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RESUMO 

 

O escorpião Tityus serrulatus pertence à família Buthidae e é a espécie que causa o maior 

número de acidentes com humanos no Brasil, sendo responsável por vários casos de 

envenenamento. No presente estudo, a análise do transcriptoma da glândula de veneno ativa 

desse escorpião foi realizada com 1629 ESTs e os resultados foram comparados com 

catálogos de transcritos de outros doze quelicerados para avaliar o padrão de expressão da 

glândula de veneno de escorpiões. Além de transcritos relacionados à manutenção celular, 

especialmente envolvidos com a síntese proteica, produção de energia e de função estrutural, 

foram encontradas 35 famílias de peptídeos ou proteínas que compõem o veneno na biblioteca 

de cDNA de T. serrulatus. Pelo menos três novas sequências completas de toxinas e mais de 

uma dezena de prováveis novos componentes do veneno foram identificados. As glândulas de 

veneno apresentaram um distinto padrão de distribuição dos termos do Gene Ontology (GO) 

quando comparadas com o padrão apresentado por catálogos de transcritos provenientes de 

animais inteiros ou de outros tipos de glândulas, devido à predominância de termos do GO 

como “extracellular region”, “response to stimulus” e “channel regulators”. A transcriptômica 

comparativa possibilitou uma visão mais ampla da distribuição de componentes do veneno em 

diferentes famílias de escorpiões e revelou aqueles que parecem ser amplamente distribuídos 

nesse grupo, aqueles que são específicos a uma determinada família e ainda os que foram 

encontrados apenas no gênero Tityus. Em conclusão, esse estudo representou mais um passo 

para a compreensão da glândula de veneno de T. serrulatus e apresentou alguns peptideos 

bioativos que podem ser explorados para aplicações biotecnológicas. Além disso, a análise de 

transcriptômica comparativa revelou um padrão particular de expressão das glândulas de 

veneno e a distribuição das principais famílias de peptídeos/proteínas do veneno em diferentes 

clados.  

Palavras-chave: Escorpião amarelo. Componentes do veneno, Padrão de expressão gênica. 

Glândula 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. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Os escorpiões 

 

Evidências da relação dos seres humanos com escorpiões datam desde a antiguidade 

com a inserção desses animais em mitos provenientes de diferentes culturas como a Egípcia, a 

Grega e a Romana (Cloudsley-Thompson, 1990). O interesse inicial por esses artrópodes foi 

possivelmente gerado pelo fato de que algumas poucas espécies possuem toxinas capazes de 

causar a morte em humanos (Polis, 1990). Atualmente, os escorpiões despertam o interesse 

humano por diversas razões, podendo-se citar a sua importância médica, sua intrigante 

biologia e evolução (Polis, 1990) e a utilização do seu veneno como uma considerável fonte 

de proteínas bioativas de potencial interesse biotecnológico e farmacológico (Rodríguez De 

La Vega et al., 2010).  

Os primeiros escorpiões surgiram na Terra há cerca de 450 milhões de anos. Apesar 

do grande tempo de existência, esses animais apresentam morfologia conservada, de modo 

que a diversificação taxonômica desse grupo não foi acompanhada por nenhuma grande 

revolução na arquitetura corporal. Esses animais apresentam ampla distribuição geográfica, 

estando ausente apenas na Antártida. Acredita-se que o grande sucesso desses artrópodes está 

relacionado à plasticidade e adaptabilidade da sua história de vida, ecologia, fisiologia e 

comportamento (Polis, 1990). 

Os escorpiões são artrópodes venenosos da classe Arachnida, ordem Scorpiones. Essa 

ordem conta com cerca de 1.500 espécies atuais classificadas dentro de 18 famílias: 

Bothriuridae, Buthidae, Chactidae, Chaerilidae, Diplocentridae, Euscorpiidae, 

Hemiscorpiidae, Heteroscorpionidae, Iuridae, Liochelidae, Microcharmidae, Pseudochactidae, 

Scorpionidae, Scorpiopidae, Superstitioniidae, Troglotayosicidae, Urodacidae e Vaejovidae 

(Prendini e Wheeler, 2005). Dentre essas, a família Buthidae é a de maior importância 

médica, possuindo mais de 500 espécies distribuídas pelo mundo.  

Apesar de todos os escorpiões terem glândula de veneno, cerca de 30 espécies 

representam potencial risco para humanos. Exceto por Hemiscorpius lepturus que pertence a 

família Hemiscorpiidae, todas essas espécies são Buthideos dos seguintes gêneros: 

Androctonus, Buthus, Mesobuthus, Hottentotta, Parabuthus e Leiurus localizados no norte da 

África, Ásia, Oriente Médio e Índia; 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 escorpião, a 
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idade e o tamanho da vítima, sendo muito mais grave em crianças. A intoxicação sistêmica é 

o reflexo da superestimulação do Sistema Nervoso Central, do Sistema Nervoso Simpático e 

Parasimpático 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 

inoculação de veneno através do ferrão dos escorpiões, é um problema de saúde pública 

devido à elevada incidência em várias regiões, além da letalidade em alguns casos. Dados 

epidemiológicos de acidentes escorpiônicos no Brasil entre 2000 e 2010 são mostrados na 

Tabela 1. De acordo com o Ministério da Saúde, foram registrados 50.126 acidentes e 88 

óbitos em 2010, sendo que a incidência 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 escorpiões, que é de 

0,27% (Chippaux e Goyffon, 2008) A incidência dos registros é maior em indivíduos entre 20 

e 49 anos. Crianças entre 1 e 9 anos estão na faixa etária com maior quantidade de óbitos 

(39/88). 

 

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

número de óbitos, o número de casos e a incidência dos mesmos aumentaram ao longo dos anos. 

Fonte: Tabela adaptada a partir dos dados fornecidos pelo site do Ministério da Saúde, 2012, disponível em 

<http://portal.saude.gov.br/portal/saude/profissional/area.cfm?id_area=1537>. 

