobrir homélogos no banco de
dados e, em seguida, 0 programa extrai os termos do Gene Ontology (GO) de cada hit
obtido por mapear as associa¢fes de anotacdes existentes. Uma regra de anotacdo enfim
atribui o termo do GO para a sequéncia em questao.

A anotacdo funcional propiciada pelo Blast2GO é baseada na transferéncia de
homologia e os parametros de anotacdo incluem: a escolha do banco de dados; a extensao e
0 numero de resultados de BLAST, o comprimento da sequéncia do banco de dados que
apresentou resultado de BLAST, a qualidade das anotacGes transferidas e a inclusdo de
motivos de anotacdo. As principais ferramentas de anotacao incluidas no Blast2GO s&o o0s
vocabularios usados pelo Gene Ontology, InterProScan e vias KEGG (Conesa e Gotz,
2008):

Gene Ontology (GO): fornece um vocabuladrio estruturado para dominios
biologicos especificos que podem ser usados para descrever produtos génicos em qualquer
organismo (Ashburner et al., 2001). A ontologia cobre trés dominios: componente celular,
a parte da célula ou seu ambiente extracelular; funcdo molecular, a atividade elementar do
produto génico no nivel molecular, tal como ligacdo e catalise; e processo bioldgico,
operacdo ou série de evento molecular com inicio e fim definidos pertinentes ao
funcionamento de unidades vivas (células, tecidos, 6rgdos e organismos) (Thomas et al.,
2007). O wuso de vocabuldrio controlado facilita consideravelmente a troca de

conhecimento bioldgico, além de facilitar a pesquisa computacional que lida com esse
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conhecimento (Conesa e Gotz, 2008). O processo de associacdo entre uma molécula
bioldgica e uma ontologia é chamado anotacdo ontoldgica. Existem trés principais tipos de
evidéncia para realizar a anotacdo ontoldgica: evidéncia baseada na literatura, em
homologia e por outras evidéncias computacionais. Em ultima instancia, a fonte de todas
as anotacBes ontoldgicas é a descoberta experimental publicada na literatura cientifica
através de um ou mais passos de inferéncia. O tipo de evidéncia é crucial para estimar a
confiabilidade de diferentes anotacdes. A maioria das anotac6es ontoldgicas é baseada em
inferéncias por homologia e a confiabilidade desse tipo de anotacdo depende da
metodologia computacional usada para inferir a heranca da funcéo a partir de um ancestral
comum (Thomas et al., 2007).

InterProScan: Uma vez que o provavel polipeptideo é obtido, sua funcdo pode ser
predita por pesquisa de similaridade contra banco de dados de sequéncias de proteina,
banco de dados de familias ou motivos usando uma ferramenta integrada como o
Interproscan. Interproscan escaneia uma determinada sequéncia de proteina contra
assinaturas de proteinas presentes em banco de dados membros do InterProScan
(PROSITE, PRINTS, Pfam, ProDom, SMART) (Zdobnov e Apweiler, 2001).

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes PATHWAY (Vias KEGG):
constitui uma colecdo de mapas de vias desenvolvidas manualmente que representam o
conhecimento das interaces moleculares e redes de reagdes. Um conjunto de dados
moleculares em larga escala, como informacgdes de genomas, transcriptomas e proteomas
podem ser submetidos ao mapeamento usando as Vias KEGG, o que auxilia na
interpretacdo bioldgica em relacdo a fungdes sistémicas (Ogata et al., 1999).

O Blast2GO também inclui fungbes graficas e estatisticas para avaliacdo do
procedimento de anotacdo e resultados finais. Especialmente a abundancia relativa de

termos funcionais pode ser facilmente obtida e visualizada (Conesa e Gotz, 2008).

1.7 Estudos de Transcriptoma da glandula de veneno de escorpides

Possani et al. (2000) estimaram a existéncia de cerca de 100.000 peptideos
bioativos presentes nas glandulas de veneno de escorpides, considerando em conjunto as
1.500 espécies existentes. De acordo com os dados do Animal Annotation Toxin Program
do Uniprot (Jungo et al., 2012), mais de 60 espécies de escorpides ja tiveram seus venenos

estudados, sendo obtidos 811 componentes do veneno, 0 que corresponde a
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aproximadamente 0,05% do total de peptideos estimados. Essa grande variedade de
peptideos encontrados na glandula de veneno tem despertado o interesse de pesquisadores
na busca de moléculas com potenciais atividades farmacoldgicas e biotecnolégicas.

O veneno de escorpifes vem sendo intensivamente estudado através de meétodos
baseados em PCR aplicados a bibliotecas de cDNA. Esses estudos contribuiram
consideravelmente para a coompreensdo da composi¢do do veneno e quando associados a
trabalhos que realizam clonagem, expressdo e caracterizacdo de componentes especificos
permitiu a identificacdo do papel de diversas moléculas do veneno. Entretanto, tais estudos
sdo limitados pela especificidade dos primers usados, impossibilitando uma visdo mais
completa da diversidade de constituintes do veneno (Rodriguez de la Vega et al., 2010;
Almeida et al., 2012). Uma abordagem de estudo que vem sendo utilizada para se explorar
a diversidade de peptideos produzidos pelos escorpifes é a analise do transcriptoma da
glandula de veneno desses animais (Rodriguez de La Vega et al., 2010). Geralmente, tais
estudos resultam em um grande volume de dados que possibilitam: (1) a compreensao de
mecanismos envolvidos com a sintese de peptideos do veneno; (2) a determinacdo de
padrdes de expressdo; (3) a descoberta de genes; (4) a investigacdo de eventos evolutivos
relacionados com a diversificacdo de toxinas e componentes do veneno; e (5) o
desenvolvimento de recursos Uteis para estudos de genémica funcional (Schwartz et al.,
2007; Ma et al., 2009; Rodriguez de La Vega et al., 2010; Ruiming et al., 2010).

O primeiro estudo de transcriptoma de glandula de veneno de escorpido ocorreu em
2007 (Schwartz et al., 2007). Depois desse, outros onze artigos utilizando essa abordagem
foram publicados até agora (Kozminsky-Atias et al., 2008; D’Suze et al., 2009; Ma et al.,
2009; Silva et al., 2009; Ma et al., 2010; Ruiming et al., 2010, Morgenstern et al., 2011;
Ma et al., 2012; Diego-Garcia et al., 2012, Almeida et al., 2012; Renddn-Anaya et al.,
2012). Além desses, o trabalho de Roeding et al. (2009) analisou o transcriptoma de um
escorpido inteiro. Esses catalogos de transcritos contém desde pouco mais de uma centena
de ESTs até cerca de trés milhGes delas, que foram provenientes 13 espécies, pertencentes
a 5 distintas familias de escorpides. A maioria dos trabalhos investigou a glandula de
veneno considerada transcricionalmente ativa, ou seja, a extracdo de RNA para a contrucéo
da biblioteca foi realizada 2 a 5 dias ap0s a extracdo do veneno. Trés trabalhos relatam o
perfil transcricional da glandula de veneno em repouso, ou seja, a extracdo de RNA foi

realizada sem a prévia extracdo do veneno. Informacgdes sobre esses trabalhos estdo
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sumarizadas na Tabela 3 e a distribuicdo dos escorpides investigados nesses estudos é
mostrada na Figura 4.

Além de uma diversidade de toxinas de canais para Na*, K*, CI" e Ca?*, os trabalhos
de transcriptomas de glandula de veneno de escorpides identificaram e avaliaram a
expressao de outros componentes do veneno como peptideos citoliticos, antimicrobianos,
anibnicos, lectinas, hialuronidases, fosfolipases, lisozimas, metaloproteases, peptideos
ricos em cisteina, peptideos ricos em glicina (Schwartz et al., 2007; Kozminsky-Atias et
al., 2008; D’Suze et al., 2009; Ma et al., 2009; Silva et al., 2009; Ma et al., 2010; Ruiming
et al., 2010, Morgenstern et al., 2011; Ma et al., 2012; Diego-Garcia et al., 2012, Almeida
et al., 2012; Renddn-Anaya et al., 2012). Além disso, esses trabalhos descrevem transcritos
relacionados com processos celulares que ocorrem na glandula, o que pode contribuir para
a melhor compreenséo da sintese do veneno. Como exemplo, a comparagdo do perfil
transcricional entre glandula ativa versus glandula em repouso de C. noxius mostrou
diferencas na transcricdo de componentes celulares. Na glandula ativa houve alta
representacdo de transcritos relacionados com metabolismo de aminoéacidos, lipideos e
carboidratos, além de componentes do proteasoma. Por outro lado, na glandula em repouso
ocorreu maior representacdo de transcritos envolvidos com processamento de informacées
ambientais, que incluem aqueles relacionados as vias de transducdo de sinal e de transporte
pela membrana (Renddn-Anaya et al., 2012).

Outra contribuicdo de estudos de transcriptomas consiste no repertorio de
sequéncias geradas. Tais sequéncias sdo geralmente depositadas em bancos de dados
mundiais, o que facilita o futuro isolamento e aplicacdo dessas moléculas.
Interessantemente, cerca de 50% das ESTs descritas nesses trabalhos ndo apresentam
resultado quando comparadas com as sequéncias depositadas em bancos de dados pablicos.
Isso evidencia a escassez de informacdo molecular sobre os escorpifes e organismos
relacionados, ao mesmo tempo, que revela o grande potencial de descoberta de novas
proteinas bioativas quando se realiza esse tipo de andlise (Rodriguez de La Vega et al.,
2010).
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H.judaicus

T. discrepans

T. serrulatus

Incidéncia por 100.000 habitantes

Limites de

distribuicao ] <« 1 - 100 Bl 100

Figura 4: Distribuicdo das espécies de escorpido ja analisadas em estudos de transcriptoma de glandula de
veneno. Espécies escritas em preto pertencem a familia Buthidae e as escritas em branco sdo nao-butideos. O
mapa indica ainda a incidéncia de acidentes com escorpides e o limite de distribuicdo desse grupo animal.
Fonte: mapa adaptado de Chippaux e Goyffon (2008).
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2. JUSTIFICATIVA

Em 2007, a Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization - WHO)
considerou o escorpionismo uma doenga negligenciada que requer uma urgente acao
internacional. De fato, no Brasil, acidentes com escorpifes consistem em sério problema
de salde publica por muitas décadas, com mais de 50.000 casos descritos em 2010 (Brasil,
Ministério da Saude, 2011). A espécie de escorpido considerada a mais perigosa e a
principal responsavel pelos acidentes é Tityus serrulatus (familia Buthidae).

Devido a importancia médica, toxinas e outros componentes do veneno de T.
serrulatus tém sido isolados e estudados individualmente (Possani et al., 1977; Arantes et
al., 1989, Sampaio et al., 1991; Martin-Eauclaire et al., 1994; Sampaio et al., 1996;
Guatimosim et al., 1999; Novello et al., 1999; Petricevich et al., 2007; Mendes et al.,
2008; Verano-Braga et al., 2008). Entretanto, a investigacdo do transcriptoma da glandula
de veneno dessa espécie ndo foi realizada. Esse tipo de estudo mais holistico da glandula
de veneno ¢é interessante porque pode revelar, por exemplo: (1) os mecanismos e genes
participantes da sintese dos componentes do veneno (2) novas toxinas ou constituintes do
veneno, que podem tanto constituir moléculas bioativas com potencial para aplicagdes em
biotecnologia, quanto revelar candidatos envolvidos no envenenamento sistémico e (3) o
padrdo de expressdo da glandula de veneno. Assim, estudos de transcriptoma constituem
uma interessante ferramenta para explorar a diversidade de moléculas produzidas na
glandula de veneno de escorpides (Rodriguez de La Veja et al., 2010).

Estudos de transcriptomas de glandulas de veneno de escorpido tém sido realizados
recentemente (Schwartz et al., 2007; Kozminsky-Atias et al., 2008; D’Suze et al., 2009;
Ma et al., 2009; Silva et al., 2009; Roeding et al., 2009; Ma et al., 2010; Ruiming et al.,
2010, Morgenstern et al., 2011; Ma et al., 2012; Diego-Garcia et al., 2012; Almeida et al.,
2012; Rendon-Anaya et al., 2012). A maioria deles foca nos constituintes téxicos do
veneno e tem contribuido substancialmente para a descoberta de muitas proteinas e
peptideos sintetizados na glandula de veneno. Recentemente, 0 aumento de informacéo
molecular a respeito dos escorpifes e organismos relacionados abre a possibilidade de
estudos de transcriptdmica comparativa, que podem gerar uma visdo mais ampla sobre as
glandulas de veneno e seus peptideos e proteinas. Entretanto, de acordo com 0 nosso
conhecimento, estudos de transcriptdmica comparativa envolvendo escorpides sao escassos

e, na literatura, foi encontrado apenas um trabalho comparando transcriptomas


http://www.uniprot.org/uniprot/?query=author:%22Martin-Eauclaire+M.-F.%22
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Petricevich%20VL%22%5BAuthor%5D
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provenientes de trés espécies de escorpido pertencentes a duas diferentes familias (Ma et
al., 2012). Nesse contexto, comparacdes entre catdlogos de transcritos tornam-se
necessarias para possibilitar a identificacdo de similaridades e diferencas entre
transcriptomas de diferentes escorpibes ou mesmo entre escorpides e organismos
relacionados. Essa analise permite integrar o conhecimento ja produzido, possibilitando,
por exemplo, a identificacdo de genes exclusivos das glandulas de veneno e ortdlogos em
organismos relacionados, além de propiciar a caracterizacdo da expressdo génica nesse

érgéo.
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3. OBJETIVOS

Este trabalho apresenta basicamente dois objetivos gerais: (1) investigar a
diversidade e complexidade molecular da glandula de veneno de T. serrulatus por meio da
analise do repertdrio de transcritos usando como estratégia a descricdo das ESTs; (2)
realizar analises de transcriptbmica comparativa entre catdlogos de transcritos de
quelicerados a fim de caracterizar o padrdo de expressdo de glandulas de veneno. Para tal,
tém-se 0s seguintes objetivos especificos:

- Formacdo de um banco de dados contendo ESTs de excelente qualidade através
do sequenciamento de cerca de 2000 clones da biblioteca de cDNA da gléandula de veneno
de T. serrulatus.

- Agrupamento das ESTs usando diferentes programas de agrupamento de
sequéncias (Phrap, CAP3, TGICL), escolha do mais adequado e analise do nimero de
sequéncias Unicas e agrupamentos resultantes desse processo.

- Realizagéo da anotacdo das ESTs através da pesquisa das mesmas contra o banco
de dados de proteinas (UniProt e nr) através do uso de algoritmo BLASTX e anotac¢éo com
termos do Gene Ontology usando pipeline Blast2GO.

- Analise de ESTs envolvidas com a maquinaria celular geral relacionadas, por
exemplo, a sintese e 0 processamento protéico.

- Realizacdo de andlise histologica da glandula de veneno de T. serrulatus e
comparacdo das caracteristicas morfologicas desse 6rgdo com os dados moleculares
oriundos da analise das ESTSs.

- Andlise da diversidade de sequéncias relacionadas a componentes do veneno
através da analise de formas variantes de ESTs traduzidas.

- Descricdo dos componentes do veneno e sua ocorréncia em termos de nimero de
ESTs obtidas. Identificacdo de ortdlogos dos componentes do veneno através da
metodologia Seed Server e PSI-BLAST contra o UniProt. Alinhamento multiplo dos
componentes do veneno e seus ortdlogos usando a ferramenta webprankster.

- Analise da ocorréncia de ortélogos dos componentes do veneno de T. serrulatus
nos grupos de organismos para inferéncia do grupo ancestral no qual possivelmente
originou cada um dos componentes descritos. Inferéncia essa que serd obtida através de

duas analises: (1) busca de ortdélogos dos componentes do veneno no universo protéico
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(UniProt) usando PSI-BLAST e no universo de transcritos (dbEST) utilizando PSI-
tBLASTN.

- Comparacédo entre catalogos de transcritos de quelicerados buscando identificar
similaridades entre eles e peculiaridades no padrdo de expressdo de glandulas de veneno
através de anotagdo usando BLASTX e analises de distribuicdo dos termos do GO realizada
pelo programa Blast2GO para os transcriptomas disponiveis no dbEST das seguintes
espécies Lynchas mucronatus, Mesobuthus gibbosus, Heterometrus petersii e Scorpiops
jendeki (ordem Scorpiones), Loxoceles laeta, Nephila antipodiana e Dysdera erythrina
(ordem Araneae), Ixodes ricinus e Sarcoptes scabiei (ordem Acari), Limulus polyphemus e
Carcinoscorpius rotundicauda (ordem Xiphosura) e Endeis spinosa (ordem Pycnogonida).

- Identificacdo de transcritos comuns entre o transcriptoma de T. serrulatus e 0s
demais transcriptomas de quelicerados atraves de analise utilizando o programa tBLASTX.

- Avaliacao da expressdo de componentes do veneno encontrados em T. serrulatus

nos demais transcriptomas amostrados usando as ferramentas de tBLASTx e tBLASTN.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Biblioteca de cDNA da glandula de veneno do escorpido T. serrulatus

O Laboratério de Biotecnologia e Marcadores Moleculares ja possui uma biblioteca
de cDNA da glandula de veneno de T. serrulatus. Tal biblioteca foi construida pelo
Professor Evanguedes Kalapothakis com cerca de 60 telsons. Os detalhes técnicos dessas
etapas foram descritos por Kalapothakis et al. (2001). Abaixo serdo descritas sucintamente
as principais etapas da construcéo da biblioteca.

Os escorpibes foram submetidos a estimulacdo elétrica do télson para a extracao do
veneno. Acredita-se que tal procedimento estimule as células produtoras do veneno a
sintetizarem RNAm. Dois dias ap0s esse procedimento, foi realiza a extracdo total dos
RNAs com a utilizagdo do “RNA Extraction kit” (PHARMACIA). Apés a extracdo, 0
RNAm poliadenilado foi purificado em coluna oligo-dT utilizando o “Poly (A) Quick
mRNA Isolation kit” (STRATAGENE). O ¢cDNA complementar foi sintetizado a partir do
RNAm usando o “Zap cDNA synthesis kit” (STRATAGENE). O vetor Uni-Zap XR™
(STRATAGENE) foi usado para a montagem da biblioteca. O fagemideo pBluescript SK
esta presente no vetor Uni-Zap XR™. O empacotamento do vetor Uni-Zap XR™ foi
realizado através do Gigapack Il packaging extract (STRATAGNENE). Celulas
hospedeiras da linhagem XL1 Blue MRF foram usadas nas etapas de clonagem para
plaqueamento dos fagos. Para amplificacdo da biblioteca, aliquotas da mistura do
empacotamento contendo cerca de 50.000 bacteriéfagos foram adicionadas a células
hospedeiras da linhagem XL1 Blue MRF crescidas em meio NZK. Para a subclonagem

optou-se pelo vetor pBluescript SK.

4.2 Transformacao dos plasmideos em Escherichia coli

Os clones da biblioteca foram previamente isolados e tiveram seus plasmidios
purificados e estocados como DNA precipitado. Parte dos clones ja havia sido
sequenciados pelo Laboratério de Biotecnologia e Marcadores Moleculares. Neste
trabalho, aproximadamente 2.000 clones precipitados da biblioteca foram transformados e
purificados para subsequente sequenciamento. Os procedimentos técnicos utilizados para

essas etapas sdo descritos a seguir.
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Cada clone da biblioteca foi ressuspendido em 5 pL de agua estéril e incubado com
25 uL de bactérias E. coli eletrocompetentes, linhagem XL1 Blue (Phoneutria
Biotecnologia e Servigos). Essa solugédo foi transferida para uma cubeta e submetida a um
pulso de 2kVa (quilovolt-amperes) em eletroporador. Posteriormente, foi adicionado 1 mL
de meio 2XYT (para 1 litro de meio foi usado 16 g de extrato de levedura, 10 g de
bactotriptoma e 5 g de NaCl) ou SOC (para 1 litro de meio foi usado 20 g de bactotriptona,
59 de extrato de levedura, 0,6 g de NaCl, 0,186 g de KCI, 2,14 g de MgCl, a 10 mM, 1,2 g
de MgSO, a 10 mM, 3,6 g de glicose a 20 mM) as bactérias foram incubadas a 37°C por
1h. Uma vez que o plasmideo utilizado contém o gene de resisténcia a ampicilina, as
bactérias foram plaqueadas em meio LB &gar com esse antibidtico (concentracdo final de
0,1 pg de ampicilina/mL de meio — Phoneutria Biotecnologia e Servigos) para a sele¢do
daquelas que incorporaram o plasmideo. Uma colonia proveniente de cada clone foi
selecionada para inoculagdo em placas de 96 pogos contendo, em cada um, 1,2 mL de meio
2XYT com ampicilina (0,1 pg de ampicilina/ mL de meio). O meio com as bactérias foi
mantido a 37 °C com agitacdo constante por cerca de 18 h. Apos esse periodo, foi realizada

a extracdo e purificacdo dos plasmideos.

4.3 Extracdo e purificacdo dos plasmideos

Para a extracdo e purificacdo dos plasmideos, a placa contendo as bactérias foi
centrifugada 9 min a 2.750 g e o sobrenadante descartado. Em cada poc¢o, as células foram
ressuspendidas com 240 pL de solugao I (glicose 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8,0, EDTA
10 mM pH 8,0) e novamente centrifugadas a 2.750 g por 6 min. O sobrenadante foi
descartado e as células ressuspendidas com 80 puL de solu¢do I. Esse material foi
transferido para uma placa de polipropileno de 96 pocos com fundo em U. Foram
adicionados em cada pogo 2,5 pL de RNAse (10mg/ml) e 80 pL de solugdo II (NaOH 0,2
N, SDS 1%). Apds homogeneizagdo, 80 pL de solugdo III (acetato de potassio 3 M, 11,5%
acido acético glacial) foi acrescentada em cada poco. Depois de ser novamente
homogeneizada, a placa foi incubada por 10 mim a temperatura ambiente e, em seguida,
levada a estufa a 90 °C por 30 min. A placa foi entdo centrifugada por 9 mina2.750g e o
sobrenadante transferido para uma placa Multiscreen (com filtro hidrofilico PDVF)
(MILLIPORE) acoplada sobre uma placa de polipropileno de 96 pocos de fundo em V. As

placas associadas foram centrifugadas por 5 min a 2.750 g. Apoés a centrifugacao, o filtrado
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foi totalmente transferido para a placa em fundo V e a placa Multiscreen foi descartada.
Ao filtrado foi adicionado 100 pL isopropanol 100%. O material foi centrifugado a 2.750 g
por 45 min, o sobrenadante descartado e 200 uL de etanol 70% foram adicionados em cada
pogo da placa. O material foi centrifugado a 2.750g por 5 min, o sobrenadante descartado e
a placa deixada por cerca de 15 min em estufa a 37 °C para a evaporagdo do etanol. O
DNA resultante foi ressuspendido em 20 pL de 4gua ultrapura e armazenado a -20 °C.
Apos essas etapas, 0 DNA foi quantificado em um gel de agarose 0,8% com coloragdo em

GelRed para subsequente sequenciamento.