 

No país, espécies de escorpiões do gênero Tityus apresentam importância médica, 

sendo que as principais causadoras de acidentes em humanos são: T. serrulatus (escorpião 

Critério Região 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Norte 1 1 3 2 1 3 5 5 6 6 6

Óbitos por acidentes Nordeste 13 21 25 15 16 12 13 33 47 32 46

 por escorpiões Sudeste 1 19 23 31 22 29 9 25 32 54 32

Sul 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

Centro-oeste 1 2 6 3 3 4 1 3 2 5 3

Brasil 16 43 57 51 42 48 28 66 87 97 88

Norte 3,2 5,1 7,0 10,0 11,4 13,0 13,6 13,1 15,3 17,9 15,4

Incidência 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 5,2 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 5,3 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 14.416 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
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amarelo), T. bahiensis (escorpião marrom), T. stigmurus, T. obscurus (T. paraensis) 

(escorpião-preto da amazôinia) e T. metuendus (Brasil, MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2012). 

Dentre essas, a espécie T. serrulatus, é a responsável pela maioria dos casos mais graves no 

Brasil com registro de óbitos, principalmente em crianças (Cupo et al., 2003). 

 

1.3 O escorpião Tityus serrulatus 

 

De coloração amarela clara, o que originou o seu nome popular escorpião amarelo, 

indivíduos 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 populações são 

formadas por fêmeas, cuja reprodução se dá por partenogênese (Lourenço, 2000). Entretanto, 

existe relato na literatura de uma população sexual com taxa de 1 macho para 2,25 fêmeas 

(Lourenço e Cloudsley-Thompson, 1999). Cada fêmea de T. serrulatus pode ter três, quatro 

ou mais parições e cerca de 70 filhotes durante a vida (Matthiensen, 1971).  

Originalmente, T. serrulatus ocupava uma região muito restrita no Estado de Minas 

Gerais. Entretanto, essa espécie tem se espalhado pela região do Sudeste do Brasil e nos 

estados do Pará, Goiás e Rio Grande do Sul (Lourenço, 2002; Torres et al., 2002; Bortoluzzi 

et al., 2007). Essa expansão tem sido atribuída à boa adaptação desses animais ao ambiente 

urbano, além da sua rápida e intensa proliferação, (Lourenço et al., 1996). Em Belo 

Horizonte, a ocorrência de T. serrulatus e os acidentes por eles provocados representam uma 

situação preocupante. A ocorrência tem sido relacionada a fatores inerentes ao solo, como 

áreas de pedreiras, barrancos, marmorarias e também a construções 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 escorpiões contam com um aparato de veneno localizado na extremidade posterior 

do corpo do animal (télson), que apresenta também um acúleo utilizado para a injeção do 

veneno (Fig. 2). Abaixo da cutícula (exoesqueleto quitinoso) encontram-se duas glândulas de 

veneno, que são envolvidas por camadas musculares na porção mediana (Polis, 1990; Jarrar e 

Al-Rowaily, 2008; Yigit e Benli, 2008). 

As glândulas de veneno dos escorpiões atuam basicamente na captura de presas e na 

defesa contra outros animais. Escorpiões se alimentam de insetos, aranhas e outros 

invertebrados pequenos. Consequentemente, a glândula de veneno dos escorpiões produz 

toxinas que efetivamente paralisam esse tipo de presa. O veneno também apresenta função de 

defesa, e é altamente letal para vertebrados, incluindo mamíferos (Kozminsky-Atias et al., 

2008). Sua composição constitui-se de uma complexa diversidade de peptídeos/proteínas 

sintetizados pela glândula de venenos dos escorpiões, além de nucleotídeos, lipídeos e aminas 

biogênicas (Almeida et al., 2002, Batista et al., 2006, Rodríguez de La Vega et al., 2010). 

Muitas questões básicas sobre a fisiologia e biologia celular desse aparato de veneno 

ainda permanecem abertas. A caracterização bioquímica e identificação funcional de proteínas 

ainda não caracterizadas pode certamente contribuir para o entendimento de processos 

celulares que permitam que esse órgão altamente especializado produza e secrete a variedade 

de componentes que constituem o veneno (Rodríguez de La Vega et al., 2009). É importante 

salientar que a maioria dos estudos encontrados na literatura trabalha com componentes 

específicos do veneno. E mesmo os estudos de transcriptoma desse órgão enfocam quase 

exclusivamente nos constituintes tóxicos. Assim, ressalta-se a necessidade de se obter uma 

visão panorâmica da glândula a nível molecular, através de identificação de transcritos 

importantes para a função dos diferentes tecidos que a compõem e da descrição de sequências 

de aminoácidos de proteínas que participam da síntese e composição do veneno. Essas 

informações podem contribuir para a melhor compreensão dos eventos fisiológicos que 

ocorrem na glândula de veneno. Abaixo serão descritos os componentes moleculares 

comumente descritos na glândula de veneno de escorpiões. 

 

1.5 Peptídeos e proteínas produzidos pela glândula de veneno de escorpiões e 

especificamente por T. serrulatus 

 

Transcriptomas de glândula de veneno de escorpiões geralmente classificam os 

componentes produzidos nesse órgão 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 síntese e o processamento dos componentes do veneno (Schwartz et al., 

2007; Ma et al., 2009; Rodríguez de La Vega et al., 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em relação aos constituintes do veneno secretados pela glândula, as neurotoxinas 

merecem destaque. Elas são constituídas por um conjunto de pequenos peptídeos, 

empacotados por 2-5 pontes dissulfeto, que interagem especificamente com vários canais 

Figura 2: Diagrama da estrutura corporal do escorpião com ênfase no télson e na glândula de 

veneno. A) Estrutura corporal do escorpião com destaque ao télson (quadro); ch = quelíceras; le= 

olhos laterais ; me = olhos medianos; ca =  carapaça; st = tubérculo subaculear;  B) Detalhe do 

télson,  ferrão (fr), região bulbar (t). O segmento verde indica a região de corte transversal para se 

obter a imagem da figura C. C) corte transversal do télson demonstrando de fora para dentro 

cutícula (cu), músculo compressor da glândula (cm) e a glândula de veneno (vg). Figura 

modificada a partir de Gary A. Polis (1990). 

 

A 

B C fr 

B 

fr 
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iônicos (Na
+
, K

+
, Ca

2+
 e Cl

-
). Tipicamente elas contêm uma assinatura estrutural definida pela 

presença de motivo α/β estabilizado por cisteína. Dentre as neurotoxinas, aquelas que atuam 

em canal para Na
+
 (as NaTxs) são as mais reativas e as principais responsáveis pelos efeitos 

tóxicos do envenenamento por escorpiões (Gordon et al., 2007). Elas são consideradas 

peptídeos de cadeia longa que podem ser classificadas basicamente em neurotoxinas de 

escorpião α e β, baseando-se em seu modo de ação e propriedade de ligação ao canal 

(Rodríguez 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 peptídeos de 

cadeia curta (23-64 resíduos de aminoácidos) contendo 2 a  4 pontes dissulfeto (Rodríguez de 

La Vega et al., 2004, Camargos et al., 2011). Embora sejam encontrados em pequena 

frequência, toxinas de canais para Ca
2+

 e Cl
-
 têm sido também obtidas do veneno de 

escorpiões (Zeng et al., 2005; Zhijian et al., 2006;  Norton e McDonough, 2008).  

Além de toxinas, a glândula de veneno dos escorpiões secreta enzimas e peptídeos 

pequenos e sem ponte dissulfeto com grande amplitude de atividade biológica, tais como a de 

potencializador da bradicinina, antimicrobiana, hemolítica, modulação imunológica (Pimenta 

e De Lima, 2005; Zeng et al., 2005; Cologna et al., 2009), atividades semelhantes a 

hormônios (Verano-Braga et al., 2008) e de iniciação da sinalização celular (Zhijian et al., 

2006). Algumas dessas proteínas secretadas têm a função de potencializar os efeitos do 

veneno. Hialuronidases, por exemplo, encontradas no veneno de vários escorpiões, são 

consideradas fatores que facilitam a difusão das toxinas no tecido da vítima, uma vez que 

catalizam a quebra da matriz extracelular (Fry et al., 2009).  

Apesar de pouca atenção ter sido direcionada aos componentes da glândula com 

papéis estruturais nesse órgão e de síntese e processamento dos constituintes do veneno, 

alguns estudos de transcriptoma da glândula de veneno de escorpiões (Schwartz et al., 2007; 

Ma et al., 2009; Silva et al., 2009) têm identificado transcritos envolvidos com essas funções. 

Nesses trabalhos, os autores destacam a presença de ESTs (expressed sequence tags) 

relacionadas com a transcrição e metabolismo proteico como proteínas ribossomais, com o 

processamento, endereçamento de proteínas e transporte celular e com a geração de energia 

como a presença de transcritos envolvidos no ciclo do ácido tricarboxílico e com fosforilação 

oxidativa (Schwartz et al., 2007; Ma et al., 2009; Silva et al., 2009).  

Similar a outros escorpiões da família Buthidae, o veneno de T. serrulatus é 

constituído principalmente por uma variedade de peptídeos neurotóxicos (especialmente 

toxinas de canais para Na
+
 e K

+
) que interagem especificamente com vários canais iônicos, 

peptídeos sem pontes dissulfeto como peptídeo potencializador de bradicinina (peptídeo T), 
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hipotensinas e proteínas 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 o momento na glândula do escorpião T. serrulatus 

são apresentados na Tabela 2, que foi construída 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 são 

fragmentos protéicos e análise do transcriptoma da glândula de veneno dessa espécie pode 

contribuir com a identificação da sequência completa do peptídeo ou proteína. Devido à falta 

de uma padronização da nomeclatura de toxinas, observa-se uma grande confusão de nomes e 

símbolos, e muitas vezes, diferentes autores nomeiam toxinas distintas com o mesmo nome, 

ou toxinas idênticas com nomes diferentes (Cologna et al., 2009). Assim, para facilitar a 

leitura desta tese e padronizar a nomeclatura usada, a Tabela 2 oferece os nomes das toxinas 

de T. serrulatus como proposto por Cologna et al. (2009) e por King et al. (2008) (nome entre 

parêntese na coluna 1) e o identificador do Uniprot (entre colchetes na coluna 1) como 

referência da sequência proteica.  

Apesar dos dados existentes sobre os componentes do veneno do escorpião amarelo, 

poucas informações são disponíveis acerca de formas variantes dos transcritos que codificam 

esses componentes. Além disso, informações sobre peptídeos que apresentam funções 

estruturais, de síntese e de processamento dos peptídeos que irão constituir o veneno são 

escassas. Assim, a análise do transcriptoma da glândula de T. serrulatus poderá permitir a 

descoberta de novos componentes do veneno, além de possibilitar a obtenção de dados que 

permitam realizar uma reconstrução molecular desse órgão. 

 

 1.6 Estudos de transcriptomas e ferramentas de bioinformática 

 

Etiquetas de sequências expressas (Expressed sequence tag - ESTs) são sequências 

curtas (geralmente de 100-800 pb de comprimento), não 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 quantidade dessas etiquetas pode ser gerada com um custo relativamente baixo para 

permitir uma visão das regiões transcricionalmente ativas em qualquer organismo (Nagaraj et 

al., 2006).  
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Tabela 2: Principais componetes peptídicos/protéicos descritos no veneno de T. serrulatus com base nos trabalhos de 
Cologna et al., 2009 e no UniProt com suas respectivas funções. 

Continua 

Nome e ID 

Uniprot 

Outros nomes Informações a respeito da toxina 

Neurotoxinas de canais para Na
+
 

Ts1 

βNaTx 

(β-BUTX-Ts1) 

[P15226] 

TsTX-I; toxin ; Toxin T2-

IV; Toxin Ts7; Ts VII; 
ToxinVII; TsTX-VII; 

Tityustoxin VII; Toxin III-

10; Toxin II-11 

Toxina beta que se liga ao sítio-4 do canal para Na
+
 e 

altera a ativação para potenciais mais negativos. Toxina 

ativa contra insetos e mamíferos (Possani et al., 1981; 

Bechis et al, 1984; Sampaio et al., 1991, Polikarpov et al., 
1999). 