4.4 Sequenciamento dos plasmideos

Foram realizadas reagdes de sequenciamento para os plasmideos provenientes dos
clones da biblioteca. Para cada reacdo foram utilizados cerca de 200 ng de plasmideo, 0,5
pL de BigDye Terminator v3. 1 Cycle (Applied Biosystems), 2 pL de iniciador M13 direto
ou reverso (1,6 pmol/uL) (IDT Integrated DNA Technologies), 1,5 uL de Tampéo de
Diluicdo 5X BigDye Terminator v1.1, v3.1 da Applied Biosystems e agua ultrapura
suficiente para 10 pL. Cada reacdo foi levada para o termociclador, o qual apresenta o
seguinte programa padronizado para o sequenciador 3130 Genetic Analyzer da Applied

Biosystem:

96°C por 2 minutos

96°C por 30 segundos

50°C por 15 segundos 45 ciclos
60°C por 4 minutos

Mantém a 4°C

Apos ser retirado do termociclador (Applied Biosystem), o produto da reacdo de
sequenciamento foi precipitado com solucéo de precipitacdo (1 pul de acetato de sodio 3M,
25 ul de etanol 100%, 1 ul de EDTA 0,125 M), lavado com etanol 70% (35 ul) e
armazenado em freezer a -20°C. Esse precipitado foi ressuspendido em formamida Hi-Di
(Applied Biosystem) e entdo encaminhado para o sequenciador ABI 3130 Genetic

Analyzer.
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4.5 Anélises de Bioinforméatica

4.5.1 Obtencéo de transcriptomas de quelicerados

Além das sequéncias de T. serrulatus obtidas no presente trabalho e depositadas no
dbEST (dbEST_Id = 75726766-75928119 e GenBank_Accn =JK731601 - JK732954),
outros conjuntos de ESTs também depositados nesse banco de dados foram analisados
para servirem de base de comparacdo aos dados obtidos no presente estudo. Para isso,
acessou-se a pagina do Taxonomy do NCBI (National Center for Biotechnological

Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/quide/taxonomy/#howto), realizando-se busca

com o termo Arthropoda, 3 niveis de agrupamento e opgdo “Nucleotide EST”. O resultado
dessa busca é mostrado no Quadro 1. Do grupo dos artrépodes quelicerados obteve-se pelo
menos um conjunto de EST de cada grupo que possuia colecdo de transcritos (as espécies
escolhidas para analise estdo destacadas em vermelho no Quadro 1). Quando possivel,
obteve-se catalogos de transcritos provenientes do animal inteiro e de glandula em uma
mesma ordem de artrépode. Essa escolha foi feita para possibilitar comparacdes de
transcriptomas de glandulas entre si e destas com animais inteiros em relagdo a ocorréncia
de transcritos e ao padrdo de expressao. Além disso, buscou-se selecionar transcriptomas
com numero semelhante de sequéncias para padronizar a representacdo de transcritos nos
diferentes transcriptomas. No total foram analisados 12 conjuntos de transcritos
depositados no NCBI, provenientes das seguintes espécies: Lynchas mucronatus,
Mesobuthus gibbosus, Heterometrus petersii e Scorpiops jendeki (ordem Scorpiones),
Loxoceles laeta, Nephila antipodiana e Dysdera erythrina (ordem Araneae), Ixodes ricinus
e Sarcoptes scabiei (ordem Acari), Limulus polyphemus e Carcinoscorpius rotundicauda
(ordem Xiphosura) e Endeis spinosa (ordem Pycnogonida)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest). Esses catalogos de transcritos foram submetidos ao

mesmo tratamento das sequéncias de T. serrulatus, ou seja, Seqclean seguido de
agrupamento com TGICL como estd explicado abaixo. Nessa etapa do trabalho, as

filogenias implementadas pelo UniProt e NCBI foram consideradas como referéncia.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/taxonomy/#howto
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest
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4.5.2 Analise de qualidade e eliminagdo de contaminantes de ESTs

Os cromatogramas (2.131 sequéncias) providos pelo sequenciador automatico foram
processados pelo programa Phred para analise da qualidade das sequéncias de T.
serrulatus. Realizou-se inicialmente um teste para verificar o valor de Phred mais
adequado para esse estudo. Para isso, foram utilizadas as sequéncias dos vetores sem
inserto encontradas na biblioteca de cDNA da gléandula de veneno de T. serrulatus. Essas
sequéncias foram submetidas a valores de Phred de 8, 9, 10, 15 e 20, o que corresponde a
uma probabilidade de 16; 12,6; 10; 3,2; e de 1% de erros de base. Assim, uma mesma
sequéncia era submetida a trimagem com diferentes valores de Phred e, posteriormente, era
realizado BLASTnN com filtro de baixa complexidade desativado para avaliar qual a porgao
da sequéncia apresentava match com o vetor do banco de dados nr/nt do NCBI.
Considerando os resultados obtidos com essas andlises associado ao fato de que a
trimagem com valores baixos proporcionam transcritos com maior taxa de erro, optou-se
por utilizar um valor de Phred de 20. Para o transcriptoma de T. serrulatus os
cromatogramas estavam disponiveis, 0 que possibilitou a andlise de qualidade com
programa Phred. Uma vez que as sequéncias dos catdlogos de transcritos dos demais
quelicerados sdo disponiveis no NCBI em formato fasta, a analise com tal programa néo
foi possivel.

Utilizou-se a ferramenta Seqclean para retirada de contaminantes das ESTs como
sequéncias de vetor (no caso de T. serrulatus com vetor pBluescript), adaptador e de cauda
poli A e poli T. Todos os transcriptomas de quelicerados obtidos no dbEST tambem

passaram por esse tratamento.

4.5.3 Agrupamento das sequéncias

Para o0 agrupamento das sequéncias de T. serrulatus foram testados 3 programas:
CAP3; Phrap (do pacote Phred-Phap-Consed) e TGICL. Para cada um desses programas
foi avaliada a trimagem das sequéncias do vetor antes ou apds o agrupamento.
MegaBLAST das sequéncias contra elas mesmas também foi avaliado utilizando um valor
de identidade maior ou igual a 96%. Apds os testes, optou-se pela utilizacdo TGICL. Esse
programa foi desenvolvido especificamente para a clusterizagdo de ESTs, sendo que

realiza inicialmente um MEGABLAST das ESTs pré-agrupando as mesmas, seguido pela
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submissdo das sequéncias ao programa CAP3. Além do transcriptoma de T. serrulatus,
todos os outros doze conjuntos de ESTs foram submetidos ao programa TGICL para

agrupamento das mesmas.

Arthropoda (arthropods) 5.810.943

o Chelicerata (chelicerates) 448.860 I . .
o Arachnida (arachnids) 435.735 i;"r‘é’zs t’fs”s"c’:biei
o Acari (mites and ticks) 394.960 P

» Amblypyai (whip spiders) Loxoceles laeta (aranha marrom)
e Araneae (spiders) 37.851 Dysdera erythrina

e Opiliones (harvestmen) Nephila antipodiana

o Palpigradi (microwhip scorpions)

o Pseudoscorpiones (false scorpions) .

« Ricinulei (hooded tickspiders) Heterometrus petersii

e Scorpiones (scorpions) 2.924 Lynchas mucronatus

e Solifugae (sun spiders) Scorpiops jendeki

o Uropyai (whip scorpions) Tityus serrulatus

[ ]

unclassified Arachnida
o Merostomata (horseshoe crabs) 9.063
o Xiphosura 9,063 {Limulus polyphemus e Carcinoscorpius retundicauda
o Pycnogonida (sea spiders) 4.062
o Pantopoda 4.062 {Endeis spinosa
o Mandibulata (mandibulates) 5.362.083
o Myriapoda (myriapods) 4.461
e Chilopoda (centipedes)
o Diplopoda (millipedes) 4.461
e Pauropoda
o Symphyla (symphylans)
o Pancrustacea 5.357.622
e Crustacea (crustaceans) 861.282

Hexapoda (insects) 4.496.340

Quadro 1: Organograma obtido pelo Taxonomy do NCBI para o grupo dos quelicerados — O nome dos grupos

aparece em azul com o respectivo nimero de ESTs depositadas. Nos colchetes estdo os nomes das espécies

analisadas. Os nomes de espécies em vermelho correspondem aquelas que tiveram o conjunto de ESTs obtidos
+ do NCBI. A espécie em preto é aquela cujo transcriptoma foi obtido no presente trabalho.

4.5.4 Anotacdo manual das ESTs

Para T. serrulatus, 0s agrupamentos e sequéncias Unicas providas pelo programa
TGICL foram submetidas ao programa BLASTX contra o banco de dados do UniProt. Essa
andlise foi realizada em mar¢o de 2011 e os parametros usados foram: e-value de corte de

1 x 10™ e filtro de baixa complexidade desligado. Os dez melhores resultados de BLASTx
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foram usados para fazer a anotagdo manual. A anotacdo foi realizada a partir dos uniques
resultantes do agrupamento uma vez que essas sequéncias apresentam tamanho maior do
que as ESTs que os formam, o que melhora os resultados de anotagdo. Para facilitar essa
etapa, os resultados da busca realizada pelo BLASTx foram transferidos para o sistema de
gerenciamento de bancos de dados MySQL. Em seguinda, realizaram-se contagens de
nimero de transcritos e de agrupamentos correspondentes a cada anotacdo. Para
comparacdo do nivel de expressdo entre os transcriptomas, o nimero de ESTs para todos
os catalogos de transcritos foi padronizado para 100.000 ESTs usando regra de trés. Como
exemplo, no transcriptoma de T. serrulatus foram encontradas 18 ESTs codificando
peptideo aniénico em um total de 1.629 transcritos analisados, em 100.000 ESTs,
peptideos aniénicos corresponderiam a 1.105 ESTs. A conversdo de todos os catalogos de
transcritos para 100.000 ESTs permitiu, portanto, fazer comparagdes entre o nivel de

expressdo de determinados genes entre eles.
4.5.5 Via KEGG
O conjuto das ESTs de T. serrulatus e 0s uniques provenientes do seu agrupamento

foram  submetidos a0  mapeamento  atravées de KEGG  PATHWAY

(http://www.genome.jp/kega/pathway.html). Os dados foram organizados em ordem

decrescente de ocorréncia das vias bioquimicas apresentadas pelo programa.

4.5.6 Anotacao funcional usando a ferramenta Blast2GO

As ESTs trimadas e os uniques de cada espécie em formato fasta foram utilizados
como sequéncias de entrada do programa Blast2GO. A tipica andlise feita pelo Blast2GO &
realizada em cinco etapas: (1) busca por similaridade usando algoritmo BLAST, (2)
mapeamento, (3) anotacao, (4) analise estatistica e (5) visualizacéo.

Para a realizacdo da primeira etapa optou-se pela utilizacdo de BLASTx com busca
no Banco de Dados nr do NCBI e com um e-value de corte de 1 x 10™°. Para os demais
parametros oferecidos pelo programa foram utilizados os valores default, que consistem
em analise dos 20 primeiros hits, comprimento minimo de alinhamento de 33 aminoacidos

e filtro de baixa complexidade ativado. Para realizar a pesquisa BLAST no NCBI fez-se o


http://www.genome.jp/kegg/pathway.html
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uso do QBLAST (Queue BLAST é um servico oferecido pelo NCBI para realizar busca
para multiplas sequéncias).

O mapeamento realizado pelo Blast2GO é o processo de busca de termos do GO
associados com os hits obtidos apds o BLAST. Essa etapa ndo possibilita a configuracao
de pardmetros e é realizada de quatro diferentes formas: (1) os acessos do resultado do
BLAST sdo usados para coletar nomes dos genes ou simbolos por fazer o uso de dois
arquivos de mapeamento fornecidos pelo NCBI (gene info, gene 2accession). Identificados
0s nomes dos genes, é realizada pesquisa com entradas espécie-especificas da tabela de
produtos génicos do banco de dados do Gene Ontology (GO). (2) Os identificadores Gl
obtidos durante a pesquisa BLAST s&o usados para busca de 1Ds no UniProt fazendo o uso
do arquivo de mapeamento PIR (referéncia do Banco de dados de proteina ndo-redundante)
que inclui PSD, UniProt, Swissprot, TrEMBL, RefSeq, GenPept e PDB. (3) Os acessos sao
pesquisados diretamente na tabela dbxref do banco de dados do GO. (4) Os acessos dos
resultados de BLAST séo pesquisados diretamente na tabela de produtos génicos do banco
de dados do GO.

A etapa de anotacdo € o processo de associacdo de um termo funcional a uma
sequéncia de entrada a partir de um conjunto de termos obtidos na etapa de mapeamento. O
algoritmo de anotacdo leva em consideracdo a similaridade entre a sequéncia de entrada e o
hit, a qualidade da fonte de assinaturas do GO e a estrutura do grafico direto aciclico
(DAG) do GO. A anotacdo com termos do GO é realizada através da aplicacdo de uma
regra de anotacdo (Quadro 2). A regra busca descobrir a anotacdo mais especifica com
certo nivel de confiabilidade. Para cada candidato GO uma pontuacéo (score) de anotacao
(AS) é computada. O AS é computado a partir de dois termos aditivos: (1) o DT, que
representa o hit de maior similaridade do GO multiplicado por um fator correspondente ao
peso do seu codigo de evidéncia (EC); e o AT, que fornece uma possibilidade de abstracéo.
Esse é definido como a anotacdo de um nd parental quando varios nos derivados estdo
presentes na colecdo de candidatos GO. Esse termo multiplica o namero de GOs unificados
em um no6 por um peso definido pelo usuario que controla a possibilidade e extensdo da
anotacdo. Quando o peso do GO é 0, nenhuma abstracdo € realizada. Finalmente, a regra
de anotacdo (RA) seleciona o menor termo por braco que obedece ao limite definido pelo
usuario. Para compreender como a pontuacdo de anotacdo funciona pode-se seguir o
seguinte raciocinio: quando o peso EC é 1 para todos os ECs (sem influéncia do EC) e o

peso do GO é zero (nenhuma abstracdo), entdo o AS ¢é igual ao valor de méaxima
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similaridade do hit que possui o termos do GO e a sequéncia serd anotada com aquele
termo se o score é acima de um dado limiar. A situacdo quando o peso de EC é menor que
1 significa que maiores similaridades sdo necessarias para alcancar o limiar. Se o peso GO
é diferente de 0, isso significa que ha possibilidade que um né parental alcance o limiar
enquanto seus varios nos derivados ndo alcangaram. A anotacdo depende da configuracao
dos diferentes parametros que compde o AS. Tais parametros podem ser ajustados no
“Diélogo de Configuracdo” e na “Configuracdo dos pesos dos Cdédigos de Evidéncia”

oferecidos pelo programa.

DT = max (similaridade x peso EC)
AT = (# GO -1) x peso GO
RA: menor n6 [AS (DT + AT) > limiar)]

Quadro 2: Regra de anotagdo (RA) do programa
Blast2GO.

Os parametros ajustaveis sao:

1. Filtro do E-Value do Hit: apenas termos do GO obtidos do hit com e-value
menor que um determinado limiar sdo usados para anotacdo. Nesse estudo optou-se pelo
uso de e-value de 1 x 10™%°,

2. Limiar de anotacdo. A regra de anotacdo seleciona 0 menor termo por ramo que
se adequa acima do limiar. No presente estudo foi usado o parametro default que é igual a
55.

3. Peso do GO. Esse é o peso dado pela contribuicdo dos termos derivados
mapeados para a anotacao de termos parentais (default=5).

4. Cobertura de corte do Hsp-Hit: Corresponde a necessidade de cobertura minima
entre o hit e seu HSP. Por exemplo, um valor de 80 significa que o HSP alinhado deve
cobrir no minimo 80% da extensdo do seu hit. Apenas anotacdes de hits que preencham
esse critério irdo ser consideradas para a transferéncia de anotacao.

5. Peso de EC: podem-se alterar os pesos dos codigos de EC. Por exemplo, quando
ndo se espera a influéncia dos cddigos de evidéncia, pode-se adotar o valor 1 para todos
eles. Por outro lado, quando se quer excluir um certo EC, atribui-se um valor 0 ao seu

peso.
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De acordo com Conesa e GOtz (2008), os valores default dos parametros do
Blast2GO foram escolhidos para otimizar a taxa entre a cobertura de anotagdo e a acuracia
da mesma. Nesse sentido, optou-se pela manutencdo dos parametros definidos pelo
programa, exceto para o e-value de anotagé&o.

Apbs as etapas de BLAST, mapeamento e anotacdo, os graficos, tabelas e
organogramas fornecidos pelo programa foram analisados. Para os dados de distribuicdo
dos termos do GO fornecidos pelo programa optou-se por utilizar as tabelas com dados
brutos ao invés dos graficos fornecidos, uma vez que isso possibilitou maior flexibilidade
de formatacdo para apresentacdo dos dados. Comparagdes entre os transcriptomas dos

diferentes grupos de organismos amostrados foram realizadas.
4.5.7 Busca de ortdlogos e alinhamentos
As ESTs relacionadas aos componentes do veneno foram separadas e sua sequéncia

foi traduzida em sequéncia de proteina usando o programa ORF Finder

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/). Para predizer o peptideo sinal das ORFs

encontradas foi utilizado o programa SignalP 4.0 (Petersen et al., 2011). O presente
trabalho seguiu a nomenclatura dos componentes do veneno sugeridas por Cologna et al.
(2010) and King et al. (2008) e o UniProt. Subsequentemente, o programa Seed Server foi
usado para buscar ortologos dos componenentes do veneno de T. serrulatus. A
metodologia usada pelo Seed Server (Guedes et al., trabalho ndo publicado) consiste
basicamente no agrupamento de proteinas homologas de interesse usando o software Seed
Linkage (Barbosa-Silva et al., 2008) e o UniRef50, enriquecido com grupos de ort6logos
do KEGG (UEKO) construidos com procedimentos descritos por Fernandes et al. (2008).
As sequéncias usadas para alinhamento foram obtidas do banco de dados do UniProt. O
alinhamento  multiplo  foi realizado pelo programa online  webPrankster

http://www.ebi.ac.uk/goldman-srv/prank/ e o programa Jalview foi usado para a edicdo e

visualizacdo dos alinhamentos (http://www.jalview.org).

4.5.8 Busca de ortélogos distantes: uso de PSI-BLAST e PSI-tBLASTn

Para identificar ortlogos mais distantes de componentes do veneno encontrados

em T. serrulatus e analisar em quais grupos de organismos tais sequéncias sdo encontradas,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/
http://www.ebi.ac.uk/goldman-srv/prank/
http://www.jalview.org/
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35 uniques que codificam proteinas presentes no veneno foram submetidos ao programa
PSI-BLAST contra UniProt e ao PSI-tBLASTnN contra o banco de dados dbEST.

Na avaliagdo de PSI-BLAST contra o UniProt usou-se como parametros e-value de
1 x 10™, entretanto, para algumas sequéncias esse e-value foi muito baixo e ndo foi
possivel encontrar sequéncias homologas. Nesses casos, utilizou-se valor de e-value de 1 x
107, Para evitar a degracdo da matriz durante a analise de PSI-BLAST contra UniProt, o
namero de iteracdes foram limitados da seguinte forma: para cada componente do veneno,
escolheu-se a maior iteracdo que ainda mantivesse o valor de escore maior que 60%
daquele obtido quando a sequéncia foi usada como entrada contra ela mesma.

Para utilizar o programa PSI-tBLASTn, foi contruida uma matriz para cada uma
dos uniques usados como sequéncia de entrada (query). Essa matriz foi obtida a partir das
sequéncias de proteinas da iteracdo escolhida durante a analise usando PSI-BLAST contra
0 UniProt. Nessa analise também se utilizou e-value de corte de 1 x 10™° e quando ndo se
obteve resultados usando esse valor testou-se o e-value de 1 x 107.

Realizou-se a busca do identificador taxondmico de cada sequéncia resultante da
busca realizada pelo PSI-BLAST e PSI-tBLASTn. Cada conjunto de identificadores
relacionado a um componente do veneno foi usados como input para o programa online

‘Taxonomy common tree’ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/), que controi arvores

contendo 0s organismos correspondentes aos identificadores.

4.5.9 Andlise comparativa entre transcriptomas de quelicerados

Para avaliar a proporcdo de transcritos comuns entre T. serrulatus e demais
transcriptomas realizou-se analise usando tBLASTX. Nesse programa, o transcriptoma de
T. serrulatus foi usado como entrada contra os catalogos de transcritos dos demais
quelicerados. Em seguida, calculou-se a propor¢do que as sequéncias em comum
ocupavam em cada um dos transcriptomas. Por exemplo, os uniques de T. serrulatus
apresentaram match com 235 ESTs e 89 uniques de L. mucronatus. Como o transcriptoma
de L. mucronatus possui 740 ESTs e 404 uniques, a propor¢do de match correspondeu a
32% das ESTs e 22% dos uniques de L. mucronatus. Os transcritos em comum foram
identificados e anotados.

Os transcritos que codificaram componentes do veneno de T. serrulatus foram

usados como sequéncia de entrada no programa tBLASTX contra 0s uniques dos demais


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/)
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transcriptomas. O namero de resultados obtidos para cada componente do veneno foi
computado e o numero de EST encontrado foi convertido para 100.000 ESTs para
possibilitar a comparacdo do nivel de expressdo de tais componentes do veneno entre 0s
transcriptomas.

Os uniques codificantes de componentes de veneno traduzidos com o auxilio do
programa ORF-FINDER (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/) foram usandos
como entrada no programa tBLASTnN contra os outros 12 transcriptomas de quelicerados.
Foram feitas contagens do numero de resultados obtidos e esses foram convertidos para
100.000 ESTs para facilitar a comparagdo entre 0s transcriptomas amostrados.

4.6 Histologia da glandula de veneno

Para a histologia da glandula de veneno de T. serrulatus foram utilizados 12
animais. Os escorpides foram coletados na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.
Os animais foram narcotizados com cloroférmio e em seguida o télson foi retirado, cortado
transversalmente e fixado por imersdo em glutaraldeido 5% tamponado com tampao
fosfato 0,05 M (pH=7,2) por 24 h. Apds a fixacdo, as amostras foram desidratadas em
séries crescentes de etanol e diafanizadas em xilol. Em seguida, utilizaram-se duas técnicas
distintas: 6 amostras foram incluidas em parafina e coradas com hematoxilina-eosina e as
outras 6 foram incluidas em resina glicol-metacrilato e coradas com azul de toluidina 1%.

As laminas foram examinadas no microscépio de luz da Olympus BX60 (Tokyo, Japéo).
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5 RESULTADOS

5.1 Sequenciamentos dos clones da biblioteca de T. serrulatus

Obteve-se sucesso na transformacdo dos clones da biblioteca, extracdo e
purificacdo dos plasmideos. Além de ser mais rapida, a prep realizada em placas resultou
em DNA purificado de alta qualidade (Fig. 5) e com quantidade suficiente para o
sequenciamento.

Durante a realizagdo do trabalho, obtiveram-se 1603 sequéncias de clones da
biblioteca de T. serrulatus. As sequéncias obtidas foram associadas com outros
sequenciamentos da biblioteca realizados anteriormente no Laboratdrio de Biotecnologia e
Marcadores Moleculares, o que resultou em um nimero total de 2344 sequéncias. Algumas
delas consistiam-se de repeticbes do sequenciamento do mesmo clone, de modo que,
eliminadas essas repeticdes, obtiveram-se 2.131 sequéncias provenientes de diferentes

clones.
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Figura 5: Gel de Agarose 0,8% corado com GelRed demonstrando
plasmideos provenientes da biblioteca de T. serrulatus ap6s
amplificacdo, extracdo e purificagdo em placa. Canaleta 1 = DNA
Lambda 458 ng/uL.Canaletas de 2 a 30 representam plasmideos
provenientes de diferentes clones.
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5.2 Anédlise de qualidade e agrupamento das sequéncias de T. serrulatus

Apos a avaliagdo de qualidade realizada pelo programa Phred (com valor de Phred
= 20) e andlise das sequéncias com o programa SeqClean obtiveram-se 1629 ESTs de
excelente qualidade. Essas ESTs foram depositadas no dbEST (75926766-75928119). O
agrupamento das sequéncias através do programa TGICL resultou em 643 uniques, sendo
eles formados por 185 contigs e 458 singlets. Cada agrupamento foi manualmente avaliado
quanto a qualidade das sequéncias e do consenso formado pelas ESTs.

A distribui¢do do tamanho das ESTs e dos contigs em nimero de nucleotideos e
mostrada na Figura 6A. Como se pode observar o agrupamento aumentou o tamanho
médio das sequéncias, 0 que geralmente resulta em melhora no processo de anotacdo. A
analise de ocorréncia de singlets e do namero de EST incluidas nos contigs (Fig. 6B)
mostrou prevaléncia de singlets (458) e agrupamentos com pequeno nimero de sequéncias
(165 contigs possuiam entre 2 e 9 sequéncias), como também observado em outros estudos
de transcriptomas de glandula de veneno (Schwartz et al., 2007; D’Suze et al., 2009; Ma et
al., 2009; Silva et al., 2009; Roeding et al., 2009; Ma et al., 2010; Ruiming et al., 2010).
Foi identificado apenas um agrupamento com 138 ESTSs, dois contigs contendo entre 50-99

sequéncias, sete possuindo entre 20-49 transcritos e dez com 10 a 19 ESTs.

5.3 Anotacdo das ESTs de T. serrulatus

Foram utilizados dois procedimentos de anotacdo: anotacdo manual e anotacédo
funcional utilizando como ferramenta o programa Blast2GO. Os resultados obtidos com

esses dois processos estdo descritos separadamente abaixo.

5.3.1 Anotacdo manual das ESTs e uniques de T. serrulatus

Considerando o e-value de corte menor que 1 x 10 das 1629 sequéncias
analisadas, 370 delas ndo apresentaram resultado de BLASTX contra o UniProt, o que
correspondeu a 295 unigques. Conforme mostrado na Figura 7, a maioria das sequéncias

gue ndo apresentaram match foram singlets ou agrupamentos com poucas sequéncias. As
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Figura 6: Informacbes sobre o agrupamento e tamanho das sequéncias de T. serrulatus analisadas. A)
Distribuicdo do tamanho em nimero de nucleotideos das ESTs e dos uniques; B) Ocorréncia de singlets e
distribuicdo do nimero de contigs contendo determinado nimero de EST.
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sequéncias sem resultado de similaridades a outras depositadas no banco de dados
corresponderam cerca de 46% dos uniques e 23% do total de ESTs. Essa proporc¢do de
sequéncias “no match” ¢ comumente encontrada em estudos de transcriptoma de escorpido

e pode indicar um grande potencial de descoberta de novas moléculas. Além disso,
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Figura 7: Distribui¢do dos transcritos sem resultado de similaridade com sequéncias depositadas no UniProt.
A) NUmero de ESTs e uniques consideradas no match. A anotagdo ‘contig (2)’ significa que o agrupamento
que possui 2 sequéncias. B) Percentual de ESTs sem resultado de BLAST contra o UniProt em agrupamentos
compostos por diferentes nimeros de ESTs Observar que a predominancia de ‘no match’ ocorre para singlets
Ou para agrupamentos com pequeno nimero de sequéncias.
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consideravel proporcdo de ESTs (cerca de 10%) corresponderam sequéncias similares a
proteinas preditas ou ndo caracterizadas, 0 que indica que a ocorréncia de match ndo
significa que a fungdo da proteina seja conhecida.