Ts2 

αNaTx 

(δ -BUTX-Ts1a) 

[P68410] 

TsTX-III; III-8; Tst2; 

Toxin II; TsTX-II; 

Tityustoxin II; Toxin T1-

IV; beta toxin TsII 

Apresenta algumas características de alfa-toxina, e outras 

de beta-toxinas (Cologna et al., 2009).. Em ensaios de 

ligação ao receptor se comportou como Ts1 (Mansuelle et 

al., 1992). Entretanto, semelhante as alfa-toxinas, prolonga 
a duração do potencial de ação (Sampaio et al, 1991,  

Cologna et al., 2012). 

Ts3 
α NaTx 

(δ-BUTX-Ts1b) 

[P01496] 

TsTX; Tityustoxin; Toxin 
IV-5 TsIV-5; Ts IV 

alphatoxin; Ts IV; Toxin-

4; Tityustoxin IV; Toxin 

IV; Ts III; Toxin-3; 

Liga-se ao sítio-3 do canal para Na
+
 dependente de 

voltagem e inibe a inativação de canais ativados, 

bloqueando a transmissão neuronal. Ativa contra 

mamíferos (Kirsch et al., 1989; Martin-Eauclaire et al., 

1994; Campos et al., 2004; Corona et al., 1996) 

Ts5 

α NaTx 

(δ-BUTX-Ts1c) 
[P46115] 

TsTX-V; Tityustoxin-

5;Tityustoxin V; alpha 

toxin TsTX-V; Ts V; 
Toxin V 

Liga-se ao sítio-3 do canal para Na
+
 dependente de 

voltagem e inibe a inativação de canais ativados (Arantes 

et al., 1994). Também afeta indiretamente os canais para 
K

+
 dependentes de voltagem das células-beta, aumentando 

a permeabilidade a K
+
 (Marangoni et al., 1995). 

Neurotoxinas de canais para K
+
 

Ts6 

(λ-BUTX-Ts1b) 

[P59936] 

TsTX-IV; -KTx12.1; 
Butantoxin; BuTX; 

potassium channel toxin   

Inibe alta condutância de canais para K
+
 ativados por 

Ca
2+

(Novello et al., 1999). Inibe fracamente canais para 

K
+ 

do tipo Shaker B.(revisado por Cologna et al., 2009). 
Inibe a ligação de 125I-Kaliotoxina ao sítio receptor em 

sinaptossoma, indicando afinidade por Kv1.3K
+
 (Pimenta 

et al., 2003a) 

Ts7 
(λ-BUTX-Ts1a) 

[P46114] 

TstX-K; Tityustoxin 
Kalpha; Potassium channel 
toxin alfa-KTx 4.1; TsII-9; 

TsTx-K-alpha; TSK4; 

Toxin II-9 

Bloqueia o fluxo de 
86

Rb pelos canais de  K
+
 do tipo 

retificador tardio não inativantes em sinaptossomos sem 

alterar o fluxo pelos canais de  K
+
 inativantes (Rogowski 

et al., 1994). Bloqueia corrente de K
+ 

em  Kv1.2 ( 
Werkman et al., 1993) e Kv1.3 (Rodrigues et al., 2003). 

Ts8 
(κ-BUTX-ts1) 

[P69940] 

Tityustoxin K-beta; TSK2; 

TsTX-K beta; TsTx-K; 

Seletivamente bloqueia os canais para K
+
 não inativantes 

nos sinaptossomas (Rogowski et al., 1994; Cologna et al., 

2009). 

Ts9 

(λ-BUTX-Ts1c) 

[P56219] 

Ts κ; Ts Kappa; 

Neurotoxin Ts-kappa; 

TsKapa; 1TSK; alfa-KTx 
4.2 

Bloqueador dos canais para K
+
 ativados por Ca

2+
 de baixa 

condutância (Legros et al.,  1996; Blanc et al., 1997). 

Ts15 

(κ-BUTX-ts2) 

[P86270] 

Tityustoxin-15 Bloqueia canais para K
+
 ativados por voltagem, 

especialmente Kv1.2 e Kv1.3(Cologna et al., 2011). 

Ts16 

(κ-BUTX-ts3) 

[P86271] 

Tityustoxin-16 Apresenta similaridade a toxinas de canal para  K
+
, 

entretanto, estudos fisiológicos não foram realizados. 
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Nome e ID 

Uniprot 

Outros nomes Informações a respeito da toxina 

Outros peptídeos do veneno 

Ts4 

[O77463] 

TsTX-VI; 

Tityustoxin-6; TsVI 
NTxp, TsnTxp; 

Tityustoxin VI; 

TsTXVI; Toxin VI;  
NTxP TsNTxP; 

Non-toxic protein;  

Considerada não toxica para camundongo porque é incapaz de 

induzir os sintomas característicos da toxidade produzida por 
outras toxinas. Causa reação alérgica, lacrimação, espasmos nas 

patas posteriores de camundongos e liberação dose-dependente de 

neurotransmissores de sinaptossomas (Marangoni et al., 1990; 
Chavez-Olortegui et al, 1997; Guatimosin et al., 1999)   

Ts10 

[Q9TWR4] 

Peptide T Peptídeo potencializador da bradicinina: são capazes de 

potencializar a atividade da bradicinina; inibe a hidrólise da 
bradicinina pela enzima conversora de angiotensina (ACE) e a 

conversão da angiotensina I para angiotensina II pela kininase II 

(Ferreirra et al, 1993; Cologna et al., 2009). 

Ts11 
[P0C174] 

TsPep1;  
Peptide TsPep1 

Função biológica desconhecida. Apresenta alta similaridade com a 

folha  C-terminal de algumas toxinas bem caracterizadas para 
canais para K

+ 
(Pimenta et al., 2003b)

 

Ts12 

[P0C175] 

TsPep2;  

Peptide TsPep2 

Função biológica desconhecida. Apresenta alta similaridade com a 

folha  C-terminal de algumas toxinas bem caracterizadas para 
canais para K

+ 
(Pimenta et al., 2003b) 

Ts13 

[P0C176] 

TsPep3;  

Peptide TsPep3 
 

Função biológica desconhecida. Apresenta alta similaridade com a 

folha  C-terminal de algumas toxinas bem caracterizadas para 
canais para K

+
(Pimenta et al., 2003b) 

 

 

 

Ts14 

Hypotensin-1  

TsHpt-I 

[P84189] 

Peptídeo linear enrolado randomicamente e com assinatura de 

aminoácido similar ao BPP. São capazes de potencializar o efeito 

hipotensivo da bradicinina e induzir vaso-relaxamento dependente 

da liberação de NO, embora não possa inibir a atividade da ACE 
(Verano-Braga et al., 2008). 

Hypotensin-2  

TsHpt-II [P84190] 

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

Peptídeo Pape  

[P86821] 

 Similar a peptídeo potencializador de bradicinina encontrados em 

outros escorpiões (Rates et al., 2008).  

Hialuronidase 
[P8584] 

 Realiza a quebra do ácido hialurônico, um polissacarídeo presente 
na matriz extracelular do tecido conjuntivo. Hialuronidases no 

veneno estão relacionadas com a difusão de toxinas no tecido da 

vítima da picada. Pertence a família CRISP. (Pessini et al., 2001) 

Antarease 
[P86392] 

 Age como metaloprotease e cliva proteínas SNARE no tecido 
pancreático. Pode estar relacionada com pancreatite desenvolvida 

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

Metaloprotease 

[P85842] 

 Degradam proteínas da matriz extracelular. (Fonte: anotação do 

UniProt). 

Alergeno 

[P85840] 

 Pertence a família CRISP, causa reação alérgica em humanos 

(Fonte: anotação do UniProt). 

Alfa-amilase 

[P85843] 

 Realiza a endohidrólise de ligações  (1->4)-alfa-D-glucosidicas 

em polissacarídeos contendo 3 ou mais unidades de D-glicose (1-
>4)-alfa (Fonte: anotação do UniProt). 

Conclusão 
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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 daí, ocorreu um crescimento exponencial na geração e acumulação de ESTs em 

banco de dados públicos para diversos organismos. ESTs são versáteis e possuem 

múltiplas aplicações podendo auxiliar a construção de mapas do genoma (Wilcox et al., 

1991), a descoberta de genes (Mondego et al., 2011) e a identificação de sua estrutura 

(Jiang et al., 1998), o estabelecimento da variabilidade de transcritos alternativos (Modrek 

et al, 2001), a caracterização de candidatos a polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) 

(Useche et al., 2001), a identificação de marcadores moleculares específicos para 

determinados tecidos ou doença (Herbert et al., 2008, Bernstein et al., 2009, Romanuik et 

al., 2009), a complementação de anotações de genomas (Rudd, 2003) e de análise de 

proteomas (Ma et al., 2010). 

Apesar das diversas possibilidades de estudos proporcionadas pelo transcriptoma, a 

identificação de genes codificados a partir de ESTs apresenta uma série de desafios. ESTs 

representam um grande número de sequências redundantes, tipicamente parciais, algumas 

podendo apresentar baixa qualidade, quimerismo e moderada taxa de contaminação por 

vetores e adaptadores (Pertea et al., 2003). Para solucionar tais artefatos, os estudos de 

transcriptoma geralmente utilizam ferramentas de bioinformática. Existem vários passos na 

análise de ESTs e um grande número de ferramentas para cada um deles. Cada um desses 

métodos possui determinadas vantagens e buscam extrair informações biológicas a partir 

da sequência dos transcritos. Entretanto, existe muita confusão na escolha das ferramentas 

mais adequadas para cada um dos diferentes passos de análise e a subseqüente anotação em 

nível de proteína ou DNA (Nagaraj et al., 2006). Aqui serão revisadas as principais formas 

de análise de transcriptomas focando nos estudos que analisaram glândulas de veneno. 

Esses trabalhos geralmente seguem determinados passos de análise que estão ilustrados na 

Figura 3. Para realizar essas etapas, são utilizados diversos programas de análise 

bioinformática. Os programas comumente usados em cada uma dessas etapas, muitos deles 

também utilizados neste trabalho, serão descritos abaixo.  

 

1.6.1 Banco de dados de ESTs 

 

O maior depósito disponível 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 ocorrência de 22.537 
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ESTs. Atualmente, apresenta mais de 73 milhões de entradas provenientes de mais de 

2.200 organismos (número obtido em outubro de 2012 disponível em 

<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/dbEST/>). O dbEST disponibiliza as sequências 

para download e para estudos acadêmicos.  

Outro banco de dados de ESTs é o UniGene do NCBI que estoca genes únicos e 

representa uma série de grupos orientados de genes gerados a partir de ESTs. Para a 

sequência ser incluída no UniGene, o inserto do clone deve ter no mínimo 100 pb de alta 

qualidade sem sequências repetitivas. Além disso, a sequência deve ser ancorada na 

extremidade 3’ dos transcritos. Evidências disso pode ser a presença de sinais de 

poliadenilação canônicos, presença de cauda poliA ou pelo menos duas sequências de EST 

obtidas do seqüenciamento com o iniciador 3’ (Pontius et al., 2002).  

Além de banco de dados gerais que armazenam sequências de vários organismos, 

existem fontes especializadas de ESTs, criadas para específicos 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 Análise de qualidade das ESTs 

 

Uma EST típica é uma copia curta de mRNA sequenciada apenas uma vez e, como 

tal, é altamente propensa ao erro, especialmente em suas extremidades. A qualidade da 

sequência é significativamente melhor no meio da mesma.  Além disso, as sequências 

obtidas podem estar contaminadas com vetores, adaptadores, que precisam ser eliminados. 