De acordo com a anotagdo manual realizada a partir dos 10 melhores hits, as
sequéncias foram classificadas em proteinas similares a componentes celulares ou do
veneno e em subdivisdes dessas classes. A Figura 8 (A e B) mostra a distribuicdo dos
resultados dessa anotagdo considerando a andlise feita por EST (1629 transcritos) e por
uniques (643 sequéncias) e destaca as sequéncias relacionadas aos componentes celulares.
Na classificacdo das ESTs e uniques foram consideradas as seguintes categorias: Veneno’
incluiram transcritos codificando toxinas e outros componentes secretados ja descritos no
veneno de escorpides. As categorias ‘Mitocondria’ e ‘Nucleo’ compreendem ESTs/uniques
codificando proteinas localizadas nessas organelas. ‘Tradu¢do e processamento protéico’
contém transcritos que codificaram, por exemplo, proteina ribossomal, dissulfito-isomerase
e outras proteinas relacionadas a sintese proteica. ‘Componentes estruturais’ incluiram
principalmente proteinas do citoesqueleto, tais como actina, miosina e tubulina.
‘Transporte’ compreende transcritos codificando proteinas envolvidas com o trafego
intracelular (por exemplo, proteinas de transporte Copper). ‘Proteina predita ou nao
caracterizada’ inclui ESTs/uniques similares a sequéncias previamente descritas, mas sem
informacdo funcional. ‘Extracelular’ envolve transcritos codificando proteinas
extracelulares que sdo, por exemplo, encontradas na matriz extracelular, como a
fibronectina. A categoria ‘outros componentes celulares’ inclui uma diversidade de ESTs
codificando components celulares que ndo foram incluidos nas categorias descritas acima.
Na distribuicdo dos componentes relacionados aos constituintes do veneno mais
abundantes (Fig. 8C e 8D) os transcritos que codificaram peptideo Pape (similar a Peptideo
Potencializador de Bradicinina ou BPP), NaTx, KTx e AMPs foram grandes destaques,
enquanto que as categorias NaTx, KTx, metaloproteases e sequéncias similares a peptideos

do veneno de outros escorpides destacaram-se em termos de diversidade de transcritos.
5.3.2 ESTs relevantes para processos celulares
ESTs e uniques relacionados aos componentes celulares corresponderam a 31% dos

transcritos (501 ESTs) e 41% dos uniques (265 uniques). Para facilitar comparacdes da

expressdo génica, optou-se por padronizar o nimero de EST obtido para 100.000 ESTs
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(ESTs/100.000). Dessa forma, os transcritos codificando componentes celulares
representariam 30.755 ESTs/100K. Quando se considerou apenas as ESTs que
apresentaram similaridade com sequéncias no UniProt, os componentes celulares
corresponderam aproximadamente 40% das ESTSs.

Distribuicdo dos transcritos da biblioteca de cDNA de T. serrulatus

A) Uniques B) ESTs

veneno 8%
no match 23%

demais proteinas
celulares 10% A\

veneno 37%_\

] 0,
nacleo 5% __

no match 46% predita ou ndo

. 0,
caracterizada 5% transporte 1%
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Componentes_— —mitocdndria 4%
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sintese e celulares 6% _l processamento
processam ento/ ndcleo 3% \ proteico 5%
proteico 9% mitocéndria 4% predita ou nao Componentes

estruturais 6%

Distribuicdo dos transcritos relacionados com os componentes do veneno

C) Uniques D) ESTs

Outros 9%
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anidnico 3% NaTx16%
TSNTXP 4%
Outros 39%
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Figura 8: Distribuicdo dos transcritos em diferentes categorias de acordo com a anotacdo manual das sequéncias
de T. serrulatus. Distribuicdo dos 643 uniques (A) e das 1629 ESTs (B) em diferentes categorias com destaque
para transcritos com similaridade a componentes celulares. Distridbui¢do dos 51 uniques (C) e das 594 ESTs (D)
relacionados aos constituintes do veneno, com destaque aqueles que constituiram mais que 2% dos transcritos.

NaTx = toxina de canal para sddio; KTx = toxina para canal para potassio; Metaloproteases incluiu zinco
metaloproteases e antareases; TSNTxP = proteina ndo téxica NTxP.
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Os transcritos mais frequentes relacionados com a sintese e processamento proteico
foram ESTs codificando proteinas ribossomais (representando 2.271 ESTs/100K), fator de
iniciacdo (675 ESTs/100K) e elongacdo (430 ESTs/100K) da traducdo, dissulfeto
isomerase (246 ESTs/100K) e proteinas de choque térmico (HSPs — 246 ESTs/100K).
Além dessas ESTs mais abundantes, foi encontrada uma EST codificante de PAM
(peptidylglycine a-amidating monooxygenase - EC 1.14.17.3). Essa enzima catalisa a
reacdo de amidacdo da porcdo C-terminal de peptideos (Eipper et al., 1993). Alguns
peptideos necessitam dessa modificagdo para exercerem funcdo bioldgica (Jiang et al.,
2000), sendo que varios autores reportam a amidacao C-terminal em peptideos do veneno
de escorpides (Martin-Eauclaire et al., 1994; Rates et al., 2008; Diego-Garcia et al., 2005;
Barona et al., 2006).

Sete ESTs (representando 430 ESTs/100K) codificaram proteinas que foram
relacionadas a degradacdo atraves do sistema ubiquitina-proteasoma. Esses peptideos
podem ser importantes para assegurar que proteinas anormais ou com erros de
conformacdo sejam reconhecidas e eliminadas. Além disso, a degradacdo de proteinas
através desse sistema pode estar relacionada com a regulagdo de importantes vias na
glandula de veneno.

Foram obtidos abundantes componentes estruturais expressos na glandula de
veneno de T. serrulatus, que sdo provavelmente envolvidos na manutencdo da sua estrutura
e/ou participam da atividade contratil durante a liberacdo do veneno. Os transcritos mais
abundantes relacionados a essa fungdo codificaram actina (982 ESTs/100K), paramiosina
(921 EST/100K), troponina (675 ESTs/100K), miosina (491 ESTs/100K), alfa-tubulina
(430 ESTs/100K). Como referéncia, no transcriptoma de Drosophila melanogaster adulto,
0 grupamento referente a paramiosina no UniGene Dm.2704 apresentou 855 ESTs/ 100K.

A sintese do veneno é um processo considerado energeticamente custoso. De fato,
cerca de 6% das ESTs e 8% dos uniques que apresentaram resultados de BLASTX contra o
UniProt foram transcritos mitocondriais. Os transcritos mais abundantes relacionados a
producdo de energia foram citocromo c¢ oxidase (1.044 ESTs/100K), NADH-ubiquinona
oxidoredutase (921 ESTs/100K), ATP sintase (675 ESTs/100K) e citocromo b (368
ESTs/100K).
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5.3.3 ESTs relacionadas aos componentes do veneno

Nesse trabalho, 594 ESTs representando 36.464 ESTs/100K, 51 contigs e 35
diferentes familias de peptideos ou proteinas foram relacionadas com componentes do
veneno. Uma lista desses componentes identificados no transcriptoma de T. serrulatus é
mostrada na Tabela 4. Os transcritos do veneno mais abundantes codificaram peptideo
Pape (similar a peptideo potencializador de bradicinina - BPPs — encontrados em outras
espécies de escorpides como T. discrepans e L. mucronatus), toxinas de canal para potassio
(KTx) e toxinas de canal para s6dio (NaTx). Grande variacdo entre o nimero de ESTs
encontradas para cada toxina indica que esses componentes podem ser expressos em niveis
consideravelmente diferentes na glandula de veneno.

Foram obtidos 93 transcritos para NaTx (correspondendo 5.709 ESTs/100K), que
perfazem 16% das sequéncias relacionadas a componentes do veneno. Esses peptideos sdo
responsaveis pela maioria dos sintomas neurotdxicos desenvolvidos durante o
envenenamento por T. serrulatus (Cologna et al., 2009). Foram encontradas sequéncias de
5 distintas toxinas para canal de sédio. Tsl e Ts2 foram as mais abundantes no
transcriptoma. Considerando as NaTxs ja descritas em T. serrulatus, a Unica ndo
encontrada no transcriptoma foi a Ts5. Entretanto, foi obtida uma sequéncia, denominada
no presente trabalho de Ts17 (U-BUTX-Tsla) com 95% de identidade com a sequéncia da
Thtx5 de Tityus bahiensis. Essa € possivelmente uma nova sequéncia que possui 86% e
85% de identidade com Ts3 e Ts5, respectivamente. Além dessa sequéncia, foi obtido um
contig contendo 5 ESTs que apresentou apenas um match significativo com Ul-
Buthitoxina-Hjla (identidade de 63%) obtido de H. judaicus. Essa sequéncia foi chamada
de Ts18 ou U-BUTX-Ts1b e é uma provavel toxina de canal para sédio. Essas duas novas
sequéncias serao apresentadas juntamente com seus ortdlogos na se¢do 5.6. Embora Ts17 e
Ts18 possuem sequéncias com similaridade a toxinas de canal para Na’, ensaios
farmacoldgicos sdo necessarios para verificar suas funcGes bioldgicas.

Foram identificados uma grande diversidade de transcritos para KTx. Um total de
131 ESTs correspondendo a 8.042 ESTs/100K foram obtidas no transcriptoma de T.
serrulatus. Pelo menos cinco diferentes toxinas ja conhecidas e uma sequéncia com
possivel acdo como KTx foram encontradas. Ts8, também chamada TsTXK-beta ou «-
BUTX-Tsl, apresentou alto nivel de expressao e seus transcritos corresponderam 12% das

ESTs do veneno. O segundo componente mais expresso na categoria das KTxs consiste em
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uma sequéncia que contém uma por¢do de 10 aminoacidos idénticos a um fragmento
peptidico depositado no Uniprot denominado toxina de canal para potassio beta-Ktx2
(Uniprot ID: P69940). No presente trabalho, essa sequéncia aqui denominada Ts19 (U-
BUTX-Tslc) é mostrada na secdo 5.6, juntamente com seus ortélogos.

Tabela 4: Distribuicdo das ESTs e contigs dos componentes do veneno encontrados no transcriptoma
de T. serrulatus

T. serrulatus
ESTs contigs

Componentes do veneno

Toxinas de canal para Na*

Ts1 (B-BUTX-Ts1a) [P15226] 33 2
Ts2 (5-BUTX-Ts1a) [P68410] 36 1
Ts3 (6-BUTX-Ts1b) [P01496] 10 2
Ts17 (U-BUTX-Ts1b) [novo] 9 1
Ts18 (U-BUTX-Ts1c) [novo] 5 1
Toxinas de canal para K"
Ts8 ou TsTXK-beta (k-BUTX-ts1) [P69940] 73 1
Ts15 (k-BUTX-ts2) [P86270] 7 2
Ts6 ou alfa-KTx 12.1 (A-BUTX - Ts1b) [P59936] 5 1
Ts7 ou alfa-KTx 4.1-like (k-BUTX - Ts1a) [P46114] 4 2
Ts16 (U-BUTX-Tsla) [P86271] 1 1
Ts19 (U-BUTX-Ts1d) [novo] 41 1
Outros componentes
Peptideo Pape ou BPP-like [P86821] 138 1
AMPS [novo] 59 2
Similar a ponericina-W-like de L. mucronatus [novo] 40 1
Antarease * [P86392] 29 7
TsNTXP ou Ts4 [077463] 26 1
Peptideo anidnico [novo] 18 1
Hipotensina 1 ou Ts14 [P84189] 11 1
Hipotensina-like [P86824] 10 1
Zinco Metaloproteases *[P85842] 7 3
Similar a proteina rica em glicina de L. mucronatus [novo] 6 3
Tspep3 ou Ts13 [POC176] 4 1
Similar a neuropeptideo-3 de Buthus eupeus [novo] 3 1
Peptideo rico em cisteina, similar a Ts15 [novo] 3 1
Similar a TsPep2 ou Ts12 [POC175] 2 1
Hialuronidase* [P85841) 2 2
Similar a peptideo semelhante a toxina de B. eupeus [novo] 2 1
Fosfolipase A2 [novo] 2 1
Similar a peptideo rico em cisteina de Camponotus floridanus* [novo] 2 1
Similar a peptideo rico em cisteina de Hottentotta judaicus [novo] 1 1
Tspepl ou Tsll [POC174] 1 1
Alergeno * [P85840] 1 1
Similar a cadeia alfa-1 do peptideo ativador de lipdlise de L. mucronatus [novo] 1 1
Similar a proteina do veneno de B. eupeus [novo] 1 1

Similar a proteina secretada de Opisthacanthus cayaporum [novo] 1 1

* Indica que as sequéncias traduzidas sdo fragmentos e ndo a sequéncia completa. Entre paréntese
utilizou-se a nomeclatura sugerida por King et al., 2008. Entre colchetes estdo os identificadores
UniProt das sequéncias que foram depositadas em trabalhos anteriores ou a palavra “novo” para
indicar que essa sequéncia ndo foi previamente descrita em T. serrulatus, ou foi depositada como
fragmento (ou seja, como sequéncia incompleta).
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Além de neurotoxinas, uma grande diversidade de transcritos codificando peptideos
e proteinas similares a componentes do veneno ja descritos em outros escorpides foram
encontrados no transcriptoma de T. serrulatus. Alguns componentes estiveram presentes
em pequeno numero como fosfolipase A2 e hialuronidases, enquanto outros foram
abundantes como peptideo Pape (correspondendo a 8,5% do total de transcritos e 23% das
ESTs relacionadas a componentes do veneno), peptideos antimicrobianos (AMPs e
ponericina — cerca de 17% das ESTs do veneno e 6% do total de transcritos), proteina nao
toxica NTxP (TsNTxP- 4,4% das ESTs do veneno e 1,6% dos transcritos), metaloproteases
(soma de antareases e zinco metaloproteases corresponderam a 6% das ESTS do veneno e
2,2% do total de ESTS) e peptideos ani6nicos (3% dos transcritos do veneneo e 1% do total
de transcritos).

Alguns transcritos identificados no presente trabalho foram similares a peptideos,
proteinas ou transcritos identificados em outras espécies de escorpido, mas ainda nao
descritos em T. serrulatus. Fosfolipase A2, por exemplo, j& foi encontrada no
transcriptoma da glandula de veneno de outras espécies de escorpido (Schwartz et al.,
2007; Ruiming et. al., 2010; Ma et al., 2010; Renddon-Anaya et al., 2012) e acredita-se que
ela faz parte dos constituintes do veneno. Entretanto, de acordo com 0 Nnosso
conhecimento, essa proteina ainda ndo tinha sido descrita no veneno do escorpido amarelo.
No presente estudo, foram identificadas duas ESTs que codificam essa proteina. AMPs,
peptideo anibnico, proteina rica em glicina e peptideos ricos em cisteinas sdo outros
exemplos de sequéncias identificadas no presente estudo, que ainda ndo tinham sido

descritas em T. serrulatus.

5.3.4 Anotacdo funcional das sequéncias de T. serrulatus usando a ferramenta
Blast2GO

As 1629 ESTs de T. serrulatus e os 643 uniques em formato fasta foram utilizados
como arquivos de entrada do programa Blast2GO. As informac6es oferecidas por esse
programa em relacdo ao conjunto de sequéncias analisadas e o processo de anotacdo estdo
apresentadas no Apéndice A. Assim, graficos da distribuicdo do tamanho das ESTs e
uniques e a distribuicdo da similaridade e do e-value obtido na analise de BLASTX contra
nr sdo mostrados nos Apéndices Al e A2, respectivamente. No apéndice A também sao

mostrados graficos que indicam os bancos de dados usados para 0 mapeamento das
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sequéncias (Apéndice A3), a distribuicdo dos codigos de evidéncia para os hits do BLAST
(Apéndice A4) e por sequéncia (Apéndice A5), distribuicdo do numero de anotacbes
(Apéndice A6), porcentagem de sequéncias de comprimento x anotadas e numero de
termos do GO para sequéncias de comprimento x (Apéndice A7), distribuicdo do score de
anotacdo (Apéndice A8), distribuicdo dos niveis do GO (Apéndice A9), distribuicdo dos
resultados do Interproscan (Apéndice A10).

Informacdes gerais sobre as etapas realizadas pelo programa Blast2GO sé&o
mostradas na Figura 9, que descreve a proporcao de sequéncias sem resultado de BLAST,
mapeamento, e anotagdo para ESTs e unigques. A porcentagem de sequéncias com resultado
de BLAST e com anotacdo foi maior para as ESTs do que para 0s uniques, provavelmente
devido a ocorréncia de ESTs redundantes.

O programa Blast2GO controi graficos indicando as espécies de organismos cujas
sequéncias foram hits (Fig. 10) e top-hits (Fig. 11) para as ESTs e uniques analisados.
Interessantemente, a distribui¢do dos hits e dos top-hits por espécie foram diferentes para
ESTs e para uniques. Ocorreu predominancia de espécies de escorpido para a distribuicdo
de hits e top-hits das ESTs. Nesse sentido, nas analises de ESTs, considerando as 10
espécies mais representativas, 7 delas sdo de escorpides quando se considera todos os hits e
8 delas pertencem a esse grupo na analise dos top-hits. Quando se analisa 0s uniques, 0s
resultados de similaridade entre as sequéncias de T. serrulatus e outras espéecies estiveram
mais relacionados a organismos modelos ou espécies de interesse humano. Assim, espécies
como Mus musculus, Aedes aegypti, Homo sapiens, Ixodes scapularis e Drosophila
melanogaster apareceram entre as 10 primeiras espécies listadas na analise de uniques.
Isso indica que a amostragem de sequéncias dos bancos publicos influencia nos resultados
da analise de similaridade. Além disso, os dados de ESTs refletem a expressdo génica e
indicam a predominancia de sequéncias tipicas de escorpido na glandula de veneno dos
mesmaos.

O programa Blast2GO oferece duas opc@es de graficos de pizza para a analise da
distribuicdo dos termos do GO: (1) distribuicdo das sequéncias por nivel do GO; (2)
gréfico contendo multiplos niveis, que € gerado com o menor n6 de uma ramificacdo que
se enquadra em uma determinada condicéo de filtro (que pode ser um determinado nimero
de sequéncia ou um valor de escore escolhido pelo usuario). Os graficos multi-niveis para
os trés dominios do GO sdo mostrados nas Figuras 12, 13, 14 e aqueles que representam

apenas os termos do nivel 2 estdo nas Figuras 15, 16 e 17. Quantos aos componenentes
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celulares, grande propor¢do de sequéncias foram anotadas com o termo ‘regido
extracelular”. Além deste termo, aqueles relacionados ao citoesqueleto, mitocondria,
membrana e ribossomo foram consideravelmente frequentes. Quanto ao processo
bioldgico, produtos génicos assinados com o0s termos patogénese (definido como série de
processos especificos que geram a habilidade de um organismo causar doenca em outro),
resposta de defesa a bactéria, transporte, regulacdo da pressdo sanguinea, foram
consideravelmente frequentes. Conforme esperado, em relacdo a funcdo molecular, grande
proporgdo de sequéncias foi anotada como atividade inibidora de canal ibnico,
especialmente para os canais de sddio e potéssio. Sequéncias anotadadas com os termos
atividade oxidoredutase (relacionada a respiracdo celular), ligacio a DNA, RNA e
citoesqueleto e constituinte estrutural de ribossomos estiveram consideravelmente
presentes. Entretanto, a propor¢do dos mesmos termos nas duas analises foi
consideravelmente diferente, sendo que a analise das ESTs fornece informagdes mais

claras sobre a expresséo na glandula de veneno.

A) ESTs de Tityus serrulatus: Distribui¢cdo dos resultados
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B) Uniques de Tityus serrulatus: Distribui¢ao dos resultados
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Figura 9: Distribuigdo dos resultados das diferentes etapas realizadas pelo programa Blast2GO: BLAST,
mapeamento e anotagdo. A) analise de todas as ESTs e B) avaliacdo dos uniques.
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A) ESTs de T. serrulatus: Distribui¢do dos hits do BLAST por espécie
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B) Uniques de T. serrulatus: Distribuicdao dos hits do BLAST por espécie
0 250 500 750 1.000 1.250 1.500 1.750 2.000 2250 2500

Ixodes scapulans
Homo sapiens

. unknown
Drosophila melanogaster
Tribolium castaneum
Mus musculus
Daphnia pulex

Nasonia vifripennis
Apis mellifera

Aedes aegypti
Camponotus floridanus
Danio rerio

Anopheles gambiae
Pediculus humanus
Acromyrmex echinatior
Acyrthosiphon pisum
Harpegnathos saltator
Tityus discrepans
Branchiostoma floridae
Rattus norvegicus
Xenopus laevis

0s taurus
Saccoglossus kowalevskil
Solenopsis invicta
Mesobuthus eupeus
Culex quinquefasciatus
Drosophila willistoni
Drosophila mojavensis
Xenopus (Silurana)
others

Species

Figura 10: Estatisticas do BLAST - distribui¢do dos hits obtidos do resultado do BLAST por espécie. A) dados obtidos
pela anélise de todas as ESTs e B) dados dos uniques.
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A) ESTs de Tityus serrulatus: Distribuicdo dos Top-hits por espécie
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Tityus costatus : : : : : |
Hot judaicus A A A A A ]
Tityus serrulatus i i i ! ! H
Me_lgpbuth;s p i i i II
s discrepans : A B f
Tli‘g/‘ils sﬁgmﬁrus, 1 : [
Tityus trivittatus
Tribolium castaneum ]
Mesobuthus martensii ]
Centruroides limpidus |
Apis mellifera
Latrodectus hesperus
Daphnia pulex

Species

Sarcoptes scabiei
Branchiostoma floridae
Lycosa singoriensis
Hyalomma marginatum
Acyrthosiphon pisum
Buthus occitanus
Saccoglossus kowalevskii
Rhipioe&hall.ls_ sanguineus
asonia vitripennis
Omithorhynchus anatinus
Pediculus humanus
Xenopus laevis
Opisthacanthus cayaporum H H H H H H H H H H H H H H H
others i i 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 i

B) Uniques de Tityus serrulatus: Distribuicdo dos Top-hits por espécie

BLAST Top-Hits
0 5 10 15 2 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 15 80 85 90

Ixodes scaEuIaris ]
unknown ]

Hottentotta judaicus ]
Tribolium castaneum |
_ Daphnia pulex |
Tityus discrepans ]
Apis mellifera |
Mesobuthus eupeus ]
Tityus costatus |
Latrodectus hesperus |
Tityus |

fyus
Saccoglossus ki 1
C0Sa SINGONensis

lasonia vilrip
Acyrthosiphon pisum
Pediculus humanus
Branchiostoma floridae
Centruroides limpidus
Buthus occitanus
Aedes aegypti
Mesobuthus martensii
Camponotus floridanus
Taeniopygia guttata
Amblyomma variegatum
Lychas mucronatus
Rhipicephalus sanguineus
Harpegnathos saltator
Mus musculus
Argas monolakensis
others

Species

[T

Figura 11: Estatisticas do BLAST: distribuicéo por espécie do melhor hit obtidos através de pesquisa BLAST. A) dados
obtidos pela analise de todas as ESTs e B) dados dos uniques.
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A) Distribuicao das ESTs por termo do GO referente ao dominio componente celular

cell fraction (20)

cytosolic ribosome (25]}“

myofibril (26)

ribozomal subunit (29)

[integral to membrane (59)

[mitochondrial inner membrane (21)
|plasma membrane part (22)|\_/
respiratory chain (22)

cytoskeletal part (36)

cytosolic part (25)

extracellular region (422)

B) Distribuicao dos uniques por termo do GO referente ao dominio componente celular

cell fraction (10)

|organelle membrane (21) extracellular region (43)]

|enduplasmil: reticulum (13)

nucleoplasm (14)

endomembrane system (14)|

|nrganelle envelope (13)

cytoskeletal part (14)

protein complex (35)

plasma membrane part (13)]

/|miI30|:h0ndriaI part (10)