Uma primeira análise de qualidade de ESTs comumente usada é realizada com 

auxílio 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 log10( Pe ), onde Q é a qualidade e P é a probabilidade de 

erro de uma base particular], esses valores vão de 4 a 60 sendo que os 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  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/dbEST/
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Figura 3: Etapas de análises de bioinformática em estudos de transcriptoma. Após o sequenciamento, as 

ESTs são avaliadas quanto a qualidade das bases e são removidos os vetores, as caudas poli A, adaptadores. 

Em seguida, as sequências são agrupadas utilizando programas de clusterização para formação de sequências 

consenso. Realiza-se, então, a busca por similaridade dos transcritos com sequências depositadas em banco 

de dados.  Procede-se a anotação com a nomeação das ESTs e associação de suas funções baseando-se nos 

dados de similaridade com sequências já conhecidas.  Após a descrição geral dos dados e de ESTs de 

interesse, como variantes de toxinas, os trabalhos apresentam diferentes formas de análise complementar, 

como estudos filogenéticos, avaliação de sequências sem similaridade com banco de dados em relação a 

ocorrência de peptídeo sinal, de janela aberta de leitura, anotação de processos e de vias biológicas presentes 

na glândula. Além disso, uma sequência consenso pode ser conceitualmente traduzida em um provável 

peptídeo e então comparada com banco de dados de proteínas. 

 

realizar a trimagem das sequências. A alta precisão dos valores de qualidade do Phred 

torna essa ferramenta ideal para acessar a qualidade das sequências. O método mais 

frequentemente usado é a avaliação das bases com valor de Phred de 20 ou mais. Os 
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arquivos de saída do programa Phred podem ser usados em programas de clusterização 

para aumentar a acurácia das sequências agrupadas (Ewing et al., 1998) 

Após a análise de qualidade das sequências usando o programa Phred, as ESTs são 

comumente processadas para a eliminação de sequências contaminantes. A comparação 

das ESTs com banco de dados não redundante de vetores, tais como Univec e EMVEC 

utilizando ferramenteas como o BLAST ou o Cross_Match (Smith e Green, trabalho não 

publicado) podem identificar a contaminação com vetor para remoção do mesmo (Nagahaj 

et al., 2006). 

Um exemplo de programa que realiza a eliminação de sequências contaminantes e 

que foi utilizado no presente trabalho é o SeqClean (disponível em 

<http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/software/>). Ele consiste em um script para trimagem 

e validação de ESTs ou outras sequências de DNA. Essa ferramenta elimina vários 

contaminantes e sequências de baixa qualidade e complexidade. Esse programa foi 

desenvolvido primariamente para “a limpeza” de ESTs de banco de dados, quando vetores 

específicos e sítios de Splicing não estão disponíveis ou quando a eliminação de várias 

sequências contaminantes é desejável. O programa trabalha por processar as sequências de 

entrada e filtrá-las de acordo com os seguintes critérios: porcentagem de bases 

indeterminadas; remoção de cauda poli-A; análise geral de baixa complexidade; 

alinhamento com várias sequências usadas durante o processo de sequenciamento (vetores, 

adaptadores); alinhamento com contaminantes ou outras sequências indesejáveis como 

mitocondriais, ribossomais, bacterianas. No caso da limpeza de vetores/adaptadores, a 

sobreposição é considerada apenas se for acima de 92% de identidade, apresentar poucos 

gaps e serem localizadas a 30% de distância da extremidade da sequência. Como resultado, 

o Seqclean cria dois arquivos de saída: (1) arquivo contendo as sequências filtradas válidas 

e trimadas em formato fasta; (2) um relato do processo de limpeza (cleaning report), que 

fornece detalhes sobre a trimagem das sequências e descarte das mesmas (coordenadas, 

razões para o descarte, nome dos contaminantes, etc.).  

 

1.6.3 Agrupamento das sequências 

 

O agrupamento das ESTs é importante, pois elimina a redundância das sequências, 

aumenta o tamanho das mesmas facilitando a anotação por homologia e aumenta o nível de 

confiabilidade de cada EST (Pertea et al., 2003, Nagahaj et al., 2006). Na análise de 

http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/software/
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agrupamento, as ESTs tratadas são usadas como entrada em um programa. Tal programa 

deve comparar essas sequências entre si de forma a encontrar quais delas são idênticas ou 

que contem regiões parecidas o suficiente para serem reunidas em uma só (Nagaraj et al., 

2006). Assim, o programa apresenta uma saída contendo as sequências que foram 

agrupadas – chamadas de consenso ou contigs – e as sequências que não foram reunidas - 

chamadas de singlets. Cada uma das sequências resultantes do agrupamento (seja ela um 

singlet ou um contig) é chamada de unique. Considerando uma análise ideal cada uma das 

sequências unique deve representar um gene distinto. Entretanto, na prática, a presença de 

famílias gênicas e de genes duplicados dificulta a obtenção desse resultado ideal e, muitas 

vezes, a sequência unique pode representar mais de um gene. Em outras ocasiões, 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) são os mais comumente usados no agrupamento e 

associação de ESTs (Nagaraj et al., 2006). Esses dois programas e um outro programa de 

agrupamento chamado TGICL, utilizado no presente estudo, serão brevemente descritos 

abaixo.  

CAP3 constitui a terceira geração do programa de associação de sequência CAP. O 

algoritmo consiste de 3 fases principais: (1) Regiões de má qualidade em cada leitura são 

identificadas e removidas. A sobreposição entre as sequências são computadas e as falsas 

sobreposições identificadas; (2) Sequências são reunidas para formar contigs em ordem 

decrescente de escore de sobreposição (tamanho da sequência sobreposta x qualidade da 

região de sobreposição x escores de match/mismatch/gap). Sequências diretas e reversas 

são usadas para fazer correções dos contigs; (3) Alinhamentos múltiplos das leituras são 

construídos e uma sequência consenso juntamente com valores de qualidade para cada base 

é computada para cada contig. Valores de qualidade são usados para computação da 

sobreposição e construção de alinhamentos múltiplos (Huang e Madan, 1999). 