_actin cytosketeton (10)]

small ribosomal subunit {1 1)|

lintegral to membrane (25)}

Figura 12: Distribuicdo dos termos do GO do dominio componente celular. Resultados sdo mostrados para as ESTs (A) e
0s uniques (B). Para as ESTs foram considerados apenas os termos que foram atribuidos para no minimo 20 sequéncias e
para os uniques, no minimo, 10 sequéncias.
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A) Distribuicdo das ESTs por termo do GO referente ao dominio processo biolégico

I\'H', lle organization [55}|

macromolecule biosynthetic process (B6)

oxidation reduction (55)

_——]regulation of biological process (56)|

nitrogen compound metabolic process (52)

regulation of blood pressure (121)]

[mutticellutar organismal development (54)

\—{defmae response to bacterium (119)]

fransport (83)

||:elular protein metabolic process (67)

B) Distribuicdo dos uniques por termo do GO referente ao dominio processo biolégico

|organetie organization (27)]

|regulaﬁnn of primary metabolic process (21]I
pathogenesis (22}

translation (27)

|regulaﬁnn of biological quality (33)

anatomical structure morphogenesis [29}|

|small metabolic p 23

———'regulaﬁm of cellular metabolic process [22)|

response to stress (25)

regulation of macromolecule metabolic process (23)

organ development (23)

|oell.lar component assembly (22)

nucleic acid metabolic process (26)]

cell development (20} transport (44)

Figura 13: Distribuicdo dos termos do GO do dominio processo biol6gico. Resultados sdo mostrados para ESTs (A) e 0s
uniques (B). Para as ESTs foram considerados apenas 0s termos que foram atribuidos para no minimo 50 sequéncias e
para os uniques, no minimo, 20 sequéncias.
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A) Distribuicao das ESTs por termo do GO referente ao dominio fun¢do molecular

monovalent inorganic cation transmembrane transporter

activity (20}

ion channel activity (86)

| ide-tri activity (35)}

[transition metal ion binding (32

trar activity, transfermring phosphorus-containing
groups (20}

potagsium channel inhibitor activity (115)

\—|sndium channel inhibitor activity (114)

RMA binding (30)
peptidase activity, acting on L-aminc acid pepfides (24}|\
cytoskeletal protein binding [23]|-\

— 1 constituent of bosome [38}|
l e

A) Distribuicdo dos uniques por termo do GO referente ao dominio fungdo molecular

| icleoside-triphosphatase activity (14) inc i inding (10)

RMA binding (17)

[ion transmembrane transparter activity {18)]

~—|transcripion regulator activity (10)]

|eytoskeletal protein binding (10)

DM binding (18)

structural constituent of ribosome (22)|

3 {sodium channel inhibitor acivity (11)]
| peptidase actiity (11)

Figura 14: Distribuicdo dos termos do GO do dominio funcdo molecular. Resultados sdo mostrados para ESTs (A) e 0s
uniques (B). Para as ESTs foram considerados apenas os termos que foram atribuidos para no minimo 20 sequéncias e
para os uniques, no minimo, 10 sequéncias.
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Componente celular — Nivel 2 - ESTs

organelle (199)

macromolecular complex (1 14]}—-——

membrane-enclosed lumen {44}|

lextracellular region (422)]

Componente celular — Nivel 2 - Uniques

organelle (108)

macromolecular complex (63) membra closed I {24)|

/ Jextracellular region (43)]

Figura 15: Distribui¢do das sequéncias em relacdo dos aos termos do GO do dominio componente celular nivel 2.
Resultados sdo mostrados considerando as ESTs (A) e os uniques (B).
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Processo Bioldgico — Nivel 2 - ESTs

locomotion (6)

multicellular organismal process (1 Bﬂ}|

|cell proliferation (7)

cellular component biogenesis {4ﬂ}|
biological adhesion (1)|

..-’-—|rr|.|ﬂi4]rgalism process [29{]]|

|immune system process {ﬁ}lr
|biological regulation (202)|

localization (88)

|response to stimulus (267)
reproduction (12)

\ /I metabolic process {2ﬂ3}|
_signaling (17)]

|t:elular process [229}{

Processo Biolagico — Nivel 2 - Uniques

cell killing (1)

multicellular organismal process (4B}|

locomotion (4)

||:e|l.|lar component organization (45)

cellular component biogenesis {23]|

biological adhesion (1)

multi-organism process -:29)|

|devebpmental process (44)

immune system process (6)
|iological regulation (62)
reproduction (9)

| metabolic process (119)]

[response to stimulus (42)

cellular process (131)

Figura 16: Distribuicdo das sequéncias em relacdo dos aos termos do GO do dominio processo bioldgico nivel 2.
Resultados sdo mostrados considerando as ESTs (A) e os uniques (B).
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Fun¢ao molecular — Nivel 2 - ESTs

\Iimnlectﬂr transducer activity {9)|

transcription regulator activity (11)]
structural molecule activity (65)|
electron carrier activity (16)]
antioxidant activity (3)
'1 enzyme regulator activity {T)|

catalytic activity (174)

transtation regulator activity (1)]

channel regulator activity (235)}

molecular transducer activity [5}||

Fung¢ao molecular — Nivel 2 - Uniques
transcription regulator activity (10)]

|
J
structural molecule activity (34)|

-~ {electron carier activity (7)|

enzyme regulator activity (5)|

transporter activity (23)]

channel regulator activity (20)

Figura 17: Distribuicdo das sequéncias em rela¢do aos termos do GO do dominio fun¢do molecular nivel 2. Resultados
sdo mostrados considerando as ESTs (A) e os uniques (B).
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5.4 Mapeamento dos transcritos de T. serrulatus usando a ferramenta KEGG
PATHWAY

De maneira geral, ESTs relacionadas as fungOes celulares foram muito diversas,
mas com poucos representantes cada uma. As vinte e cinco vias bioquimicas que
apresentaram maior nimero de sequéncias de ESTs e uniques de T. serrulatus na analise
através da ferramenta KEGG PATHWAY sdo mostradas na Tabela 5. As vias ribossomo,
fosforilagdo oxidativa, processamento de proteina no reticulo endoplasmatico, contracao de
musculo cardiaco e digestdo e absor¢do de proteinas foram aquelas que apresentaram
maior nimero de sequéncias. Os mapas metabdlicos das trés vias mais representadas com
transcritos de T. serrulatus é mostrado nas Figuras 18, 19 e 20.

Conforme descrito nas secOes anteriores, transcritos relacionados a sintese e
processamento protéico e producdo de energia foram muito representados na glandula de
veneno do escorpido amarelo. Interessantemente, contracdo de musculo cardiaco apareceu
como a quarta via que apresentou maior numero de sequéncias. Esses transcritos séo
provavelmente provenientes da camada muscular que envolve a glandula.

O transcriptoma de T. serrulatus possui genes conservados relacionados ao
processo de secre¢do, uma vez que nele apareceram componentes das vias secrecao
pancreatica, de bile e salivar. Os transcritos identificados no presente estudo e que fazem
parte dessas vias sdo: protease, caveolina (proteina essencial para formacéo das cavéolas),

fosfolipase A2 (lipase pancreética), aquaporina, bomba de Na*/K".

5.5 Histologia da glandula de veneno de T. serrulatus

Um par de glandulas de veneno, uma em cada lado do corpo é encontrada na
vesicula do telson (Polis, 1990). Histologicamente, na analise do telson de fora para dentro
observam-se a cuticula seguida por uma espessa camada de musculos compressores gue
envolvem a glandulas de veneno (Fig. 21A). Em T. serrulatus, o epitélio secretério
demonstra extensivo dobramento e é suportado por uma delgada camanda de tecido
conjuntivo frouxo. As células epiteliais sdo altamente polarizadas, com nucleo basal
contendo cromatina finamente granulada (Fig. 21B), tipico de célula em intensa atividade
metabolica. Especialmente em torno do ndcleo, o citoplasma é granular e basofilico. Essas

caracteristicas das células epiteliais sdo tipicas de células com intensa atividade de sintese
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protéica. Interessantemente, foram observadas diferentes morfologias e padrdes de
coloracdo dos produtos secretados (Fig. 21C). Assim, foram observados granulos de
diferentes diametros e coloracdo (acidofilos, basofilos e com distinta intensidade de
coloracdo). Granulos com padrdo de coloracdo heterogéneo sugere a presenca de

compartimentalizacdo da sintese de diferentes componentes do veneno.

Tabela 5: Vias bioquimicas mais representadas na analise de ESTs e Uniques de T.
serrulatus submetidas a ferramenta KEGG PATHWAY.

Vias KEGG
Entrada Via metabdlica n? de uniques n? of ESTs
1 03010 Ribosome 21 22
2 00190  Oxidative phosphorylation 13 16
3 04141  Protein processing in endoplasmicreticulum 9 9
4 04260 Cardiac muscle contraction 7 9
5 04974  Protein digestion and absorption 5 5
6 00010  Glycolysis / Gluconeogenesis 4 0
7 03013 RNA transport 4 4
8 04010 MAPK signaling pathway 4 4
9 04910 Insulin signaling pathway 4 4
10 04972  Pancreatic secretion 4 4
11 00620 Pyruvate metabolism 3 3
12 00680 Methane metabolism 3 3
13 00330 Arginine and proline metabolism 3 3
14 03040 Spliceosome 3 3
15 04020 Calcium signaling pathway 3 3
16 04145 Phagosome 3 3
17 04810 Regulation of actin cytoskeleton 3 4
18 04510  Focal adhesion 3 3
19 04530 Tight junction 3 3
20 04612  Antigen processing and presentation 3 3
21 04270  Vascular smooth muscle contraction 3 3
22 04970 Salivary secretion 3 3
23 04971 Gastric acid secretion 3 3
24 04976  Bile secretion 3 3
25 04978 Mineral absorption 3 3
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Figura 18: Via ribossomo fornecida pela analise das ESTs usando a ferramenta KEGG PATHWAY. Na parte esquerda
da figura observam-se 0s componentes protéicos dos ribossomos e a direita sdo mostrados tais componentes destacando
em verde aqueles encontrados no transcriptoma de T. serrulatus.
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Figura 19: Via da Fosforilacdo oxidativa fornecida pela analise das ESTs usando a ferramenta KEGG PATHWAY. A
producdo de veneno é um processo considerado energeticamente custoso. Nesse sentido, diversas sequéncias similares a
proteinas presentes na via de fosforilacdo oxidativa foram encontradas. Na parte superior da figura sdo mostrados os
complexos protéicos envolvidos na producdo de energia na mitocdndria. Na parte inferior sdo mostradas as subunidades
que constituem os complexos protéicos com 0s componentes encontrados no transcriptoma de T. serrulatus destacados em
verde.
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Figura 20: Via relacionada ao processamento de proteinas no reticulo endoplasmaético fornecida pela anélise das
ESTs usando a ferramenta KEGG PATHWAY. A gléndula de veneno é um 6rgdo especializado na sintese de
proteinas e, nesse sentido, foram encontrados diferentes componentes da via de processamento de proteinas no
transcriptoma de T. serrulatus. As proteinas que apresentaram similaridade com ESTs do presente estudo foram:
CRT = calreticulina; ERP57 = proteina dissulfeto isomerase familia A, membro 3; Sec62/63 = Proteina de
translocacdo Sec62; PDIs = proteina dissulfeto isomerase Al; TRAP = Proteina associada a translocon; Hsp70 =
proteina de choque térmico de 70 kDa; sHSF = cristalin alfa A; Ubc6/7 enzima E2 J1 de conjugacéo a ubiquitina.
Interessante notar que foram encontradas 4 ESTs com similaridade a dissulfeto isomerases. Essas enzimas, que sao
importantes para a formacao de pontes dissulfeto e devem desempenhar um papel importante na sintese de toxinas,
uma vez que muitas delas apresentam pontes dissulfeto em sua estrutura.
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Figura 21: Caracteristicas histolégicas da glandula de veneno de T. serrulatus. A) A cuticula separa a
estrutura da glandula do meio externo. Na por¢do médio-dorsal, uma espessa camada muscular envolve a
glandula de veneno. O epitélio secretério demonstra extensivas dobras, o que possivelmente favorece a
producdo de uma maior quantidade de veneno. Esse epitélio secretério é suportado por uma delgada camada
de tecido conjuntivo frouxo. B) Detalhe das células epiteliais demonstrando sua morfologia prismatica, com
nucleo basal (seta) contendo cromatina fina e com nucléolo bem evidente. Em volta do nucleo, observa-se
aspecto granuloso, tipico de célula contendo grande ndmero de ribossomos. Essa figura foi obtida da
glandula de veneno incluida em resina glicol-metacrilato, corada com azul de toluidina, o que favorece a
obtencdo de imagens de melhor resolucdo para visualizagcdo dos componentes celulares quando comparado
com a inclusdo em parafina e coloragdo com hematoxilina-eosina (HE). C) Detalhe das células epiteliais,
com destaque a variedade de glanulos sintetizados por elas. Podem ser observados granulos basofilos e
acidofilos (setas) e com diferentes granulometrias presentes em células epiteliais adjacentes. Essa imagem foi
obtida a partir de material incluido em parafina e corado com HE que também permitiu visualizar as
caracteristicas das células epiteliais tipicas de células em intensa atividade de sintese protéica, como nucleo
contendo nucléolo evidente e cromatina fina e citoplasma baséfilo em torno de nicleo.

5.6 Busca de ortdlogos dos componentes do veneno encontrados no transcriptoma de

T. serrulatus

As sequéncias dos uniques considerados componentes do veneno foram traduzidas
e utilizadas para a busca de ortélogos proximos com auxilio da ferramenta Seed Server e
ortologos distantes utilizando PSI-BLAST contra o UniProt e PSI-tBLASTn contra dbEST.

As analises com o Seed Server foram realizadas com todos os peptideos e proteinas
listados na Tabela 4 que apresentaram sequéncia completa. Utilizando essa ferramenta
resultados ndo foram encontrados para alguns componentes como Ts18, peptideo similar a
ponericina-W-like, proteina ricos em glicina. Os grupos de organismos nos quais foram

encontrados ortdlogos usando o Seed Server sdo mostrados na Tabela 6. Deve-se ressaltar
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que essa ferramenta é bastante rigorosa, uma vez que exige cobertura minima de 50% da
sequéncia usada como entrada, 50% de identidade, dentre outros pré-requisitos (Barbosa-
Silva et al., 2008; Fernandes et al., 2008). Assim, essa busca ndo objetivou encontrar toda
gama de ort6logos da sequéncia usada como entrada, mas sim identificar ortélogos muito
préximos para uma anotagdo baseada em similaridade mais criteriosa. A comparacgao entre
a Tabela 6 e 7 evidéncia o maior rigor do Seed Server na identificacéo de ortélogos.

As sequéncias de Ts17 e Ts19 (Fig. 22) e AMP e peptideo anidnico (Fig. 23), cujas
sequéncias completas ndo foram ainda descritas em T. serrulatus sdo apresentadas
juntamente com seus ortdlogos. De acordo com as buscas realizadas pelo programa Seed
Server, ortologos de Tsl7, Ts19, AMPs e peptideo aniénico de T. serrulatus foram
encontrados apenas em membros da familia Buthidae. Esses peptideos de T. serrulatus e
seus ortdlogos foram alinhados usando a ferramenta webPrankster (Loytynoja e Goldman,
2010).

Grande numero de ortdlogos foram identificados para Ts17 (Fig. 22A). Desde que
uma grande parte desses ortdlogos consistem em a-NaTx, Tsl7 teria possivelmente essa
acdo. A andlise da sequéncia de Tsl17 indica que ela seria amidada na porcdo C-terminal
devido a presenca do motivo GKK. Estudos eletrofisioldgicos e a identificacdo do peptideo
no veneno sao necessarios para confirmar essas hipoteses.

Existe evidéncia da ocorréncia de Ts19 no veneno de T. serrulatus desde que um
peptideo contendo uma sequéncia de 10 aminoacidos idénticos a Ts19 foi identificado em
estudo de proteoma (Rates et al., 2008). Essa sequéncia (Fig. 22B) possui 37% de
identidade com a B-KTX Ts8. Devido a presenca de 6 cisteinas, o peptideo maduro contém
provavelmente 3 pontes dissulfeto. Diego-Garcia et al. (2007) identificou peptideos
similares a Ts19 em espécies do género Tityus e considerou que esses componentes
formariam um grupo distinto das B-KTX. Entre os ortdlogos identificados, apenas
BmTXK-beta de Mesobuthus martensi foi submetida a estudo funcional, que indicou essa
toxina bloquearia canais para K* (Zhu et al., 1999).

Ts18 ndo apresentou resultado utilizando Seed Server. Por se tratar de sequéncia
nova em T. serrulatus, o alinhamento dela com a Unica sequéncia obtida pelo BLASTx é
mostradas na Figuras 23. Embora Ts18 tenha sido anotada como provavel toxina de canal
para Na*, dada a sua similaridade ao peptideo proveniente de H. judaicus também anotado
dessa forma, ela possui algumas caracteristicas de toxinas de canal para K*. Ou seja, ela é

mais curta do que as NaTxs tipicas e possui provavelmente 3 pontes dissulfeto, que sdo
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mais comuns em KTxs. Assim, estudos eletrofisiolégicos sdo necessarios para confirmacao
da atividade da Ts18.

Trés familias de provaveis peptideos antimicrobianos foram identificados no
transcriptoma de T. serrulatus: AMPs, peptideo ani6nico e Ponericina-like (Figs. 24 e 25).
Exceto para peptideos anidnicos, que até o presente momento ndo tiveram sua atividade
antimicrobiana investigada, ortdlogos de AMPs e ponericina-like ja foram submetidos a
estudos funcionais que confirmaram sua atividade. Uma caracteristica comum a esses trés
peptideos é a ocorréncia de aminoacidos hidrofébicos e aminoacidos carregados, que
dariam ao peptideo um carater anfipatico.

Utilizando ferramentas de prote6mica, peptideo Pape e hipotensinas ja foram
descritos no veneno de T. serrulatus. No presente estudo, as sequéncias completas de seus
precursores, que inclui o peptideo sinal foram identificadas e mostradas nas Figuras 26 e
27. Além dessas, sequéncias muito similares a Ts12 e Ts15 j& descritas anteriormente
foram identificadas e essas sequéncias variantes sdo mostradas nas Figuras 28 e 29. Uma
vez que esses peptideos foram diretamente sequenciados pela metodologia de degradacgéo
de Edman, o transcriptoma trouxe como novidade a sequéncia do peptideo sinal. Uma
outra observagdo interessante é que para todos esses componentes, foram encontradas pro-
regibes eliminadas no peptideo maduro. A importancia dessas pro-regiées no
processamento dos peptideos ainda precisa ser investigada.

Na busca por ontdlogos distantes optou-se por mostrar 0s grupos de organismos nos
quais foram identificadas espécies contendo sequéncias ortdlogas aos componentes do
veneno de T. serrulatus, uma vez que, para alguns componentes, um grande numero de
ortdlogos foram obtidos pela analise de PSI-BLAST. Assim, para obter essa informacao
utilizou-se os identificadores taxonémicos de cada resultado de PSI-BLAST. Os resultados
dessas buscas considerando o universo protéico (PSI-BLAST contra UniProt) e o universo
de transcritos (PSI-tBLASTn contra dbEST) sdo mostrados na Tabela 7.

Independente da ferramenta usada (Seed Server, PSI-BLAST ou PSI-tBLASTN),
NaTxs apenas foram encontradas em espécies da familia Buthidae, enquanto que as KTx
apresentaram distribuicdo mais ampla e seus ortdélogos foram encontrados na ordem
Scorpiones.

A categoria “outros componentes do veneno” inclui tanto genes que possivelmente

surgiram no género Tityus (como hipotensina 1, Tspept3), quanto proteinas que surgiram
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em grupos basais e sdo amplamente distribuidos nos organismos (como metaloproteases e
hialuronidases) e foram recrutadas para serem expressas nas glandulas de veneno.

Para alguns componentes do veneno foram observadas divergéncias de resultados
quanto aos grupos de organismos nos quais os ortélogos foram encontrados. Como era
esperado, a busca por ortlogos realizadas pelo Seed Server foi mais rigorosa. Assim,
enquanto esse programa encontrou ortdlogos de peptideo anidnico apenas em membros da
familia Buthidae, o PSI-tBLASTn identificou sequéncias relacionadas a peptideo aniénico
na Ordem Scorpiones. Em geral, os resultados de PSI-tBLASTn e PSI-BLAST foram
semelhantes e as divergéncias encontradas podem estar relacionadas com o depdsito da

proteina sem depdsito correspondente do transcrito ou vice-versa.

5.7 Analise comparativa entre o transcriptoma de T. serrulatus e catalogos de
transcritos de quelicerados

Com objetivo de identificar diferengas e similaridades na ocorréncia de transcritos
e padrdo de expressdo das glandulas de veneno foi realizada analise comparativa entre
transcriptomas obtidos de diferentes espécies de quelicerados. Dados a respeito do nimero
de ESTs analisados, do numero de uniques obtidos apds o processo de agrupamento,
proporcao de resultados de BLASTx de uniques e ESTs contra o UniProt e nr e propor¢éo
de resultados de tBLASTXx dos uniques de T. serrulatus conta os catalogos de transcritos
dos demais quelicerados sdo mostrados na Tabela 8.

Uma porcentagem relativamente alta de sequéncias sem match foi uma
caracteristica comum na maioria dos transcriptomas de quelicerados analisados. Cerca de
27-56% dos Uniques e 22-58% das ESTs nao apresentaram hits significativos com
sequéncias depositadas nos bancos de dados. Exceto para o transcriptoma de N.
antipodiana, no qual 74% dos uniques e 79% das ESTs apresentaram resultado da analise
de BLASTX, quase a metade das ESTs ndo apresentou match com sequéncias depositadas
em banco de dados publicos. Esse resultado indica a relativa escassez de informacéo
molecular dos escorpides e de organismos relacionados. A alta porcentagem de resultados
na andlise através da ferramenta BLASTx do transcriptoma de N. antipodiana pode estar
relacionado ao pequeno namero de sequéncias nesse catdlogo de transcritos ou ao
consideravel interesse pelas glandula de seda como fonte de biomateriais (Prosdocimi et
al., 2011). Vale ressaltar que a ocorréncia de match néo significa que a funcdo da proteina

seja conhecida e uma consideravel proporcao das sequéncias desses transcriptomas pode
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ter sido alinhada com proteinas preditas ou ndo caracterizadas, como de fato ocorreu para o
transcriptoma de T. serrulatus, no qual 10% das ESTs foram anotadas desta forma.

A comparacédo do transcriptoma de T. serrulatus contra catalogos de transcritos de
outros quelicerados revelaram que as espécies mais proximas de T. serrulatus
apresentaram transcriptomas com maior similaridade ao catdlogo de transcrito
desenvolvido no presente estudo (veja a coluna ‘resultados de tBLASTx usando Uniques’
na Tabela 8). O menor grau de similaridade foi de 5%, quando se comparou T. serrulatus
com E. spinosa. Essa similaridade subiu para 22%, quando a comparagdo foi realizada
entre o transcriptoma da glandula de veneno de T. serrulatus com o de outro escorpido
também pertencente a familia Buthidae (L. mucronatus). Quando a mesma analise
comparativa foi realizada contra as ESTs, esse padrdo ndo foi observado devido a
redundéncia de transcritos nos transcriptomas de 1. ricinus, S. scabiei e L. polyphemus
(observe coluna ‘resultados de tBLASTx usando ESTs’ na Tabela 8). Como exemplo, em
. ricinus, 47% da similaridade com T. serrulatus foi causada por apenas 5 agrupamentos
contendo dezenas de ESTs que codificaram subunidades de citocromo ¢ oxidase (3
agrupamentos), uma subunidade ATP sintase (1 agrupamento) e uma proteina hipotética (1
agrupamento). A similaridade entre T. serrulatus e outros transcriptomas de glandulas
(salivar e de seda) ndo foi necessariamente maior do que a similaridade entre o
transcriptoma de T. serrulatus e de animais inteiros. A avaliacdo da ocorréncia e do nivel
de expressdo de ortdlogos dos componentes de veneno de T. serrulatus em outros
transcriptomas usando o programa tBLASTn e tBLASTx sdo mostrados nas Tabelas 9 e
10, respectivamente. Com excec¢do do transcriptoma de L. mucronatus, que compartilhou
muitas sequéncias e padrdo de expressdo com T. serrulatus, os outros catalogos de
transcritos apresentaram um pequeno nimero de ESTs similares a componentes do veneno
de T. serrulatus.

Especialmente em transcriptomas proveniente de espécies ndo pertencentes a
ordem Scorpiones, a incidéncia e nivel de expressdo de transcritos similares a componentes
de veneno de T. serrulatus foram muito baixos. De maneira geral, os resultados da busca
utilizando os programas tBLASTx e tBLASTn foram muito semelhantes. Embora o
programa tBLASTX tenha resultado em maior namero de hits, os resultados do tBLASTn
sdo mais confidveis quando se busca uma determinada proteina, uma vez que 0 USUArio
oferece a sequéncia de aminoacidos como sequéncia de entrada. Uma vez que o tBLASTX

traduz a sequéncia de nucleotideos de entrada nas seis janelas de leitura, o programa pode
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encontrar uma outra sequéncia de nucleotideo que ndo necessariamente codifica a
sequéncia de aminoacidos correspondente a da proteina pesquisada. Isso pode explicar, por
exemplo, a ocorréncia de sequéncia similar a uma provavel KTx em E. spinosa na andlise
por tBLASTX.

Considerando que a maioria dos componentes de veneno foi exclusiva das
glandulas de veneno, genes relacionados a homeostase e processos celulares gerais foram
0s principais responsaveis pela similaridade encontrada entre os transcriptomas. De fato,
isso p6de ser observado tanto na analise da anotacdo das sequéncias responsaveis por 50%
da similaridade com o transcriptoma de T. serrulatus (Tabela 11) quanto na avaliacdo da
distribuicdo dos termos do GO entre os transcriptomas de quelicerados (Fig. 30).

Quanto a distribuicdo dos termos do GO para os diferentes transcriptomas, pode-se
observar que os catdlogos de transcritos de glandulas de veneno apresentaram alguns
aspectos particulares. Por exemplo, maior porcentagem de sequéncias foi assinada com o
termo ‘extracellular region’ em transcriptomas de glandulas de veneno. Assim, enquanto
40% das anotacOes dos transcritos de T. serrulatus constituiu-se no termo ‘extracellular
region’, apenas 3% das anotagdes das ESTs pertencentes a M. gibbosus (transcriptoma de
animal inteiro) foi realizada com esse termo. Além disso, a porcentagem de sequéncias
assinadas com o termo ‘multi-organism process’, ‘response to stimulus’ e ‘channel
regulator activity’ foram claramente maiores em transcriptomas de glandulas de veneno do
que em transcriptomas de animais inteiros. Em particular, T. serrulatus e L. mucronatus,

ambos butideos, apresentaram padrdo muito semelhante de distribuicdo de termos do GO.
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A) Provavel toxina de canal para Na* (U-BUTX-Ts1b)

peptideo sinal peptideo maduro

< B
»

A
<«

» 751 8 T._ serulatus
ADY39505.1_U1-buthitoxin-Hi1a_H. _judaicu QND

Figure 23: Alinhamento de Ts18 (U-BUTX-Tslb) de T. serrulatus com a sequéncia de Ul-buthitoxin-Hjla
de Hottentotta judaicus. O peptideo sinal (seta verde) e sitio de clivagem sdo mostrados (entre 0 aminoacido
21-22).

A) AMPs Peptideo sinal Peptideo maduro

10
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v
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— [K732086_T._serrulatus
— KT732667_T._serrulatus
—» IK732409 T._serrulatus
Q5G8B5_T._costafus
Q5G8B3_T._costalus
Q5G8B4_T._costalus

B9UIY3 L._mucronatus
POCIBY_L._mucronatus
DAUZB8 [ _mucronatus
AGNJH7_M._martensii

Q7 18F4_M._martensii
Q2M591_M._martensi
AGNUIT_M._martensii
AINJHE B_eupeus
C7B247_|._maculatus

D00 0D o0 T T W T L u T

MW T

B) Peptideo ani()nico i
Peptldeo smal Peptldeo maduro

»
L}

v

—» JK31735 T _serrulatus
Q5G8B1.1_T _costaius
Q5G8B0.1_T _costaius
Q5G8A9.1_T _costafus

COX4J1.1_T. disorepans
QBNONS. 1_M._martensii NYD -

Q5G8B2.1_T _costalus
POCI96.1_L_mucronatus

Figura 24: Sequéncias traduzidas de AMPs e peptideo anidnico obtidas no transcriptoma da glandula de
veneno de T. serrulatus e os alinhamentos com ortélogos encontrados via Seed Server. Em A, observe que 3
sequéncias diferentes sdo observadas em T. serrrulatus, T. costatus, L. mucronatus e Mesobuthus martensii.
O sitio de clivagem do peptideo sinal é localizado entre os aminoacidos 22 e 23(B) A sequéncia de peptideo
anidnico ndo apresentou formas variantes em T. serrulatus e o alinhamento com seus ortélogos demonstra
gue essa sequéncia é relativamente conservada. O peptideo sinal com o sitio de clivagem entre os
aminoAcidos 24 e 25 é mostrado. Todos os alinhamentos foram realizados no programa webprankster
(Loytynoja e Goldman, 2010) e a edigdo feita com auxilio do programa Jalview (Waterhouse et al., 2009).

A) Ponericina-like
. ;
peptideo sinal peptideo maduro
dl a d |-
W L B L
10 20 30 50 80 70
:t JKT732889_T_semulatus H 5 TRER - Lk K 1
JMTIZ0TE_T_senulatus H 5 T R - - LK [ |
FEHESE_M_martensii N R N RS
FBHEST_M._marensii N R N RS
FBHESE_B._eupeus N Q K] - -
FEHESB_M_martensii R [ [ R N FRF

Figura 25: Peptideo semelhante a ponericina apresentou duas formas variantes em T. serrulatus. Setas pretas
indicam as sequéncias identificadas no presente estudo. O peptideo sinal (seta verde) e o sitio de clivagem
entre os aminoécidos 23 e 24 sdo mostrados.
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Peptideo Pape

peptideo sinal peptideo maduro

P
<

| |-
L | »
10 ‘ 20 ‘ 50 ) &0 a0
P Pape _peptide T _serruiatus MNBRHL LV EEVRLL A-V-FILGGFL W\-LV-L-G B~ - PEBABERAB PAPEAAPEAAPEPAAAAPERR-
PBEB21_T _SEITUIBILS = - = = = = = = = = =« = = = = oo oo e et e e oo -ALA-PEPAPEPAPEPAPEAAFPEAAPERAAAARE
DYU2B5 L. _mucronatus M LLVIFEVTML |V [; A RMLNGPE- - - - - - - A- -BAPA- - oo e e oo o
QOYVOX4_M._martensii M LLV I FFVTML IV G| ANKMLNGPE- - - - - - - A- -BAPA- - oo oo
BB8XH54_B.__accitanus_israglis M LLVIFF I TML |V & A KMLNGPE- - - - - - - A - - BAMPA- - oo oo oo
COX4J0_T _discrepans M LLVIFIVILL LA A€ ANKVLS-PE------- APAAVPABAPE- - -- - ---
P83312_P_schiechteri - - = = = = = = == = oo oo oo oo oo ARG AKBLLEBBS------- VPG

Figura 26: Alinhamento do peptideo Pape com seus ortélogos. A seta preta indica a sequéncia identificada
no presente estudo e P86821 ¢ a sequéncia previamente descrita em T. serrulatus. O peptide sinal (seta verde)

e sitio de clivagem (entre o aminoéacido 22-23) sdo mostrados. O indicador UniProt e a espécie de escorpido
correspodente so indicados.

Hipotensinas

peptideo sinal peptideo maduro
dl » d

- L |

. o o0 o
—» Hypotensin_1 MKMM PV I FS I LLLIFSLSSTAMS LEDEQENMEERAE |

—P Hypotensin-like MKMM | AVFYS | LLLMFSLSSTAMGME TEQQNMEERA
FPBE824_ Hypotensin-like_peptide_Fragment_

FB4189_Hypotensin-1
FB4190_Hypotensin-2
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>

4 70
FEGIP . IPPARFDPAAFEKSDD
FTGIA SII Kl PPARFDPATFBENED

ADVOFTGIADS K- - --- - - - - -
F
F

GIPEDI | | ARPPA------------
GIPEDI | | AKPPA------------

Figura 27. Sequéncias de hipotensinas encontradas no transcriptoma de T. serrulatus (setas pretas). O
peptideo sinal (seta verde) com o sitio de clivagem (entre os aminoacidos 24 e 25) é mostrado

Peptideo similar s Ts15

peptideo sinal peptideo maduro

< > >
10 20
= Similar_a_Ts15_T_serulatus MQF.GWLILIIMTLVNFVFF.KV.AGKFG --E F’GIG.ﬁQ e GMG GQKT GVCIEWEIQTESQQ
PBB2T01_Ts15 T_serulatys - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -------- GKFGE- - C PNlc.ﬁK T G GMG CMKTECYCSEW- - - - - - - -
POC1X6.2_TdK3 T_discrepans MHFBIGVAF TL 18MvL1Gs|IF AGEGP SDG F’DLGEAAG KBLGKPMDFGKDETEKE- KD- - - - - - - -
Q5GEBT7.1_T_costatus MHFIGWLILLIMTLVNFVF\-’ TEoMVE- - CEYD| CAKECEE ERGKERTGFCSNPEC TCEKD

Figura 28. Sequéncia similar a Ts15 (seta preta) encontrada em T. serrulatus. O peptideo sinal (seta verde)
com o sitio de clivagem (entre os aminoacidos 27 e 28) é mostrado.

Peptideo similar a Tspept2 ou Ts12

peptideo sinal peptideo maduro

<«
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Figura 29. Sequéncias de peptideo similar a Tspept2 ou Ts12(seta preta) encontrada em T. serrulatus. O
peptideo sinal (seta verde) com o sitio de clivagem (entre os amino4cidos 26 e 27) é mostrado
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Figura 30: Andlises de 13 transcriptomas de quelicerados quanto a distribuicéo dos termos do GO para o0s
dominios componente celular (A), processo biolégico (B) e funcdo molecular (C). Como exemplo, a
seguinte distribuicdo de anotagdes realizada pelo programa Blast2GO quanto ao dominio componente
celular foi obtida para o transcriptoma de T. serrulatus: cell = 25%; organelle = 19%, macromolecular
complex = 11%; extracellular region = 40%; and membrane-enclosed lumen = 4%. Ts =Tityus serrulatus;
Lm = Lynchas mucronatus; Mg = Mesobuthus gibbosus; Hp = Heterometrus petersii; Sp = Scorpiops
jendeki; LI =Loxoceles laeta; Na = Nephila antipodiana; De = Dysdera erythrina; Lp = Limulus
polyphemus; Cr = Carcinoscorpius rotundicauda; Ir = Ixodes ricinus; Ss = Sarcoptes scabiei; Es = Endeis

spinosa.
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6. DISCUSSAO

6.1 O transcriptoma como ferramenta de estudo

O presente trabalho buscou estudar a diversidade e complexidade molecular da
glandula de veneno de T. serrulatus por meio da avaliacdo do repertorio de transcritos
usando como estratégia a descricdo das ESTs. Assim, nessa analise foram obtidas 1.629
ESTs de excelente qualidade. A analise dos catalogos de transcritos tem proporcionado
uma visdo mais holistica sobre as glandulas de veneno e, dessa forma, essa metodologia
tem contribuido para acelerar a descoberta de peptideos e proteinas sintetizados nesse
6rgdo (Rodriguez de La Vega et al., 2010). De acordo com 0 nosso conhecimento, existem
onze estudos de transcriptoma da glandula de veneno até o momento (Schwartz et al.,
2007; Kozminsky-Atias et al., 2008; D’Suze et al., 2009; Ma et al., 2009; Silva et al.,
2009; Ma et al., 2010; Ruiming et al., 2010, Morgenstern et al, 2011, Ma et al., 2011,
Rendon-Anaya et al., 2012; Almeida et al., 2012). Entre eles, apenas o transcriptoma de C.
noxius foi realizado com sequenciamento de nova geracdo (pirosequenciamento) no qual
mais de 3 milhdes de sequéncias foram produzidas. Nos demais trabalhos, o nimero de
ESTs analisadas varia de 127 na espécie T. discrepans a 871 em Scorpiops jendeki. No
conjunto desses estudos, foram avaliadas em média cerca de 450 sequéncias e, dessa
forma, o presente estudo fornece em média cerca de 4 vezes mais sequéncias descritas para
uma espécie, comparando aos demais trabalhos. Assim, esse estudo representa o maior
catalogo de transcrito de glandula de veneno de escorpifes obtidos por sequenciamento de
Sanger. Esse maior nimero de ESTs analisadas apresenta a vantagem de possibilitar a
identificacdo de transcritos que ocorrem em baixa frequéncia na glandula. Assim, a opcao
de avaliar um grande volume de dados contribui para a descoberta de novos genes. Além
do maior nimero de ESTs analisadas, o presente trabalho tem como diferencial a analise
comparativa entre transcriptomas de quelicerados. O aumento do numero de
transcriptomas disponiveis em banco de dados possibilitou a analise comparativa e
inferéncias sobre a evolucdo molecular nesse subfilo. Tal avaliacdo permitiu, por exemplo,
identificar similaridades e particularidades da transcricdo de glandulas de veneno.

Neste trabalho, 35 diferentes familias de peptideos codificados por 594 ESTs foram
relacionadas com componentes do veneno. Muitas toxinas e componentes do veneno de T.

serrulatus tem sido isolados e estudados individualmente (Possani et al., 1977; Arantes et
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al., 1989, Sampaio et al., 1991; Martin-Eauclaire et al., 1994; Sampaio et al., 1996;
Guatimosim et al., 1999; Novello et al., 1999; Petricevich et al., 2007; Mendes et al.,
2008; Verano-Braga et al., 2008). Além disso, 0 veneno desse escorpido ja foi explorado
por andlises protedmicas (Pimenta et al., 2001; Rates et al., 2008). Assim, apesar do
veneno de T. serrulatus ser um dos mais estudados, a analise do transcriptoma ainda
revelou pelo menos trés sequéncias completas de potenciais toxinas e mais de uma dezena
de novos possiveis componentes do veneno. Essa é possivelmente uma lista ndo conclusiva
de componentes do veneno dessa espécie, uma vez que um grande nimero de sequéncias
sem resultado na busca por similaridade (ou seja, ESTs sem match) foi obtido. Tais
transcritos estdo sendo investigados pelo nosso laboratério para identificar novos
componentes do veneno.

Analises de transcriptoma e proteoma tém sido normalmente usadas para explorar a
complexidade dos componentes do veneno (Ma et al., 2009). Analise do proteoma do
veneno de T. serrulatus foi realizada por Pimenta et al. (2001a). Nesse trabalho, o veneno
foi submetido a fitracdo em gel que separou os constituintes de acordo com o0 peso
molecular. Como resultado, duas fragdes, a Il e a 11, corresponderam a 90 e 10% de todo o
efeito toxico do veneno, respectivamente. A massa molecular da fracdo Il esteve entre
6.500 a 7.500 Da, que corresponde a toxinas de cadeias longas que agem principalmente
em canais para Na® dependentes de voltagem. A fracdo Il foi mais complexa e
predominantemente continha moléculas com massas entre 2.500 a 5.000 Da, que
corresponde a familia de toxinas de cadeias curtas, que agem em canais para K*, além de
outros peptideos desconhecidos. Esses autores obtiveram a massa molecular de 380
componentes presentes nas duas fragdes investigadas. No presente estudo, foram
identificadas 35 diferentes familias de componentes secretados codificados por 594 ESTs
que possivelmente correspondem aos constituintes do veneno. Eles somaram 36% do total
de ESTs e 47% dos transcritos com funcdo identificada. Esse nimero de constituintes do
veneno foi bem menor do que o descrito no estudo do proteoma (380 componentes).
ComparacgOes entre proteoma e transcriptoma dos escorpides T. discrepans (Batista et al.,
2006; D’Suze et al., 2009), O cayaporum (Schwartz et al., 2008; Silva et al., 2009) e P.
cavimanus (Diego-Garcia et al., 2012) encontraram a mesma tendéncia. Essa diferenca
pode estar relacionada ao fato de que uma parte das massas moleculares ndo identificadas
no estudo de proteoma corresponde a fragmentos espurios derivados de proteinas maiores,

ou que o processo de agrupamento das ESTs que associam transcritos 95-100% similares
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gera uma subestimativa do nimero de sequéncias precursoras (Rodriguez de La Vega et
al., 2010). Alternativamente, modificacfes pOs-traducionais de uma mesma cadeia
polipeptidica resultaria em uma expansdo no nimero de sequéncias no proteoma (Pimenta
et al., 2001). Além disso, deve-se considerar que essa lista de componentes do veneno
obtida no estudo do transcriptoma € possivelmente incompleta e muitos constituintes
podem ndo ter sido caracterizados e estdo incluidos nas sequéncias consideradas ‘no
match’. Outros estudos realizados com animais venenosos demonstram que andlises de
proteoma e transcriptoma também divergem em relacdo a abundancia relativa de diferentes
familias de toxinas (Calvete et al., 2007; Sanz et al., 2008)

Apesar das ferramentas de proteoma fornecerem uma visdo precisa sobre a
diversidade molecular dos venenos de escorpido, o reconhecimento de massas moleculares
sem identificacdo prévia representa o principal desafio dessa tecnologia, uma vez que
grande parte das proteinas do veneno em questdo ndo possui similaridade com sequéncias
de banco de dados. Nesse sentido, estudos de transcriptoma auxiliariam na obten¢do uma
visdo mais completa da diversidade molecular dos venenos de escorpido (Ma et al., 2010;
Rodriguez de La Vega et al., 2010). De acordo com Junqueira-de-Azevedo et al. (2006) e
Schwartz et al. (2007), a estratégia baseada na descricdo das ESTs tem se mostrado efetiva
na descoberta da diversidade real da composicdo do veneno, permitindo caracterizar ndo
apenas sequéncias de toxinas conhecidas, mas também moléculas atipicas expressas pela
glandula de veneno (Ma et al., 2009). Por essa razéo, neste trabalho, a ferramenta de
descricdo e analise das ESTs da glandula de veneno de T. serrulatus foi adotada como
estratégia de se produzir uma visdo geral dos transcritos presentes nesse 6rgao.

Embora incompletos, os catalogos de transcritos de glandulas de veneno de
escorpido fornecem uma figura geral dos processos celulares que ocorrem no estado
fisiologico e ontolégico no momento em que a biblioteca de cDNA ¢ formada (Rodriguez
de la Vega et al., 2010). Deve-se salientar que, dois dias antes da extracdo de RNA, os
escorpides utilizados neste trabalho foram submetidos a estimulacdo elétrica do télson para
coleta de veneno. Essa pratica também foi realizada no estudo de transcriptoma de outras
espécies com variacdes do nimero de dias entre a extracdo do veneno e a do RNAm.
Assim, o intervalo de dois dias foi utilizado nos trabalhos de Kozminsky-Atias et al.
(2008), Ma et al. (2009; 2010) e de Ruiming et al. (2010), de quatro dias no estudo de
Silva et al. (2009) e de cinco dias nos trabalhos de Schwartz et al. (2007), D’Suze et al.
(2009) e Renddn-Anaya et al. (2012). Existem trés trabalhos de transcriptoma de glandula
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de veneno de escorpido, realizados com as espécies H. judaicus (Morgenstern et al, 2011),
T. stigmurus (Almeida et al., 2012) e C. noxius (Renddn-Anaya et al., 2012) nos quais a
extracdo do veneno antes da montagem da biblioteca de cDNA nédo foi realizada. A
extragdo prévia do veneno faz com que, no momento da obtencdo do RNAm da glandula,
esse Orgao apresente um padrdo de expressdo génica que representa o seu estado ativado.
De acordo com especificas observa¢es do curso do tempo de producdo do transcrito da
toxina, o nivel maximo de RNA mensageiro ocorre 24 a 48 horas ap0s a extracdo do
veneno (Alami et al., 2001; Zeng et al., 2002). De fato, a propor¢do dos componentes do
veneno em H. judaicus (ndo submetido a extragcdo prévia) foi de 24% do total de
transcritos, um valor consideravelmente mais baixo do que o obtido em outros butideos. Os
transcritos para possiveis constituintes do veneno de T. serrulatus correspondem a no
minimo 36% do total das ESTs. Esse valor encontra-se intermediario aos obtidos para S.
jendeki (50% das ESTs corrresponderam a toxinas do veneno) (Ma et al., 2009) e H.
gertschi (aproximadamente 30% das ESTSs) (Schwartz et al., 2007). Embora as diferencas
na proporgdo de constituintes do veneno podem ser em parte influenciadas pela
metodologia utilizada, muitos autores relacioanam essas diferencas de expressdo a
variacOes genéticas entre as espécies e mesmo entre populacées de uma mesma espécie
(Batista et al., 2006; Ruiming et al., 2010).

6.2 ESTs relevantes para processos celulares

De maneira geral, a diversidade e a natureza dos transcritos anotados nos estudos de
transcriptoma fornecem uma visdo sobre os processos moleculares que ocorrem nas células
da glandula de veneno (Schwartz et al., 2007). Assim, um grande numero de transcritos
apresentando a mesma anotagéo ou sendo anotados como componentes de uma mesma via
metabolica ou ainda a presenca de diferentes transcritos em uma mesma categoria do Gene
Ontology podem sugerir que tal via metabdlica/categoria € muito importante dentro do
processo biologico da glandula de veneno do escorpido. Por exemplo, intuitivamente a
glandula de veneno deve dar suporte a intensa sintese e secrecdo proteicas para produzir
grande quantidade de proteinas do veneno (Rodriguez de La Vega, 2010). De fato,
diferentes metodologias como analise histoldgica, anotacdo manual, anotacdo funcional
utilizando o programa Blast2GO, mapeamento das ESTs e uniques por meio das Vias

KEGG indicaram os processos celulares de destaque na glandula de veneno, que foram:
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sintese proteica, producdo de energia e componentes do citoesqueleto possivelmente
relacionados @ manutencdo da estrutura da glandula e contracdo durante a injecdo do
veneno. Apesar da indiscutivel relevancia de tais processos bioldgicos na glandula de
veneno, eles constituem vias comuns a maioria das células. Assim, analises comparativas
entre transcriptomas sdo necessarias para avaliar se esses processos sdo realmente mais
acentuados na glandula de veneno e quais sdo as particularidades desse 6rgdo quanto a
expressao génica.

Quando os catélogos de transcritos ndo estdo disponiveis em banco de dados
publicos, a Unica forma de se comparar os resultados dos transcriptomas é extraindo os
dados descritos na publicacdo. Entretanto, como as metodologias de analises empregadas
(valores de corte de qualidade e de E-value, método de anotacdo, dentre outros) em
diferentes estudos ndo sdo as mesmas, 0 exercicio de comparacao torna-se limitado. Dessa
maneira, confiaveis generalizacbes a cerca da ocorréncia e expressao dos transcritos
geralmente ndo podem ser feitas. Assim, no presente estudo, alem da compara¢do com 0s
dados da literatura, optou-se por analisar diversos transcriptomas de quelicerados, e a partir
dai, realizar as comparagdes com o catalogo de transcrito de T. serrulatus a fim de obter
uma visao mais holistica da transcricdo em glandulas de veneno.

Uma vez que a glandula de veneno é um orgao especializado na sintese de proteinas
e peptideos, esperava-se uma consideravel proporcdode transcritos envolvidos nesse
processo. De fato, 5% do total de transcritos e 20% dos uniques e 17% das ESTs anotadas
como componentes celulares codificaram proteinas envolvidas diretamente com a sintese e
processamento proteico. Para uma outra espécie de escorpido, H. gertschi, 8,2% do total de
transcritos e 16,2% de sequéncias Unicas apresentaram similaridade com componentes
ribossomais ou proteinas envolvidas no trafego celular (Schwartz et al., 2007). Resultados
similares foram obtidos por Fernandes-Pedrosa et al. (2008) em um estudo de
transcriptoma da glandula de veneno da aranha L. laeta, no qual ESTs relacionadas ao
processo de transcri¢do e traducéo foram as mais abundantes dentro da categoria “proteinas
celulares” (corresponderam a 8%). Interessantemente, comparando os dados obtidos de
diferentes transcriptomas de glandulas de veneno, percebe-se que a proporcdo de
transcritos relacionados com a sintese proteica foi consideravelmente semelhante nas
diferentes espécies analisadas. Analises da anotacdo dos transcriptomas com os termos do
GO e anotacdo manual ndo encontraram consideraveis diferencas na proporcao de

transcritos relacionados com a sintese e processamento protéico entre o0s transcriptomas de
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glandula de veneno e outras glandulas ou animais inteiros. Aparentemente, tais transcritos
ndo estdo aumentados nas glandulas de veneno. Para exemplificar, transcritos que
codificam fatores de elongacdo da tradugdo corresponderam a 0,4, 0,7 e 1,1% do total de
ESTs nos transcriptomas de T. serrulatus (glandula de veneno), L. polyphemus (animal
inteiro) e I. ricinus (glandula salivar), respectivamente.