Outro programa de agrupamento, o Phrap (Green, 1999), lê as sequências e o 

arquivo de qualidade, corta as regiões de homopolímero no fim das mesmas e constrói as 

sequências consenso. Suas principais características são: permitir o uso de sequências 

completas e não apenas de regiões trimadas e de excelente qualidade; uso de dados de 

qualidade internos e suplementados pelo usuário para melhorar a acurácia do agrupamento 

na presença de repetições; construção 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 sequências que tem regiões de similaridade e elimina leituras 

duplicadas; realiza comparações SWAT (Smith-Waterman) em pares de sequências que 

apresentam regiões de sobreposição e computa escore de SWAT; alinha as sequências aos 

contigs, observa inconsistências e possíveis locais de alinhamento incorreto. 

PHRAP e CAP3 usam diferentes ferramentas para gerar as sequências contigs. 

Comparações empíricas 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 o consenso 

produzido pelo PHRAP é um mosaico de leituras de regiões de maiores valores de 

qualidade, esse programa não utiliza a cobertura redundante como a faz o CAP3. A 

ferramenta de mosaico (PHRAP) pode trabalhar em uma situação onde o contig tem uma 

baixa cobertura, mas cada região do mesmo é coberta por uma parte da leitura com altos 

valores de qualidade. Por outro lado, quando os valores de qualidade não são disponíveis, é 

recomendável o uso do CAP3, uma vez que esse programa é capaz de usar a cobertura 

redundante na construção do consenso. O usuário pode usar CAP3 para produzir 

arcabouços com dados contendo fragmentos diretos e reversos, uma vez que esse programa 

utiliza tais fragmentos na associação das sequências. É recomendável o uso de ambos os 

programas e a comparação 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 rápido agrupamento de grande 

quantidade de dados de ESTs. A clusterização é realizada por uma versão ligeiramente 

modificada do MEGABLAST do NCBI, que realiza comparações par a par entre as 

sequências para agrupar aquelas que dividem regiões de significativa identidade (Pertea et 

al., 2003). Em seguida, os grupos resultantes são associados usando o programa CAP3. 

TGICL começa com um grande arquivo multi-FASTA e tem o arquivo de saída com o 

mesmo formato do CAP3. Nesse software, a cuidadosa separação das sequências antes da 

associação é essencial para uma reconstrução mais confiável dos transcritos. A associação 

individual de cada grupo tem a vantagem de produzir uma sequência consenso maior e 

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

 

 



32 

 

 

 

 

1.6.4 Análise de similaridade 

 

Uma vez que as sequências consenso (provável gene) são obtidas da associação de 

ESTs, possíveis funções podem ser atribuídas através de anotação obtida a partir de 

pesquisa de similaridade, através de ferramentas e bancos de dados disponíveis livremente 

(Nagaraj et al., 2006). A ferramenta mais utilizada nessa etapa é o BLAST (The Basic 

Local Alignment Search Tool), que encontra regiões de similaridade entre sequências. O 

programa compara sequências de nucleotídeos ou proteínas com sequências de banco de 

dados e calcula o significado estatístico da associação. BLAST pode ser usado para inferir 

relação evolucionária e funcional entre as sequências, bem como auxiliar na identificação 

de membros de famílias gênicas (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 nucleotídos a partir de uma 

sequência de nucleotídeo. Essa ferramenta foi especificamente desenhada para descobrir 

longos alinhamentos de forma eficiente entre sequências muito similares. 

MEGABLAST discontínuo: também realiza pesquisa no banco de dados de 

nucleotídos a partir de uma sequência de nucleotídeo, entretanto essa busca considera a 

redundância do código genético, ou seja, foca na descoberta de match na primeira e 

segunda base e ignora o mismatch na terceira posição.  

BLASTN: realiza pesquisa no banco de dados de nucleotídos a partir de uma 

sequência de nucleotídeo. Como exemplo, pode ser usado para pesquisa de ESTs contra 

banco de dados de nucleotídeos. O BLASTN é melhor que o MEGABLAST na descoberta 

de alinhamentos com sequências de outros organismos.  

BLASTX: realiza busca no banco de dados de proteínas a partir de uma sequência 

de nucleotídeo traduzida. Como exemplo, BLASTX traduz uma sequência consenso de 

ESTs (query) em um produto protéico nas seis janelas abertas de leitura, seguido pela 

comparação com banco de dados de proteína.  

BLASTp: realiza busca no banco de dados de proteínas a partir de uma sequência 

de proteína. 

tBLASTn: realiza busca no banco de dados de nucleotídeo traduzido a partir de 

uma sequência de proteína. 
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tBLASTx: realiza busca no banco de dados de nucleotídeo traduzido a partir de 

uma sequência de nucleotídeo traduzida. 

PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST): consiste no programa BLAST 

mais sensível e permite a descoberta de proteínas distantemente relacionada ou novos 

membros de uma família proteica. A primeira rodada do PSI-BLAST consiste de um 

BLASTp convencional. A partir das sequências resultantes o programa constrói uma 

matriz de escore posição-específica, que será usada para avaliar o alinhamento na próxima 

iteração da pesquisa. Os novos hits são incluídos na formação de uma nova matriz para 

mais uma rodada de BLAST. Considera-se que o PSI-BLAST convergiu quando nenhum 

novo match ocorre em uma iteração subsequente. 

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

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

 

1.6.5 Tradução conceitual de ESTs 

 

Dados de ESTS podem ser relacionados com anotações centradas em proteínas 

devido a acurada e robusta tradução de proteínas, uma vez que os polipeptídeos são moldes 

melhores para identificação de domínios e motivos, para o estudo da localização de 

proteínas e para a designação de ontologias (GOs).  