A importéncia do correto processamento proteico no contexto da glandula de
veneno de escorpido é enfatizada pela presenca de transcritos codificando proteinas
relacionadas ao dobramento adequado de peptideos, processamento pds-traducional ou
degradacdo dependente de proteossoma (Schwartz et al., 2007). Em T. serrulatus, ESTs
relacionadas diretamente com esses processos corresponderam a 3,4% dos transcritos
incluidos na categoria proteinas celulares. Processamento, direcionamento e degradacédo de
proteinas somaram 5% das ESTs de L. laeta, sendo essa categoria formada principalmente
por proteinas de choque térmico (Hsp), dissulfeto isomerase e ubiquitina (Fernandes-
Pedrosa et al., 2008). No estudo do transcriptoma de H. gertschi, Schwartz e et al. (2007)
deram destaque a dois grupos de ESTs envolvidos com o processamento pos-traducional
de proteinas. Um deles apresentou match com enzimas de glicolisacdo p-1,4-
manosiltransferases, que é consistente com a presenca de proteinas glicosiladas no veneno
de escorpides (Valdez-Cruz et al., 2004). E o outro, com similaridade a aminopeptidases
da familia M17, é possivelmente secretado como componente do veneno e poderia ser
importante para modificacdes pos-traducionais de componentes da glandula de veneno. No
presente estudo, um transcrito codificando PAM (peptidylglycine a-amidating
monooxygenase) foi identificado. Alguns estudos indicam que tal enzima pode estar
envolvida com a amidacdo C-terminal de peptideos do veneno de escorpides (Rates et al.,
2008; Diego-Garcia et al., 2005; Barona et al.,, 2006), modificacdo essa que &
possivelmente necessaria para que o peptideo exerca sua funcdo biologica (Jiang et al.,
2000). De fato, a provavel NaTx identificada no presente estudo (Ts17) apresenta na sua
porcdo C-terminal a sequéncia GKK, que é clivada e o residuo de glicina fornece o grupo
amina para a amidacdo da prolina que precede esses trés aminoacidos. Esse mesmo
processamento € realizado para TdNa8 de T. discrepans e ThTx5 de T. bahiensis, nas quais
a prolina também € amidada e para Ts3 de T. serrulatus, na qual a serina precedente aos
trés aminoacidos C-terminais é amidada (Schwartz et al., 2007; D’Suze et al., 2009).

Os processos de sintese e secrecdo proteica sdo considerados energeticamente

custosos para a célula. Nesse contexto, escorpies que tiveram seus venenos artificialmente
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depletados demonstraram aumento do consumo de oxigénio e estima-se que 40% de toda
taxa metabolica do escorpido Parabuthus transvaalicus esteja relacionada com a producéo
do veneno (Nisani et al., 2007). No presente estudo, consideravel parcela das ESTs
codificou proteinas mitocondriais (4% de todas as ESTs e 14% das ESTs correspondentes
a proteinas celulares). Porcentagens semelhantes foram obtidas para H. gertschi, no qual
4,1% de todas as ESTs e 7,4% de precursores de proteinas identificadas apresentaram
similaridade com componentes da mitocondria (Schwartz et al., 2007). Apesar desse
consideravel percentual de transcritos para proteinas mitocondriais, alguns componentes
envolvidos com a producdo de energia ndo estdo aumentados em glandulas de veneno
quando comparados a outras glandulas ou a animais inteiros. Como exemplo, transcritos
codificantes de ATP sintase corresponderam 0,2, 0,7 e 0,8 % das ESTs provenientes dos
transcriptomas de glandulas de veneno de L. laeta, T. serrulatus e H. petersii,
respectivamente, enquanto nos catalogos de transcritos dos animais inteiros D. erythrina e
S. scabiei, tais componentes corresponderam a 1 e 2% do total de ESTs. Em outro
exemplo, os niveis de citocromo b foram muito semelhantes para transcriptomas de
glandula de seda (N. antipodiana), glandula de veneno (T. serrulatus) e de animal inteiro
(E. spinosa) e corresponderam a 0,5, 0,4 e 0,5% das ESTSs, respectivamente.

A andlise histologica da glandula de veneno de T. serrulatus mostra uma espessa
camada muscular envolvendo esse 6rgdo. Transcritos provavelmente expressos nesse
tecido associados com outros responsaveis pela manutencdo da estrutura da glandula
corresponderam a 18% das ESTSs relacionadas com componentes celulares. A comparacao
da expressdo de transcritos pertencentes a essa categoria nao foi muito diferente entre os
transcriptomas analisados. Como exemplo, transcritos para actina perfizeram 1% das ESTs
de T. serrulatus, 0,5% de L. mucronatus (glandula de veneno), 0,8% de N. antipodiana
(glandula da seda), 1,2% de L. polyphemus (animal inteiro) e 1,4% de E. spinosa (animal
inteiro).

Conforme descrito acima, o nivel de expressdo de genes envolvidos com a
homeostase celular é relativamente semelhante entre os diferentes transcriptomas de
quelicerados amostrados. As analises usando a ferramenta Blast2GO também mostraram
um padrdo de distribuicdo dos termos do GO bastante similar entre os catdlogos de
transcritos estudados. A comparacao entre 0s transcriptomas evidenciou as particularidades
das glandulas de veneno, que se destacaram dos demais catalogos de transcritos devido as

ESTs que codificam componentes secretados e que irdo constituir as proteinas/peptideos
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do veneno. Corroborando esses dados, a analise comparativa do perfil transcricional do
telson e do escorpido inteiro da espécie C. noxius indicou que a maioria dos transcritos
(73%) foi encontrada tanto no corpo quanto no telson, sendo 3,5% especificos do corpo do
escorpido e 23,8% exclusivos do telson (Renddn-Anaya et al, 2012).

6.3 ESTs relacionadas a componentes do veneno

Considerando as informac@es ja descritas sobre a composicdo do veneno (Pimenta
et al., 2001; Rates et al., 2008; Cologna et al., 2009), alto nivel de expressdo de
neurotoxinas era esperado. De fato, os principais agentes responsaveis pelos efeitos toxicos
(as NaTx) durante o envenenamento por T. serrulatus apresentaram alto nivel de
expressdo (correspondendo a 6% do total de transcritos). Em particular, grande nimero de
transcritos foi observado para Tsl e Ts2. No transcriptoma de T. stigmurus, outro
escorpido que causa acidentes no Brasil, a proporcdo de NaTx foi de 1,3% do total de
transcritos (Almeida et al., 2012). Uma vez que esses dois escorpides do género Tityus
apresentam toxinas bastante similares, a maior proporcdo de NaTx em T. serrulatus pode
estar relacionado a maior letalidade dessa espécie quando comparada a T. stigmurus. Além
das sequéncias de toxinas mais comuns, dois uniques distintos chamados no presente
trabalho de Ts17 e Ts18 apresentaram alta similaridade com NaTxs de outros escorpifes e
podem constituir novas toxinas cujas as atividades bioldgicas precisam ser investigadas.

KTxs também apresentaram grande numero de ESTs (correspondendo a 8% do
total de transcritos), entretanto, essa alta expressdo foi observada apenas para uma KTx
descrita (Ts8, também chamanda Tityustoxin K-beta, TsTX-K beta, TSK2), que
correspondeu cerca de 13% dos componentes do veneno. Um unique com alta similaridade
a KTx que foi aqui denominado Ts19 apresentou expressao relativamente alta na glandula
de veneno de T. serrulatus e pode consistir em uma nova sequéncia completa de toxina.
Apesar da alta expressdo, a proporcao de KTxs no transcriptoma de T. serrulatus foi menor
do que a encontrada em T. stigmurus (KTx=13,5% do total de transcritos) (Almeida et al.,
2012). A diferenca encontrada entre a proporcdo de NaTx e KTx entre esses dois
escorpides pode ser espécie-especifica ou refletir o perfil transcricional da glandula de
veneno em repouso em T. stigmurus e ativa em T. serrulatus. De fato, no transcriptoma da
glandula em repouso de H. judaicus, a proporcdo de NaTx foi subrepresentada e as toxinas

mais abundantes foram KTxs. Assim, parece ocorrer uma expressdo diferencial entre KTxs
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e NaTxs nos estados ativos e em repouso na glandula de veneno de butideos. Uma possivel
implicacdo bioldgica dessa observacdo seria que dada a importancia das NaTxs para a
sobrevivéncia dos escorpides, a reposicdo dessas toxinas apds a utilizacdo ou extracdo do
veneno seria rapida.

Além das neurotoxinas, a glandula de veneno de T. serrulatus apresentou intensa
expressao de peptideo Pape, AMPs, metaloproteases, peptideo aniénico e hipotensinas.
Considerando essa alta expressdo, esses constituintes podem apresentar importantes
fungdes na glandula de veneno de escorpides e serdo discutidos abaixo.

ESTs com similaridade a BPP (Peptideo Pape) tiveram alta ocorréncia no
transcriptoma de T. serrulatus, correspondendo a 23% das ESTs relacionadas a
componentes do veneno. Consideravel presenca desse peptideo também foi detectada pelo
estudo do proteoma da glandula de veneno de T. serrulatus, no qual os BPPs perfizeram a
metade das massas moleculares identificadas (Rates et al., 2008; Verano-Braga et al.,
2008). Sequéncias homologas a obtida no transcriptoma de T. serrulatus foram descritas
em diversas espécies como T. costatus (Diego-Garcia et al., 2005), T. stigmurus (Batista et
al., 2007), T. discrepans (Batista et al., 2006; D’Suze et al., 2009), L. mucronatus
(Ruiming et al., 2010), M. martensii (Zeng et al., 2000) e Buthus occitanus (Meki et al.,
1995).

Rates et al. (2008) indicaram a ocorréncia de peptideos similares a Ponericina-L1 e
Ponericina-L2 na analise do peptidoma do veneno de T. serrulatus. No presente trabalho,
foram identificadas a sequéncia completa desse peptideo e outras trés sequéncias de AMPs.
AMPs tem sido descritas no veneno de varias espécies de escorpifes (Schwartz et al.,
2007; Ma et al., 2009; Silva et al., 2009; Ma et al., 2010; Ruiming et al., 2010), sendo
observado alto nivel de expressdo em algumas delas (Ma et al., 2009; Ma et al., 2010).
Ainda ndo se tem um consenso do papel desses peptideos no veneno de escorpides,
entretanto, algumas funcGes tém sido sugeridas. AMPs podem proteger os escorpifes
contra infeccdo bacteriana via o par de ductos que diretamente conecta a glandula de
veneno ao ambiente externo. Além disso, AMPs podem despolarizar células neurais
induzindo imobilizacdo da presa permitindo que o0s escorpifes a capture e podem
potencializar acGes de outras neurotoxinas encontradas no veneno (Carballar-Lejarazu et
al., 2008). Recentemente, peptideos antimicrobianos tem se tornado foco da toxinologia,
uma vez que novas substancias e arcabougos moleculares sdo necessarios para dar resposta

a ocorréncia de cepas de bactérias resistentes (Pimenta e De Lima, 2005). Por exemplo, o
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AMP chamado scorpina, foi produzido em sistema heter6logo e demonstrou atividade
contra diferentes patdgenos: (1) efeitos antibacterianos contra Bacillus subtilis e Klebsiella
pneumonia; (2) mortalidade de estagios sexuais de Plasmodium berghei e P. falciparum; e
(3) inibicao da replicacdo do virus da dengue-2 em células de mosquito C6/36 (Carballar-
Lejarazu et al., 2008). Outro AMP, denominado mucroporina, foi capaz de causar efeitos
de inibicdo bacteriana (Dai et al., 2008). Esse peptideo causou morte de Staphylococcus
aureus muito rapidamente, e pode efetivamente inibir alguns patdgenos resistentes a
antibiéticos (Dai et al., 2008). Dessa forma, apesar de ensaios microbioldgicos serem
necessarios, 0s AMPs descritos no presente trabalho podem ser considerados potenciais
candidatos a antibioticos.

Morgenstern et al. (2011) demonstraram grande abundancia de proteases como
metaloproteases na glandula de wveneno em repouso do Buthidae H. judaicus.
Interesantemente, todos os animais usados no presente trabalho tiveram o veneno extraido
antes da extracdo de RNAm e ainda assim o nivel de expressdo de metaloproteases foi tdo
alto como o de alguns transcritos codificantes de NaTx e KTx. Prosdocimi et al. (2011)
encontrou alta expressdo de metaloproteases da familia astacin no transcriptoma da
glandula de seda de Gasteracantha cancriformis e sugeriram que tais proteinas
desempenham um papel no processo de remodelamento durante a deposi¢cdo da fibra da
seda. Uma grande expressdo de proteases foi também observada no veneno de L.
mucronatus sugerindo que essas proteinas podem desempenhar fungdo central no veneno
de escorpides (Ruiming et al., 2010). De fato, certas metaloproteases, chamadas
antareases, purificadas a partir do veneno de T. serrulatus clivaram proteinas SNARE
dentro do tecido pancreatico e podem estar relacionadas com a pancreatite desenvolvida
durante o envenenamento por escorpides (Fletcher et al., 2010). Alternativamente,
proteases como metaloproteases podem desempenhar papéis especificos na glandula de
veneno. Um grande niumero de fragmentos derivados de peptideos maiores tem sido obtido
em estudos de proteoma do veneno de escorpifes (Pimenta et al., 2001; Rates et al., 2008).
Aparentemente diferentes fragmentos derivados do mesmo peptideo podem apresentar
atividade bioldgica distinta (Diego-Garcia et al., 2005). Assim, pode-se especular que a
fragmentacdo de peptideos realizada por proteases pode causar enorme aumento na
diversidade de peptideos do veneno e consequentemente, amplificar a possibilidade de

alvos biologicos.
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Peptideos anidnicos séo ricos em residuos de &cido aspértico e glutamico (verificar
a Fig. 23). Aparentemente, peptideos anidnicos sdo altamente expressos e conservados
entre escorpides pertencentes a familia Buthidae (D'Suze et al., 2009; Ma et al., 2011).
Embora a funcdo desses peptideos ainda ndo tenha sido esclarecida (Diego-Garcia et al.,
2005), alguns autores sugerem que eles podem ter atividade antimicrobiana (Harris et al.,
2009) ou desempenhar importante papel no balango de pH, uma vez que o seu carater
acido contrapde as neurotoxinas que sao peptideos basicos (Ma et al., 2009; Ruiming et al.,
2010).

Hipotensinas foram identificadas pela primeira vez no veneno de T. serrulatus
através de ferramentas de protedmica (Verano-Braga et al., 2008). No presente estudo, o
precursor desse componente do veneno foi obtido. Esse peptideo linear é caracterizado
pela presenca de uma assinatura de aminoacidos de peptideo potencializador de bradicinina
e exerce seu efeito anti-hipertensivo de maneira dependente de Oxido nitrico e
independente da enzima conversora de angiotensina (ECA) (Verano-Braga et al., 2008).
Das trés sequéncias de hipotensinas encontradas no Animal toxin annotation program do
UniProt (hipotensina-1, UniProt ID: P84189; hipotensina-2, UniProt ID: P84190;
hipotensina-like peptide, UniProt ID: P86824), a sequéncia completa dos precursores de
hipotensina-like e hipotensina-1 foram identificadas (Fig. 27).

Além dos grupos de peptideos citados acima, o transcriptoma revelou um grande
namero de transcritos do veneno com frequéncia de ocorréncia menor que 1% do total de
ESTs. Esses transcritos sdo representados por fosfolipases A2, alergenos, hialuronidases, e
diversos peptideos com similaridade com componentes do veneno de escorpifes de outras
espécies ou mesmo de outros organismos. Acredita-se que esses outros componentes
possam mediar respostas toxicas ou potencializar a acdo das toxinas. Assim, a fosfolipase
A2, por exemplo, € possivelmente mediadora de vérias respostas toxicas como a
citotoxidade, neurotoxidade, miotoxidade, edema, distirbios na coagulacdo sanguinea,
aléem de estarem envolvidas com a quebra da estrutura de membranas celulares e o
espalhamento do veneno (Zamudio et al., 1997; Kuhn-Nentwing, 2003, Schwartz et al.,
2007). Apesar de varios transcriptomas identificarem uma diversidade de componentes do
veneno, para uma consideravel parte desses, ndo existem informacdes sobre sua implicacao
biologica. Assim, ndo se sabe, por exemplo, o papel de peptideos ricos em glicina e prolina
e peptideos semelhantes a Lal encontrados no veneno de escorpifes (Ma et al., 2012).

Apos a descricdo dos componentes, sdo necessarios estudos que realizam a expressdo ou 0
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isolamento dos peptideos/proteinas e subsequente analise quanto seus efeitos bioldgicos.
Isso ndo s6 permite uma melhor compreensdo do envenenamento, como também
possibilita a identificacdo de moléculas utéis para o desenvolvimento de farmacos.

E interessante notar que alguns componentes do veneno de T. serrulatus
identificados em estudos anteriores ndo foram encontrados na anélise do transcriptoma.
Como exemplos podem ser citados Peptide T (UniProt ID: Q9TWR4), Ts5 (UniProt ID:
P45659) e alfa amilase (UniProt 1D: P85843). E interessante notar que para o Peptideo T,
dos 13 aminoacidos que o compdem, 9 deles se alinham perfeitamente com a por¢cdo N-
terminal da Ts3 e da Ts17 de T. serrulatus, o que levaria a se especular que esse peptideo
seria resultante de modificacGes dessas sequéncias. De qualquer forma, a auséncia de
transcritos dos componentes do veneno em transcriptomas ndo é surpreendente. De fato,
mesmo o catalogo de transcritos de C. noxius, no qual a plataforma de pirosequenciamento
foi utilizada resultando em mais de trés milhdes de sequéncias, ndo foi capaz de detectar a
completa colecdo de toxinas ja descrita para a especie (Rendon-Anaya et al., 2012).
Algumas hipdteses poderiam explicar a auséncia de transcritos: (1) a analise de
transcriptoma ndo fornece uma completa cobertura das ESTs; (2) genes de toxinas
apresentavam nenhuma ou baixa expressdo no momento de extracdo de RNA ou sofreram
degradacdo mediada por microRNA durante o processamento, como sugerido por Renddn-
Anaya et al. (2012); (3) as proteinas/peptideos do veneno sofrem modificacdes pos-
traducionais que significativamente as diferenciam do transcrito original, como descrito
por Pimenta et al. (2001).

6.4 Ortdlogos dos componentes do veneno de T. serrulatus: Inferérencia sobre a
distribuicdo nos grupos de organismos

A maioria dos trabalhos de transcriptoma de glandula de veneno de escorpides
encontrados na literatura tem como foco os componentes do veneno e, dessa forma, muitos
tipos de peptideos e proteinas tém sido obtidos de diversas espécies de escorpido
(Rodriguez de La Vega et al., 2010). Alguns deles sdo amplamente distribuidos entre as
espécies, como 0s pertencentes a familia das a-KTxs, enquanto outros sdo aparentemente
restritos a uma linhagem de escorpido em particular. A presenca de moléculas do veneno
comuns e incomuns entre diferentes linhagens reflete ao processo evolutivo dindmico do
arsenal do veneno (Ma et al., 2009). Na tentativa de se obter uma visdo panoramica das

familias de peptideos e proteinas que foram consideradas componentes do veneno em
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estudos de transcriptomas, analisaram-se os 12 trabalhos disponiveis na literatura e as
informagdes das glandulas de veneno das 14 espécies (incluindo T. serrulatus) foram
organizadas e sdo apresentadas na Tabela 12.

O aumento da disponibilidade de informacdo molecular nos dltimos anos, aliado ao
desenvolvimento de ferramentas de bioinforméatica permitiu avaliar a distribuicdo dos
ortélogos dos componentes do veneno de T. serrulatus nos grupos de organismos tanto no
universo protéico quanto no de transcritos, o que possibilitou inferir em quais grupos de
organismos determinado componentes do veneno estd presente, o que indicaria aonde
possivelmente ele surgiu. A busca de ortdlogos de componentes do veneno de T. serrulatus
no universo proteico e de transcritos através da ferramenta PSI-BLAST mostrou que cerca
de 70% das familias de peptideos/proteinas do veneno foram recrutados em um desses trés
niveis: ordem Scorpiones, familia Buthidae ou género Tityus. Esse percentual é
predominantemente formado por peptideos ricos em cisteina. Os 30% restantes apresentam
ortdlogos mais antigos e amplamente distribuidos ao longo dos grupos de organismos, e é
constituido por enzimas (metaloproteases, hialuronidases e fosfatases) e por outros
componentes pouco caracterizados similares a peptideo/proteinas encontrados no veneno
de outros escorpides.

Para validar as andlises de bioinformatica, os resultados foram comparados com
os dados disponiveis na literatura. A busca de ortélogos utilizando PSI-BLAST (Tabela 7)
e a avaliacdo da ocorréncia de componentes em transcriptomas de glandula de veneno da
ordem Scorpiones (Tabela 12) foi coincidente para 0s seguintes constituintes: KTx (ordem
Scorpiones), NaTx (familia Buthidae), peptideo aniénico (ordem Scorpiones), peptideo
ativador de lipdlise (familia Buthidae), hipotensinas (género Tityus), peptideo rico em
glicina e fosfolipase A2 (distribuicdo ampla nos grupos de organismos). A distribuicdo das
KTxs e NaTx é condizente com a historia evolutiva dessas neurotoxinas, de acordo com a
qual, as KTxs surgiram na ordem Scorpiones e apresentam um ancestral comum com
defensinas de artropodes. As NaTxs, presentes apenas em membros da familia Buthidae,
seriam derivadas das KTxs (Froy e Gurevitz, 2004). Embora NaTxs tenham sido
anteriormente identificada no veneno de Anuroctonus phaiodactylus pertencente a familia
luridae (Valdez-Cruz et al., 2004), a busca realizada no presente trabalho contra banco de
dados de proteina (UniProt) e ESTs (dbEST) ndo identificou tal peptideo como ortélogo

das sequéncias de T. serrulatus. Conforme também sugerido por outros autores (Ma et al.,
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2012), um arcabougo molecular diferente daquele encontrado para as toxinas de butideos
pode explicar a auséncia de NaTx em escorpiGes ndo-butideos.

Para alguns componentes do veneno ndo houve concordancia entre as analises de
PSI-BLAST e os dados da literatura. Essa discrepancia ocorreu de duas formas: 1) a busca
por ortologos através do PSI-BLAST identificou componentes do veneno em um grupo
mais amplos do que o encontrado nos trabalhos de transcriptomas; 2) de modo oposto, para
alguns peptideos, a andlise de bioinformatica encontrou ort6logos em um grupo mais
restrito do que o relatado nos estudos de catalogos de transcritos. Metaloproteases,
hialuronidases e alergenos se enquandram na situacdo 1, enquanto peptideo sem ponte
dissulfeto pertencente as familias 3 e 4 (NDBP3 e NDBP4) na situacéo 2.

Os estudos de transcriptoma de glandula de veneno de ndo-butideos ndo relataram a
ocorréncia de metaloproteases, hialuronidases e alergenos. Essas trés familias de proteinas
sdo amplamente distribuidas nos grupos de organismos e estdo presentes em venenos de
aranhas, cobras e escorpides (More et al., 2004; Calvete et al., 2009; Froy et al., 2009;
Madero et al., 2009; Gremski et al., 2010; Trevisan-Silva et al., 2010). A auséncia de
transcritos que codificam essas proteinas nos transcriptomas de ndo-butideos poderia
indicar que elas ndo foram recrutadas para a glandula de veneno desses animais.
Entretanto, as analises de tBLASTx e tBLASTn (Tabelas 9 e 10) indicaram a ocorréncia de
transcritos similares a metaloprotease e alergeno de T. serrulatus no transcriptoma de S.
jendeki, o que € um indicio de que essas duas proteinas podem ser expressas na glandula de
veneno de ndo-butideos. De fato, atividade de hialuronidases e metaloproteases foi
identificada no veneno de Hemiscorpius lepturus, um escorpido pertencente a familia
Hemiscorpiidae (Seyedian et al., 2010). Transcriptomas de baixa cobertura poderiam
explicar a auséncia da descricdo das metaloproteases, alergenos e hialuronidases em néo-
butideos. Outra possibilidade seria que os autores ndo consideraram essas moléculas como
componentes do veneno.

NDBP3 e NDBP4 sdo familias de peptideos sem ponte dissulfeto que inclui
moléculas com atividade antimicrobiana ou potencializadora de bradicinina (Zeng et al.,
2005). O peptideo Pape e as AMPs de T. serrulatus se enquadram, respectivamente, nessas
duas categorias. A comparacdo entre transcriptomas indica que os membros dessas familias
de peptideos sdo ubiquos em escorpides e sua expressdo € relativamente alta nas glandulas
de veneno. Entretanto, utilizando como sequéncias de entrada o peptideo Pape e 0s AMPs,

as andlises com o PSI-BLAST, identificou ortdlogos desses componentes apenas na familia
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Buthidae. De modo similar ao resultado obtido no presente trabalho através das analises de
bioinforméatica, Ma et al. (2012) observaram a ocorréncia de BPP (pertencente aos
NDBP3), peptideo similar a pandindina-2 e BmKb1 (pertencentes aos NDBP4) apenas em
Buthideos. Algumas hipdteses poderiam explicar a incongruéncia na distribuicdo desses
peptideos sem pontes dissulfeto: 1) a alta diversificacdo das sequéncias prejudicaria a
identificacdo de ortélogos; 2) diferentes membros dessas familias de peptideos seriam
especificos para determinadas familias de escorpides.

Toxinas de canal para célcio (CaTx), toxinas de canal para cloro (CITx), serina
proteases, peptideos sem ponte dissulfeto da familia NDBP5, peptideo Lal (e similares),
escorpinas e inibidor de serina-proteases ndo foram identificados no transcriptoma de T.
serrulatus e, portanto, a busca por ortdlogos usando PSI-BLAST ndo foi realizada para
essas familias de componentes do veneno. A analise comparativa dos transcriptomas indica
que CaTx e distribuido em diferentes familias de escorpifes, mas sua expressdo na
glandula de veneno é relativamente baixa. Como exemplos, esses transcritos representaram
0,4% em L. mucronatus; 1,1% em I. maculatus e 0,1% em S. margerisonae. Diferente de
CaTx, as CITx foram identificadas apenas em transcriptomas de membros da familia
Buthidae, o que concorda com dados da literatura (Lippens et al., 1995; Fu et al., 2007,
Thompson et al., 2009; Rjeibi et al., 2011; Tekook et al., 2012). A expressdo desses
componentes também foi baixa, correspondendo 0,1 e 0,9% dos transcritos de B. occitanus
e H. judaicus, respectivamente. Como mostrado na comparacdo dos transcriptomas e
reforcado por Ma et al. (2012), até o0 momento, escorpinas foram identificadas apenas em
ndo-butideos. Peptideos da familia NDBPS5, inibidor de serina proteases e peptideos Lal ja
foram encontrados em escorpides butideos e ndo buthideos (Zeng et al., 2005; Schwartz et
al., 2007; Ma et al., 2010; 2012; Renddén-Anaya et al., 2012). As analises dos
transcriptomas da glandula de veneno de escorpifes indicam que esses componentes
apresentam maior expressao em ndo-butideos. Serina-proteases foram encontradas em
trascriptomas de escorpides de diferentes familias. Aparentemente, a glandulas de veneno
em repouso possui expressdo mais acentuada dessas proteases e a glandula de veneno no
estato ativo apresenta expressdo consideravelmente baixa. Apesar de existirem evidéncias
da ocorréncia de serina proteases no veneno de T. serrulatus e T. bahiensis (Almeida et al.,
2002), a expressdo dessas proteinas nao foi identificada até 0 momento no transcriptoma de
espécies do género Tityus. A baixa expressdo de CaTx, CITx, peptideos da familia NDBP5,

inibidor de serina proteases, peptideos Lal, e serina proteases gera a duvida se a falta de
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identificacdo desses componentes em algumas espécies, incluindo T. serrulatus, seria
decorrente ou baixa cobertura dos transcriptomas ou da ndo expressdo desses constituintes
no momento da extragdo de RNAmM para a contrugdo da bibioteca de cDNA.

Como mostrado na Tabela 12, muitos trabalhos de transcriptoma de glandula de
veneno relatam a ocorréncia de peptideos ricos em cisteinas e proteinas hipotéticas.
Entretanto, a anélise da distribuicdo dessas classes de proteinas e peptideos em escorpides
é dificil de ser realizada, uma vez que dentro de cada uma dessas categorias ha uma grande
diversidade de componentes. Além disso, para essas moléculas, ha poucos dados na
literatura que evidenciam sua ocorréncia no veneno.

Os dados apresentados até aqui indicam que o veneno de cada espécie de escorpido
representa uma combinacdo de componentes cuja composicdo tem sido elaborada durante
eventos de recrutamento que ocorreram nos niveis de ordem, familia, género e espécie.
Assim, alguns componentes do veneno séo amplamente distribuidos nas diferentes familias
de escorpibes como as KTxs e peptideo anidnico, enquanto outros foram encontrados
apenas em algumas espécies, como as margerinas, jendinas e peptideo rico em prolina.
Multiplos mecanismos podem estar envolvidos na geracédo da diversidade dos componentes
do veneno, como os processos de duplicacdo génica, selecao positiva, edicdo de RNAsm,
trans-splicing e splicing alternativo (Zhijian et al., 2006; D’Suzi et al., 2009). Isso seria
benéfico para a sobrevivéncia do escorpido, uma vez que um arsenal de veneno cada vez
mais complexo poderia ir ao encontro com a demanda de interacdo com a presa, predador e
competidor (Ma et al., 2009).

6.5 Analise comparativa de transcriptomas de quelicerados

No presente estudo, o transcriptoma de T. serrulatus foi analisado no contexto dos
catalogos dos transcritos de quelicerados. Cerca de 5-22% dos uniques dos transcriptomas
amostrados foram similares a transcritos de T. serrulatus. Os principais transcritos
responsaveis pela similaridade foram genes de manutencdo celular (housekeeping genes),
principalmente envolvidos com a producdo de energia, com a sintese protéica e com a
manutencdo da estrutura e o movimento celular (verificar a Tabela 11). O d{nico
transcriptoma analisado que dividiu consideravel parcela de constituintes do veneno com
T. serrulatus foi o catalogo de transcrito de uma glandula de veneno pertencente a outra

espécie de escorpido (L. mucronatus) que também esta incluida na familia Buthidae. A
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porcentagem de sequéncias compartilhadas entre transcriptomas de glandula de veneno de
escorpifes e demais catdlogos de transcritos foi relativamente pequena, indicando que a
transcricdo da glandula de veneno é altamente especializada.

Quando sequéncias de transcriptomas sdo anotadas com termos do GO e a
distribuicdo desses termos é descrita, geralmente se observa um padrdo relativamente
semelhante de distribuicdo de termos, mesmo quando se compara catalogos de transcritos
provenientes de animais ou 6rgdo bem diferentes. Essa observacao ficou evidenciada no
presente trabalho, uma vez que transcriptomas de animais inteiros e de outras glandulas
(como glandula de seda, salivar e hepatopancreas) apresentaram padrdo similar de
distribuicdo de termos do GO, mesmo quando se comparou catalogos de transcritos
provenientes de amostras biol6gicas tdo diversas como glandula de seda de aranha e um
animal inteiro da espécie L. polyphemus. Contrapondo essa semelhanca, transcriptomas de
glandulas de veneno presentam um tipico padrdo de distribuicdo de termos GO. Alguns
termos como ‘channel regulator activity’, ‘multi-organism process’, ‘response to stimulus’
e ‘extracellular region’foram exclusivos e/ou ocuparam uma proporgdo bastante acentuada
na anotacao de transcriptomas de glandulas de veneno. Uma vez que para a comparacao a
anotacdo com os termos do GO foi realizada com termos mais genéricos (nivel 2), pode-se
inferir que as diferencas entre o padrdo de distribuicdo dos termos do GO s6 puderam ser
observadas quando se comparou transcriptomas altamente especializados, como aqueles de
glandulas de veneno.

Quando os peptideos e proteinas de T. serrulatus considerados componentes do
veneno foram comparados com outros transcriptomas péde-se verificar que o nimero de
sequéncias similares foi muito restrito em transcriptomas de animais inteiros ou outros
tipos de glandulas. Assim, apenas componentes similares a antarease, a alergeno, a
proteina secretada de O. cayaporum e a peptideo rico em cisteina de H. judaicus foram
comuns entre o transcriptoma de T. serrulatus e os provenientes de animais inteiros ou
demais glandulas de espécies nao escorpidnicas. Como esperado, transcriptomas de
glandulas de veneno compartilnaram um maior nimero de transcritos. Quando se compara
Buthidae versus ndo-Buthidae, os responsaveis pela semelhanca entre os transcriptomas
foram uniques consideradas “outros componentes”, ¢ nd0 as principais neurotoxinas.
Consideravel diferenca tem sido descrita entre a composicdo do veneno de butideos e nao-
butideos. Ortdlogos dos principais componentes do veneno de T. serrulatus ndo foram

encontrados em escorpifes ndo-butideos ou quando presentes foram expressos em baixos
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niveis. Corroborando esses resultados, Ma et al. (2011) demonstraram diferencas quanto a
ocorréncia e nivel de expressdo de transcritos entre transcriptomas de escorpifes butideos e
euscorpiideos, sendo que alguns componentes do veneno como o peptideo Pandinina-1-
like e margerinas apenas foram detectados no transcriptoma de euscorpiideo. Os dois
transcriptomas provenientes de glandula de veneno de espécies de escorpides da familia
Buthidae apresentaram consideravel semelhanga quanto a ocorréncia de transcritos e
padréo de expressao (verificar nas Tabelas 9 e 10). Essa semelhanca pode ser ainda maior
uma vez que os componentes do veneno de T. serrulatus ndo encontrados em L.
mucronatus consistiram principalmente daqueles que apresentaram baixa expressédo em T.
serrulatus e podem ndo ter ocorrido na outra espécie de butideos por questdo de
amostragem, dado o menor tamanho desse catalogo de transcrito.

As analises comparativas realizadas aqui mostram que as analises de transcriptomas
potencialmente revelam a existéncia de tipos de toxinas comuns e exclusivas em diferentes
espécies de escorpido. Assim, a obtencdo de informacdo molecular proveniente de
diferentes espécies de escorpides contribui consideravelmente para se contruir um cenario
mais claro do arsenal de veneno e das trajetorias evolutivas dos seus componentes, além de

propiciar uma visao mais holistica das glandulas de veneno desses quelicerados.
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7.0 CONCLUSOES

O principal foco dos estudos de transcriptomas é a descri¢do da grande diversidade
de proteinas e peptideos sintetizados na glandula de veneno. Nesse sentido, o presente
trabalho realizou tal funcdo, contribuindo com 1629 sequéncias (ESTS) que poderédo ser
exploradas em estudos futuros. Outro papel do transcriptoma de glandulas de veneno é
revelar transcritos secretados pouco expressos ou diferentes das neurotoxinas mais
comuns, visto que o sequenciamento é realizado de forma ndo guiada, ou seja, sem a
utilizacdo de iniciadores (primers) especificos. Novamente, o presente trabalho cumpriu
essa funcdo e, mesmo para uma espécie de escorpido intensivamente estudada como o T.
serrulatus, essa ferramenta se mostrou Util na identificacdo de componentes ainda nao
descritos no veneno da espécie (como 0s AMPs, Ts17, Ts18).

Um diferencial do presente trabalho foi a analise comparativa entre 0s
transcriptomas de quelicerados. Essa analise revelou que as glandulas de veneno de
escorpides apresentam transcri¢do altamente especializada para a sintese dos componentes
do veneno. Aparentemente, espécies de escorpides pertencentes a mesma familia apresenta
ocorréncia de transcritos e nivel de expressdo dos componentes do veneno bastante
semelhante. Apesar de glandulas de veneno de escorpibes de familias diferentes
apresentarem alguns componentes do veneno comuns, elas geralmente ndo compartilharam
0s constituintes considerados principais ou o0 nivel de expressdo dos mesmos é muito
diferente entre as glandulas. Quase a totalidade da similaridade entre o transcriptoma de T.
serrulatus e catalogos de transcritos provenientes de animais inteiros ou outros tipos de
glandula esteve relacionada a componentes envolvidos com a homeostase celular e tais
componentes apresentaram nivel de expressdo relativamente semelhante em todos os
conjuntos de transcritos dos quelicerados. 1sso ndo seria muito surpreendente, desde que a
glandula de veneno é composta por diferentes tecidos (muscular, epitelial, conjuntivo e
nervoso), o que resultaria em uma composicdo de transcritos similar a de outras partes do
corpo.

A transcriptbmica comparativa também indicou que a composicdo do veneno de T.
serrulatus envolve genes que tiveram origem em diferentes clados. As KTxs possivelmente
surgiram na ordem Scorpiones e apresentam uma distribuicdo ampla em diversas espécies
de escorpibes. As NaTxs, principais responsaveis pelos efeitos téxicos do veneno,

provavelmente surgiram na familia Buthidae, na qual também se originou outros
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importantes constituintes do veneno de T. serrulatus como os AMPs e BPPs. Alguns
componentes do veneno, especialmente peptideos ricos em cisteina aparentemente sdo
mais recentes e seus ortdlogos ndo foram identificados em outro género além de Tityus.
Proteinas presentes no veneno, em especial enzimas como antareases, hialuronidases,
alergenos e fosfolipase A2 constituem componentes conservados, amplamente distribuidos
nos grupos animais e que foram recrutadas para serem expressas na glandula de veneno de
escorpides.

Vale ressaltar que as andlises de bioinformatica sdo essenciais na realizacdo das
comparagdes entre os transcriptomas e auxiliam muito na obtengdo de uma visdo mais
holistica dos componentes do veneno de escorpifes. Entretanto, € muito importante a
validacdo dos resultados obtidos com esse tipo de analise através de ensaios bioldgicos.

Como perspectiva, a analise de transcriptoma realizada nesse trabalho abre diversas
possibilidades de analises. Por descrever uma ampla variedade de transcritos do veneno, o
transcriptoma constitui um passo importante no conhecimento da composicdo das
secrecOes dos escorpides, além de abrir diversas possibilidades de estudos e aplicacfes
desse conhecimento. Como exemplo, novos transcritos poderdo ser clonados, expressos e
terem sua acdo farmacologica estudada, o que poderia resultar na descoberta de novos
farmacos. Especialmente, os peptideos antimicrobianos descritos aqui, poderado ser testados
através de ensaios microbioldgicos para avaliar sua capacidade de inibicdo bacteriana.
Outra possibilidade seria de se testar a capacidade de componentes do veneno,
especialmente aqueles ndo tdxicos, em induzir producdo de anticorpos, o que poderia
proporcionar o desenvolvimento de vacinas e soros mais eficientes contra escorpides.
Outra interessante investigacdo seria o estudo de mecanismos de processamento proteico e
modificacdes pos-traducionais dos peptideos/proteinas secretados pela glandula de veneno,
uma vez que o proteoma e 0 transcriptoma estdo disponiveis. Além disso, considerando a
grande variedade de peptideos/proteinas presentes na glandula de veneno, esses transcritos
podem ser alvos de estudos evolutivos que visam compreender 0S mecanismos que

levaram a diversificacdo dos componentes do veneno.
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APENDICE A - ESTATISTICAS DO Blast2GO
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B) Uniques de Tityus serrulatus: Distribui¢do do tamanho das sequéncias
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Apéndice Al -Distribuicdo do tamanho das sequéncias A) dados obtidos pela andlise de todas as ESTs e B) dados dos
uniques. Conforme o observado, o agrupamento das sequéncias resultou em aumento do tamanho das mesmas. Assim,
enguanto as ESTs tiveram tamanho entre 100 e 850 nucleotideos, 0 comprimento dos uniques esteve entre 100 e 2.100
nucleotideos. O maior tamanho da sequéncia pode favorecer a busca de resultados de similaridade e, portanto, facilita a
anotacéo.
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A) ESTs de Tityus serrulatus: Distribuicdo de similaridade das sequéncias
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Apéndice A2: Estatisticas do Blast2GO: distribui¢do de similaridade e e-value. A e B) correspondem a distribuicdo de
similaridade das ESTs e uniques respectivamente; C) indica a distribui¢do de e-value das ESTs e D) dos uniques. Os
resultados de similaridade estiveram acima de 40%. Quanto ao e-value, maiores valores foram alcancados quando o0s
uniques foram analisados, 0 que esta possivelmente associado ao maior tamanho das sequéncias quando elas sdo

agrupadas.
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ESTs de Tityus serrulatus: Fontes usadas como banco de dados para mapeamento
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Uniaues de Titvus serrulatus: Fontes de banco de dados usadas para mapeamento
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Apéndice A3: Estatisticas do processo de mapeamento: banco de dados usados para 0 mapeamento. A) dados
obtidos pela anélise de todas as ESTs e B) dados das uniques. UniProtkKB/TrEMBL.: se¢do do UniProtKB contendo
colecdo de informac@es funcionais de proteinas ndo revisadas e anotadas automaticamente; UniProtKB/Swiss-Prot :
sec¢do do UniProtKB contendo colecdo de dados de proteinas revisados e manualmente anotados; MGI: Mouse
Genome Informatics, RGD: Rat Genome Database; FB: Flybase; ZFIN: The Zebrafish Model Organism Database;
WB: Wormbase; Refseq: sequéncias de referéncia do NCBI.
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A) ESTs de Tityus serrulatus: Distribuicao dos codigos de evidéncia para os hits do BLAST
Hits
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B) Uniques de Tityus serrulatus: Distribui¢do dos codigos de evidéncia para os hits do BLAST
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Apéndice A4: Dados do processo de anotacdo realizado pelo programa Blast2GO: distribuicdo dos
cddigos de evidéncia por hits do BLAST. Dados das ESTs (A) e dos uniques (B). Cédigos de evidéncia:
inferéncia por dado experimental (EXP), por ensaio direto (IDA), por interacdo fisica (IPI), por fenétipo
mutante (IMP); por interacdo genética (IGI), por padrdo de expressdo (IEP), por similaridade de
sequéncia ou estrutural (ISS), por ontologia de sequéncia (ISO), por alinhamento de sequéncia (ISA), por
anélise computacional revisada (RCA); por declaracdo rastredvel do autor (TAS), por declaracdo néo
rastredvel de autor (NAS), por curador (IC), por anotacdo eletrénica (IEA), dado biol6gico ndo
disponivel (ND). Conforme o que € geralmente observado (Conesa e Gotz, 2009), a anotagéo eletrdnica
(IEA) foi a mais freqiiente. Entretanto, a contribui¢do dessa anotacdo para a assinatura da sequéncia pode
ser modulada na etapa de anotagdo no programa Blast2GO. Assim, no presente estudo utilizaram-se os
pardmetros defauld deste programa no qual a anotacdo eletrbnica tem um peso de 0,7, enquanto
evidéncias experimentais (EXP) tem peso 1 para a anotacéo final.
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A) ESTs de Tityus serrulatus: Distribuicao dos cédigos de evidéncia por sequéncia

Sequences
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B) Uniques de Tityus serrulatus: Distribuicdo dos cédigos de evidéncia por sequéncia
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Apéndice A5: Dados do processo de anotacéo realizado pelo programa Blast2GO: distribui¢do dos codigos de
evidéncia por sequéncia. Dados das ESTs (A) e dos uniques (B). Cdodigos de evidéncia: inferéncia por dado
experimental (EXP), por ensaio direto (IDA), por interacdo fisica (IPI), por fenétipo mutante (IMP); por
interacdo genética (1GI), por padrdo de expressdo (IEP), por similaridade de sequéncia ou estrutural (ISS), por
ontologia de sequéncia (ISO), por alinhamento de sequéncia (ISA),por analise computacional revisada (RCA);
por declaragéo rastredvel do autor (TAS), por declaracdo néo rastreavel de autor (NAS), por curador (IC), por
anotacdo eletronica (IEA), dado bioldgico ndo disponivel (ND).
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A) ESTs de Tityus serrulatus: Distribuicdo do nimero de anotag¢des
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B) Uniques de Tityus serrulatus: Distribuicio do numero de anotacdes
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Apéndice A6: Dados do processo de anotacéo realizado pelo programa Blast2GO: distribuicdo do nimero de termos
de GO. a) dados obtidos pela analise de todas as ESTs e b) dados dos uniques. para as ESTSs, sequéncias anotadas
com 1 a5 termos foram mais freqlientes e ocorreu uma variacdo acentuada entre esses nimeros de termos do GO.
Por outro lado, para os uniques, foi observada homogeneidade da distribui¢do do nimero de sequéncias anotadas
com 1 a 10 termos.
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A) ESTs de Tityus serrulatus: porcentagem de sequéncias de comprimento x anotadas
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D) Uniques de Tityus serrulatus: nimero de termos de GO para sequéncias de comprimento x
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Apéndice A7: Dados do processo de anotacdo realizado pelo programa Blast2GO: porcentagem de sequéncias de
comprimento x anotadas considerando todas as ESTs (A) e por uniques (B); nimero de termos de GO para sequéncias
de comprimento x para as ESTs (C) e para os uniques (D).



140

A) ESTs de Tityus serrulatus: Distribuicdo dos escores de anotacdo
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B) Uniaques de Tityus serrulatus: Distribuicdo dos escores de anotacdo
80
| |
10l
60 T-JR—  A g, -~ -~~~ S
§°0
40 —
30
20 ---—- i - B Wamamk  aa
10 = =
l%5,0 57,5 60,0 62,5 650 67,5 700 72,5 75,0 775 80,0 825 B850 8BTS 90,0 825 950 97,5 100,0 1025 1050 1075 110,

Annotation-Score

Apéndice A8: Dados do processo de anotacéo realizado pelo programa Blast2GO: distribuicdo dos escores de anota¢do das
ESTs (A) e dos uniques (B).
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Apéndice A9: Dados do processo de anotacéo realizado pelo programa Blast2GO: Distribuicdo dos niveis do GO para as
ESTs (A) e para os uniques (B).
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A) Distribuicdo dos resultados do interproscan - ESTs
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Apéndice A10: Distribuicdo dos resultados do Interproscan para as ESTs (A) e para os uniques (B). O programa
Blast2GO permite o uso da ferramenta InterProScan que possibilita a busca de informagdes de dominios protéicos nas
sequéncias. Grande maioria das sequéncias apresentaram resultado com InterProScan tanto na analise de uniques
guanto de ESTs.
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ABSTRACT

The Tityus serrulatus scorpion is considered the most
dangerous scorpion in Brazil and is responsible for
several cases of human envenomation annually. In
this study, we performed transcriptome profiling of
the T. serrulatus venom gland. In addition to tran-
scripts with housekeeping functions, such as those
related to protein synthesis, energy supply and
structural processes, transcripts from thirty-five

families of venom peptides or proteins were identified.

These transcripts included three new complete se-
quences of toxins and more than a dozen putative
venom gland proteins/peptides. The venom gland
transcriptome profile was verified by comparison
with the previously determined proteomic profile. In
conclusion, this transcriptome data provides novel
insights into the putative mechanisms underlying the
venomous character of I serrulatus. The collected
data of scorpion transcripts and proteins/peptides
described herein may be an important resource for
identifying candidate targets of molecular therapies
and preventative measures.

Keywords: Scorpions, Antimicrobial peptides, Neutoxins,
Venom glands, Brazilian yellow scorpion.

1. INTRODUCTION

In 2007, the World Health Organization (WHO) offi-
cially designated human envenomation by scorpion sting
as a neglected public health issue and recommended
urgent international action with a focus on the tropical
regions where these venomous animals are abundant. In
Brazil, scorpion stings have been recognized a serious
public health threat for many decades; yet, the annual
incidence of accidental stings remains high, with more
than 50,000 cases reported in 2010 [1]. The most fre-
quent culprit among the cases of human envenomation
by Brazilian scorpions is the 7ityus serrulatus of the
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Buthidae family [2, 3]. As such, this species (known
commonly as the Brazilian yellow scorpion) has been
the subject of extensive research efforts to isolate and
characterize its toxins and other venom components for
potential clinical benefit [4-13].

Analyses of 7. serrulatus venom have revealed a
complex mixture of functionally diverse molecules, in-
cluding neurotoxins, proteases, hyaluronidases, and hy-
potensins [3-14]. Of these, the neurotoxins are believed
to play a key role in the pathogenesis of scorpionism
through their interactions with sodium channels and po-
tassium channels (as reviewed by Cologna et al. [3]).
However, to gain a more in-depth and comprehensive
understanding of the molecular components of the 7.
serrulatus venom gland, the gene expression profiling is
necessary.

Transcriptomic analyses of the scorpion venom gland
have been performed recently for species belonging to
various scorpion families, including Buthidae (7 stig-
murus and Centruroides noxius), Scorpiopidae (Scorpi-
ops margerisonae and S. jendeki), Scorpionidae (Pandi-
nus cavimanus and Heterometrus petersii), Turidae
(Hadrurus gertschi), and Liochelidae (Opisthacanthus
cayaporum) [15-26]. Transcriptomes have provided im-
portant insights into the biological processes that are
taking place inside venom gland cells [15, 18, 19, 26], as
well as identified new genes and expression patterns that
form the basis of functional genomics studies [27-28].
Such data for the venom glands of different species rep-
resents a resource of potential toxinological and clinical
relevance [29-30].

In the current study, the molecular complexity of 7.
serrulatus venom was investigated by transcriptome
profiling of the venom gland. This approach identified
the main cellular components and revealed new
putative venom constituents, some of which may be
candidate targets of new therapeutic strategies to help
promote the health of sting victims.
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2. MATERIALAND METHODS
2.1. Library construction

A cDNA library was constructed from active venom
glands of 60 T serrulatus scorpions that had been
milked two days prior to the RNA extraction, as previ-
ously described [31].

2.2. Expressed sequence tag (EST) sequencing,
data processing, and bioinformatic analysis

For large-scale DNA sequencing (EST generation), ran-
dom clones were grown in antibiotic selective medium
for approximately 18 h. The plasmid DNA was then iso-
lated using the standard alkaline lysis method and se-
quenced on an ABI 3130 sequencer with reagents from
the BigDye Sequencing Kit (Applied Biosystems Inc.,
Foster City, CA, USA) and the standard M13 forward or
reverse primers.

The resultant trace files of the sequenced clones were
applied to the Phred program for base calling and quality
scoring using a Phred score cut-off value of 20 [32]. The
nucleotide sequences corresponding to vector, adaptors,
and Escherichia coli DNA, and any short transcripts
(<100 pb) were removed by the SeqClean program [33]
(http://compbio.dfci. harvard.edv/tgi/software). The final
sequences were deposited in GenBank under accession
IDs JK731601 — JK732954. The TGICL program [34]
was used to assemble high-quality ESTs into contigs
(overlapping ESTs that together represent a conscnsus
sequence). Any ESTs without significant similarity to
any other ESTs were classified as singlets. Considering
the diversity of scorpion toxins, those clusters putative to
encode venom peptides were re-examined manually to
pick out individual different isoforms. The electrophero-
gram of each putative isoform was visually inspected to
confirm the sequencing quality in the polymorphic re-
gion.

To annotate the contigs, the set of contigs plus singlets
(collectively designated as ‘uniques’) were scarched
against the UniProt database [35] (March 2011) using
the BLASTx [36] (e-values < 1x10"°) and nr database
using BLASTx (e-values < 1x10™°) in the BLAST2GO
program [37]. Kyoto Encyclopedia of Genes and Ge-
nomes (KEGG) pathway analysis [38] was also per-
formed. The toxin nomenclature was assigned according
to the recommendations of King ef al. [39] and Cologna
et al. [3].

Amino acid sequence of the transcripts was deduced
using the open reading frame (ORF) Finder program
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/). Subsequen-
ty, the Seed Server (unpublished, Guedes et al.) was
used to search for venom component orthologs. Briefly,
the Seed Server methodology uses a protein of interest to

Copyright © 2012 SciRes.

group homologues by means of Seed Linkage software
[40] and UniRef50 Enriched KEGG Orthology (UEKO)
clusters built with the procedure described by Fernandes
et al. [41]. The sequences used for alignment analysis
were retrieved from the UniProt database and the align-
ment was performed by webPrank [42] and visualised by
the Jalview program [43]. Peptide signal prediction was
carried out for putative venom components by using the

SignalP 4.0 program [44].
3. RESULTS

3.1. EST sequencing and clustering

A total of 1629 high-quality ESTs were generated from
the 7 serrulatus venom glands. The average length of
these ESTs was 421 bp. TGICL-based clustering of the
1629 ESTs yielded 185 contigs (= 1171 ESTs). The av-
erage length of these contigs was 625 pb.
Four-hundred-and-fifty-eight ESTs showed no signifi-
cant similarity to any other ESTs in the database and
were identified as singlets.

3.2. T. serrulatus venom gland transcript profile

The BLASTX searches against the UniProt database in-
dicated that among the 643 uniques (185 contigs and 458
singlets), 54% (348 uniques representing 1259 ESTs)
encoded precursors of known proteins. The remaining
46% (295 uniques representing 370 ESTs) had e-values
>1x10™ and were thus designated as having no match.
These no-match transcripts may represent new proteins
or peptides.

Cellular localisation and function analyses classified
the uniques- and ESTs-deduced products into 10 catego-
ries; the distributions of which are shown in Figure 1A
and B. The most frequently represented functional cat-
egories among the cellular components in 7. serrulatus
venom gland were: protein synthesis and processing,
structural function, and energy supply.

I'able 1. The most well represented KEGG pathways in the 7.
serrulatus transcriptome

KEGG Pathway Amnotated
Entry Name ESTs
1 03010 Ribosome 22
2 00190  Oxidative phosphorylation 16
3 04141 Protein processing in endoplasmi 9
reticutum
4 04260 Cardiac muscle contraction 9
5 04974  Protein digestion and absorption 5
6 03013 RNAtransport 4
7 04010 MAPK signalling pathway 4
8 04810 Regulation of actin cytoskeleton 4
9 04910 Insulin signalling pathway 4
10 04972 Pancreatic secretion 4
0JGen
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3.3. Housekeeping genes

When considering only the ESTs that presented similar-
ity with sequences in the database, about 40% of ESTs
were related to cellular components. KEGG analysis
(corroborated with manual annotation; Table 1) indicat-
ed that the most frequently represented pathways were
also involved in protein synthesis and processing (ribo-
some and protein processing in the endoplasmic reticu-
lum), structural processes (cardiac muscle contraction —
important to venom release; regulation of actin cytoskel-
ctom), and energy supply (oxidative phosphorylation).
The automated KEGG pathway analysis and manual
annotation method yielded similar but not identical re-
sults, likely due to the different rules of each approach
used to categorize the transcript products.

By manual annotation, the most frequently represent-
ed functional categories were protein synthesis and pro
cessing (37 ESTs coding ribosomal proteins), eukaryotic
translation initiation (11 ESTs), elongation factors (seven
ESTs), disulfite isomerases (four ESTs), and heat shock
proteins (HSPs; four ESTs). Seven ESTs encoded pep-
tides that were related to degradation through the ubiqui-
tin-proteasome system. These transcripts might play a
role in ensuring that misfolded or otherwise abnormal
proteins are recognised and eliminated, or may regulate
various molecular pathways in the venom gland as sug-
gested by Rendon-Anaya et al. [26}.

Several transcripts expressed in the venom gland of 7.
serrulatus were identified as structural components,
which may be involved in the maintenance of gland
structure and/or contractile activity that mediates venom
release. In particular, transcripts were found that encod-
ed actin (16 ESTs), troponin (11 ESTs), myosin (eight
ESTs), alpha tubulin (seven ESTs), paramyosin (15
ESTs), and five other ESTs specifically related to cyto-
skeleton organisation.

The synthesis of venom is considered an energetically
costly process. About 5% of the ESTs (8% of uniques)
aligned with mitochondrial proteins encoded by nuclear
DNA. The majority of these-transcripts were related to
energy production; in particular transcripts were found
that encoded cytochrome c¢ oxidase (17 ESTs),
NADH-ubiquinone oxidoreductase (15 ESTs), ATP syn-
thase (11 ESTs), and cytochrome b (six ESTs).

3.4. ESTs related to venom components

Five-hundred-and-ninety-four of the ESTs comprised 51
clusters and coded-for 35 different families of peptides
or proteins related to venom components (Table 2). Ex-
cept for the incomplete sequences (indicated by asterisks
in Table 2), all transcripts had signal peptides. The most
abundant and diverse venom transcripts (Figure 1D and
) encoded neurotoxins (sodium channel toxins or
NaTxs and potassium channel toxins or KTxs). In addi-
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tion, a wide variety of transcripts encoded secreted pep-
tides and proteins. The components that were abundantly
expressed included the Pape peptide, similar to bradi-
kinin-potentiating peptide or BPP (UniProt ID: P86821),
antimicrobial peptide (AMP), metalloproteases (zinc
metalloproteases [UniProt ID: P85842] plus antareases
[UniProt ID: P86392]), non-toxic protein NTxP
(TsNTxP; UniProt ID: 077463), anionic peptide and
hypotensin (UniProt IDs: P84189 and P86824); howev-
er, phospholipase A2, hyaluronidase (UniProt ID:
P86821), allergen (UniProt ID: P85840) and some cys-
teine-rich peptides were less frequently expressed.

Table 2. ESTs and contigs of T. serrulatus venom components.

T. serrulatus

Vi ts
S P ESTs __ Contigs

Na' channel toxins
Ts1 (B-BUTX-Tsla) [P15226] 33 2
Ts2 (8 -BUTX-Tsla) [P68410] 36 1
Ts3 (3-BUTX-Ts1b) [P01496] 10 2
Ts17 (U-BUTX-Ts1b) [new] 9 1
Ts18 (U-BUTX-Tslc) [new] 5 1
K’ channel toxins
Ts8 (x-BUTX-tsl) [P69940} 73 1
Ts15 (x-BUTX-1s2) [P86270] 7 2
Ts6 (A-BUTX - Ts1b) [P59936] 5 1
Ts7 (x-BUTX - Tsla) [P46114] 2
Tsl6 (U-BUTX-Tsla) [PR6271] 1 1
Ts19 (U-BUTX-Tsld) [new] 41 1
Other components
Pape peptide or BPP-like [P86821] . 138 1
AMPs [new] 59 2
Ponericin-W-like of L. mucronatus [new) 40 1
Antarease* [P86392] 29 7
TsNTxP or Ts4 [077463] 26 1
Anionic peptide [new) 18 1
Hypotensin 1 or Ts14 [P84189] 11 1
Hypotensin-like [PR6824) 10 1
Zinc Metalloproteases* [P85842] i 4 2
Similar to glycine-rich protein L. mucronatus [new] 6 3
Tspep3 or Ts13 [POC176] 4 1
Similar to venom neuropeptide-3 3 1
of Buthus eupeus [new]
Cysteine-rich peptide [new] 3 1
Similar to TsPep2 or Ts12 [POC175] 2 1
Hyaluronidase* [P85841] 2 2
" Similar to venom toxin-like peptide of B. eupeus 2 1
[new] )
Phospholipase A2 [new] 2 1
Similar to cysteine-rich peptide of Camponotus 2 1
Aoridanus* [new)
Similar to cysteine-rich peptide of Hottentotta juda- 1 1
icus* [new)
Tspepl or Ts11 [POC174] 1 1

Allergen* [P85840] 1 1
Similar to lipolysis-activating peptide 1-alpha chain
of L. mucronatus* [new]

Similar to venom protein of B. eupeus* [new) 1 1
Similar to secreted protein of Opisthacanthus caya- 1 1
porum [new]

* with incomplete ORF. The toxin nomenclature sug-

gested by ng etal. [39] is presented in parentheses.
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Figure 1. Molecular characteristics of the 7. serrulatus venom gland transcriptome. (A) Relative proportion of each category in the
uniques. ‘Venom’ includes transcripts encoding toxins and other secreted components previously described in scorpion venom. ‘Mi-
tochondrial’ and “Nuclear’ categories comprise ESTs coding conserved proteins located in these cellular organelles. ‘Protein transla-
tion and processing’ contains transcripts encoding, for instance, ribosomal protein, disulfide-isomerase, and other proteins related to
protein synthesis. “Structural components’ includes mainly cytoskeleton proteins, such as actin, myosin, and tubulin. “Transport
comprises transcripts encoding proteins involved in intracellular trafficking, such as the copper transport protein. “Predicted or un-
characterized protein’ includes ESTs similar to previously described sequences that have no functional assessment. ‘Extracellular’
comprises transcripts encoding extracellular proteins that are, for instance, found in the extracellular matrix, such as fibronectin.
<Other cellular components’ includes ESTs encoding cellular components that were not included in any of the other categories. (B)
Distribution of ESTs in the same categories described in (A). (C) Relative proportion of uniques encoding different classes of.venom
components. (D) Abundance of transcripts in the main peptide/protein families of 7. serrulatus venom from Table 2.
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Figure 2. Sequence alignments of NaTxs (A and B) and KTx (C). (A) The translated sequence of Ts17 and orthologs. For compari-
son, the paralogous sequences of Ts3 and Ts5 are also presented. The UniProt ID and the corresponding scorpion species are indicat-
ed. (B) The Ts18 from the 7. serrulatus cDNA library and the related sequence of Ul-buthitoxin-Hjla from Hottentotta judaicus, a
predicted NaTx [22]. (C) Complete sequence of Ts19 (KTxs) and ortholog alignment. The UniProt IDs and corresponding scorpion
species from genus Tityus, Mesobuthus, Lynchas , Buthus are indicated. The deposited fragment of the potassium channel toxin be-
ta-KTx 2 is presented for comparison. The signal peptide (green arrow) and cleavage sites are shown for Ts17 (between 19-20 amino
acid resides), Ts18 (between 21-22 amino acid resides) and Ts19 (25-26 amino acid resides). Black arrows indicate sequences identi-
fied in the current study. Dots represent gaps introduced to improve alignment.
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3.5. New venom components of I. serrulatus

Although 7. serrulatus venom has been extensively
studied, the current transcriptome analysis revealed at
least three complete sequences of new potential toxins
and more than a dozen new venom components (Table
7). The complete sequence of some of these are detailed
below and presented in Figures 2-5. It is important to
note that still other new venom components may be rep-
resented by those sequences that were designated as
no-match (see the Discussion for more detail).

3.5.1. Sodium channel toxins

Three of the known major NaTxs of 7. serrulatus venom,
Tsl, Ts2 and Ts3, were found in the current transcrip-
tome analysis. Although the Ts5 toxin was not found in
this study. a probable new NaTx that is similar to Ts5
(P45659; identity = 86%) was found (designated as
Ts17; U-BUTX-Tsla). Figure 2A shows the alignment
of the Ts17 sequence with Ts3 (UniProt ID: P01496),
TsS, and other orthologs. In addition, five ESTs matched
significantly with the Ul-buthitoxin-Hjla (identities =
63%), a predicted NaTx derived from Hottentotta judai-
cus, and the 7. serrulatus sequence was named Ts18
(U-BUTX-Ts1b) (Figure 2B).

3.5.2. Potassium channel toxin

Among the KTxs identified in 7. serrulatus venom, Ts6,
Ts7, Ts8, Ts15 and Ts16 had been previously identified.
However, the Ts9 was not found in this study. The po-
tassium channel toxin beta-KTx 2 (UniProt ID: P69940)
had been previously identified by proteomic analysis and
deposited as peptide fragment [30]; however, our analy-
sis identified its precursor (designated as Tsl19;
U-BUTX-Tslc) and its orthologs (Figure 2C).

3.5.3. Other components

The category “other components”  included
non-neurotoxic venom components that had been previ-
ously described for 7. serrulatus as well as potential new
venom components harbouring signal peptides and/or
showing similarity to venom constituents of other scor-
pion species (Table 2). However, more evidence is
needed to confirm the occurrence of these protein and/or

Copyright © 2012 SciRes.

peptide in 7. serrulatus venom. It is possible that the
expression of some of these secreted components is re-
stricted to the venom gland (for example, secreted com-
ponents in connective tissue of this organ). Here, we
summarize the data of new sequences for high-
ly-expressed transcripts, including the Pape peptide,
AMPs, anionic peptides, and hypotensins.

Second only to the neurotoxins, the Pape peptide was
the most highly expressed transcript in the 7. serrulatus
venom gland transcriptome. The Pape peptide (UniProt
ID: P86821) was previously identified by proteomic
analysis and deposited as a peptide fragment [30]. The
complete sequence of the peptide precursor and its
orthologs are shown in Figure 3. While the signal pep-
tide is highly conserved among these peptides, the
N-terminal region is moderately conserved and the
C-terminal region shows very little conservation.

Sequences of AMPs and anionic peptides were abun-
dant in the venom gland transcriptome of 7. serrulatus,
indicating that these components may play important
roles in the function of this organ. The complete se-
quences of these venom components are shown in Fig-
ure 1. Three different sequences coded an AMP highly
similar to the putative AMP of 7. costatus (Figure 4A).
In addition, two ponericin-like sequences were found
and presumed to be antimicrobial peptide (Figure 4B).
In this study, 18 ESTs encoded the same sequence of
anionic peptide (Figure 4C). Anionic peptides have been
previously reported as highly expressed and conserved
among the Buthidae scorpion species [17, 23]. Although
the function of these peptides remains unknown [45],
some researchers have suggested that they might play
antimicrobial activity [46] or an important role in pH
balance, since neurotoxins are basic peptides [18, 22].

Hypotensins were identified in 7. serrulatus venom
gland transcriptome. These random-coiled linear pep-
tides are characterized by the bradykinin-potentiating
peptide amino acid signature [13]. Of the three sequenc-
es in the UniProt database (hypotensin-1, UniProt ID:
P84189; hypotensin-2, UniProt ID: P84190; hypoten-
sin-like peptide, UniProt ID: P86824), the complete se-
quence of hypotensin-like and hypotensin-1 precursors
were identified (Vigure 5).

4. DISCUSSION
Transcriptome profiling has provided comprehensive
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Black arrows indicate sequences identified in the current study.

information of venom glands, accelerating the discovery
of their peptides and proteins [47]. Currently, 12 studies
in the publicly available literature have reported data of
the venom glands from various scorpion species [15-26].
The study described herein not only provides the first
transcriptome data for the 7 serrulatus venom gland but
also the largest transcript catalogue for scorpion venom
glands obtained by Sanger sequencing to date. This work
also focused on the discovery of new genes (using the
EST approach) which when added to the larger data-
bases will allow for better anchoring of transcriptomic
short reads generated by most of the next-generation
sequencing (NGS) platforms.

In this study, 35 different peptide families, coded by
594 ESTs, were identified as related to venom compo-
nents. Previous proteomic analysis of 7. serrulatus
venom [14, 30] has identified many toxins, in addition,
venom components that have since been isolated and
studied individually [4-9, 13]. The Animal Toxin Anno-
tation Program (UniProt) [48], which annotates the se-
creted proteins in animal venoms, has already identified
32 peptides/proteins in 7. serrulatus venom. The current
transcriptome analysis identified three precursors of po-
tential new toxins (Ts17, Ts18, and Ts19) and more than
a dozen new venom components in 7. serrulatus. How-
ever, this list is certainly not exhaustive, since a large
number of sequences without matches (295 uniques rep-
resenting 370 transcripts) were found. We intend to con-
tinue to explore the entire dataset to identify other new

Published Online **** 2012 in SciRes. http://www.scirp.org/journal/ojgen

venom components and to verify the biological function
and clinical relevance in envenomation for any promis-
ing factors.

Some of the venom components previously identified
were not identified by the current transcriptome analysis,
such as Peptide T (UniProt ID: Q9TWR4), Ts5 (UniProt
ID: P45659) and alpha amylase (UniProt ID: P85343).
However, the absence of venom components at the tran-
script level is not a surprising observation. In fact, a pre-
vious study in C. noxius indicated that the powerful py-
rosequencing platform, producing over three million
reads, was unable to detect the entire panel of known
toxins [26]. Some hypotheses to explain the transcript
absence are: (1) the transcriptomic analysis performed
did not provide complete coverage; (2) toxin genes were
down-regulated at the time of RNA extraction or had

, undergone microRNA-mediated degradation during

processing, as suggested by Rendon-Anaya et al. [26],
and (3) the venom protein/peptide had undergone
post-translational modifications that significantly differ-
entiated it from the intact form, as described by Pimenta
etal [14].

Considering the previously reported protein/peptide
compositions of 7. serrulatus venom [3, 14, 30], we ex-
pected to find to a high level of neurotoxin expression.
Indeed, NaTxs, the main agents responsible for the toxic
effects of 7. serrulatus envenomation [49], presented
high expression; in particular, this was observed for Tsl
and Ts2. In the current study, NaTx represented about
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Hypotensins
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Figure 5. Sequence of hypotensins found in 7. serrulatus. Black arrows indicate sequences identified in the current study. The signal
peptide (green arrow) with the cleavage site between 24 and 25 amino acid residues is shown.

6% of the total transcripts. However, transcriptome
analysis of another scorpion Brazilian species’, 1° stig-
murus, venom gland [25], showed lower expression
levels of NaTxs (1.3% of the total transcripts). The high-
er expression of NaTxs in 7. serrulatus may be related to
the higher lethality of this scorpion, as compared to 7.
stigmurus [25]. KTxs also represented a high number of
ESTs in 7. serrulatus, representing about 8% of the total
transcripts. Specifically, Ts8 and Ts19 were responsible
for the higher expression level. However, the overall
expression level of KTxs in 7. serrulatus was lower than
in T. stigmurus, for which KTxs represented 13.5%. The
differences in expression level of NaTxs and KTxs be-
tween 7. serrulatus and 7. stigmurus may be spe-
cies-specific or reflect the differences of transcriptional
profiles for active and resting venom glands. The T
stigmurus cDNA library was performed for resting
venom glands [25), while the current study used active
venom glands.

Another important finding from the current study is
the robust expression of some particular components,
such as the Pape peptide, AMPs, anionic peptide, and
metalloproteases. Although further analysis is required
to uncover the precise functions of these venom compo-
nents in the active venom gland of 7. serrulatus, their
observed abundance suggests an important role in the
biological function of this species’ venom gland. Indeed,
the Pape peptide and a peptide similar to Ponericin-L1
and Ponericin-L2 were identified in the previous prote-
omic study of 7’ serrulatus venom performed by Rates et
al. [30]. The current transcriptome analysis identified
precursors of both peptides. Interestingly, the Pape pep-
tide represented 8.5% of the total transcripts. This pep-
tide was similar to the BPP found in other scorpion spe-
cies and Parabutoporin, an antimicrobial peptide identi-
fied in Parabuthus schlechteri (Figure 3). Despite its
higher expression level, the function of the Pape peptide
in 7. serrulatus venom remains unknown. Besides the
Ponericin-like peptide, sequence similar to AMP was
found. Various AMPs have been previously identified in
the venom of several scorpion species [15, 18-19] and
appear to be highly expressed in the S. jendeki [18], H.
petersii [20], Isometrus maculatus [23] and T. stigmurus

Copyright © 2012 SciRes.

]26] species. While no consensus has yet be reached
about the precise functions of AMP in scorpion venom,
it is theorized they may act as protectants against bacte-
rial infection or potentiators of neurotoxin action [50].
The demonstrated antibacterial activities of AMPs in
animals, plants, and insects have indicated their potential
for use as antimicrobial agents [46, 50-52]. Hence, the
AMPs described in the current study might represent
potential candidates for anti-infective drugs.

Morgenstern ef al. [22] showed a higher abundance of
proteases and metalloproteases in the resting venom
gland of the Buthidae scorpion. All animals used in the
present study had been milked prior to the mRNA ex-
traction, yet the expression level of metalloprotcases was
as high as some of the NaTx and KTx sequences.
Prosdocimi ef al. [53] found a similar high expression of
metalloproteases (astacin family) in the Gasteracantha
cancriformis spider’s spinning gland transcriptome, and
suggested that these proteins may play a fole in the re-
modelling processes of silk fibre deposition. A higher
expression of these proteases was also observed in the L.
mucronatus venom, suggesting that these proteins might
play a central role in scorpion venom as well [21]. In-
deed, several antarease members of the metalloprotease
family have been purified from the 7. serrulatus venom
gland and shown to sclectively cleave the essential
SNARE protein within mammalian pancreatic tissue; it
has been suggested that this function may be responsible
for the pancreatitis that develops in some patients fol-
lowing scorpion envenomation [54]. Alternatively, the
metalloproteases may play a specific non-toxic role in
the scorpion’s venom gland. A large number of frag-
ments derived from larger peptides have been found by
the proteomic studies of venom glands [14, 30]. It ap-
pears that different fragments derived from the same
peptide might have distinct biological functions [55].
Hence, we speculate that the protease-mediated frag-
mentation may act to exponentially increase the diversity
of venom peptides and their biological targets.

The scorpion’s venom is mainly used for prey capture
and defence. The venom gland is a complex organ where
a large number of substances are synthesized. Tran-
scriptomic tools have accelerated the description of
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venom components, greatly expanding the publicly
available sequence databases. A large diversity of venom
components were found using this approach: NaTxs,
KTxs, scorpines, calcines, AMPs, BPPs, anionic pep-
tides, proteases, glycine-rich peptides, phospholipases,
lectins, hypotensins [15-26]. In the current transcriptome
study — the first of its kind to examine the active venom
gland of 7. serrulatus — several of these components
were found as well as several new components, includ-
ing potential toxins, AMPs, and cysteine-rich peptides.
Another important finding was the surprisingly high
transcription levels of some non-neurotoxic components,
such as the Pape peptide, AMPs, anionic peptides, met-
alloproteases, and hypotensins. Overall, this analysis
provides a novel and more comprehensive insight into
the venom arsenal of 7. serrulatus. These data may act
as an important resource for future investigations of the
evolution of the scorpion venom arsenal, envenomation
mechanisms, and discovery of bioactive peptides and
proteins.

5. CONCLUSION

This work represents a step towards better understanding
the gene expression profile of the active 7. serrulatus
venom gland, expanding our knowledge of its peptide
and protein content. The transcriptome analysis revealed
at least three new precursors of toxins and more than a
dozen potential venom components. Besides the more
common toxins (NaTx and KTx), some transcripts, such
as the Pape peptide, metalloproteases, AMPs, anionic
peptides, and hypotensins, presented high expression
level. The functions of these components may help to
advance our understanding of the biological and molec-
ular processes of the venom gland. The gene expression
profile of the venom gland agreed withthe activated
state of this organ and revealed the activities of protein
synthesis and processing and energy supply. Some po-
tential bioactive proteins/peptides (such as Ts17, Tsl18,
Ts19, and AMPs) described in this work may be an im-
portant resource for the investigation and characteriza-
tion of molecules applicable in pharmaceutical research
and biotechnology.
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