O primeiro passo de tradução de sequências de ESTs é a identificação de regiões 

codificadoras de proteínas ou ORFs, a partir do consenso das ESTs, acentuando o processo 

de descoberta do gene e predições de suas bordas. Algumas ferramentas são disponíveis 

para identificação de ORFs (Nagaraj et al., 2006). Por exemplo, ORF Finder (Open 

Reading Frame Finder) é uma ferramenta de análise gráfica que encontra todas as janelas 

abertas de leitura de determinado tamanho mínimo em uma sequência. Essa ferramenta 

identifica as ORFs usando código genético padrão ou alternativo. A sequência de 

aminoácidos predita pode ser salva em vários 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 tradução de ESTs no presente trabalho. 

 Outro programa de tradução é o ORFPredictor, que foi desenvolvido especialmente 

para identificar regiões codificadoras de proteínas em sequências derivadas de ESTs. Esse 

programa fornece 6 frames de tradução e prediz a região codificante mais provável de 

todas elas (Min et al., 2005). ESTScan e DECODER podem detectar e extrair regiões 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/
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codificantes de ESTs de baixa qualidade ou cDNA parcial enquanto corrige erros de 

mudança de frame e fornece tradução conceitual. Prot4ESTé um pipeline de tradução de 

EST em polipeptídeo que incorpora o DECODER, ESTScan e BLASTX para uma 

predição mais acurada. Os prováveis peptídeos podem ser comparados com banco de 

dados de proteínas usando BLASTp (Nagaraj et al., 2006). 

 

1.6.6 Anotação funcional 

 

Existem algumas ferramentas para anotação funcional de sequências. No presente 

trabalho optou-se pela utilização do pipeline Blast2GO (Conesa et al., 2005), que inclui 

diferentes ferramentas de anotação, que estão detalhadas abaixo.  

Blast2GO é uma ferramenta de fácil utilização para análise de um conjunto de 

ESTs que possibilita o entendimento do significado fisiológico de grande quantidade de 

genes (Conesa et al., 2005). Ele usa o BLAST para descobrir homólogos no banco de 

dados e, em seguida, o programa extrai os termos do Gene Ontology (GO) de cada hit 

obtido por mapear as associações de anotações existentes. Uma regra de anotação enfim 

atribui o termo do GO para a sequência em questão. 

A anotação funcional propiciada pelo Blast2GO é baseada na transferência de 

homologia e os parâmetros de anotação incluem: a escolha do banco de dados; a extensão e 

o número de resultados de BLAST, o comprimento da sequência do banco de dados que 

apresentou resultado de BLAST, a qualidade das anotações transferidas e a inclusão de 

motivos de anotação. As principais ferramentas de anotação incluídas no Blast2GO são os 

vocabulários usados pelo Gene Ontology, InterProScan e vias KEGG (Conesa e Gotz, 

2008): 

Gene Ontology (GO): fornece um vocabulário estruturado para domínios 

biológicos específicos que podem ser usados para descrever produtos gênicos em qualquer 

organismo (Ashburner et al., 2001). A ontologia cobre três domínios: componente celular, 

a parte da célula ou seu ambiente extracelular; função molecular, a atividade elementar do 

produto gênico no nível molecular, tal como ligação e catálise; e processo biológico, 

operação ou série de evento molecular com início e fim definidos pertinentes ao 

funcionamento de unidades vivas (células, tecidos, órgãos e organismos) (Thomas et al., 

2007). O uso de vocabulário controlado facilita consideravelmente a troca de 

conhecimento biológico, além de facilitar a pesquisa computacional que lida com esse 
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conhecimento (Conesa e Gotz, 2008). O processo de associação entre uma molécula 

biológica e uma ontologia é chamado anotação ontológica.  Existem três principais tipos de 

evidência para realizar a anotação ontológica: evidência baseada na literatura, em 

homologia e por outras evidências computacionais. Em última instância, a fonte de todas 

as anotações ontológicas é a descoberta experimental publicada na literatura científica 

através de um ou mais passos de inferência. O tipo de evidência é crucial para estimar a 

confiabilidade de diferentes anotações. A maioria das anotações ontológicas é baseada em 

inferências por homologia e a confiabilidade desse tipo de anotação depende da 

metodologia computacional usada para inferir a herança da função a partir de um ancestral 

comum (Thomas et al., 2007). 

InterProScan: Uma vez que o provável polipeptídeo é obtido, sua função pode ser 

predita por pesquisa de similaridade contra banco de dados de sequências de proteína, 

banco de dados de famílias ou motivos usando uma ferramenta integrada como o 

Interproscan. Interproscan escaneia uma determinada sequência de proteína contra 

assinaturas de proteínas 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 coleção de mapas de vias desenvolvidas manualmente que representam o 

conhecimento das interações moleculares e redes de reações. Um conjunto de dados 

moleculares em larga escala, como informações de genomas, transcriptomas e proteomas 

podem ser submetidos ao mapeamento usando as Vias KEGG, o que auxilia na 

interpretação biológica em relação a funções sistêmicas (Ogata et al., 1999).  

O Blast2GO também inclui funções gráficas e estatísticas para avaliação do 

procedimento de anotação e resultados finais. Especialmente a abundância relativa de 

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

 

1.7 Estudos de Transcriptoma da glândula de veneno de escorpiões 

 

Possani et al. (2000) estimaram a existência de cerca de 100.000 peptídeos 

bioativos presentes nas glândulas de veneno de escorpiões, 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 escorpiões já tiveram seus venenos 

estudados, sendo obtidos 811 componentes do veneno, o que corresponde a 
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aproximadamente 0,05% do total de peptídeos estimados. Essa grande variedade de 

peptídeos encontrados na glândula de veneno tem despertado o interesse de pesquisadores 

na busca de moléculas com potenciais atividades farmacológicas e biotecnológicas. 

O veneno de escorpiões vem sendo intensivamente estudado através de métodos 

baseados em PCR aplicados a bibliotecas de cDNA. Esses estudos contribuíram 

consideravelmente para a coompreensão da composição do veneno e quando associados a 

trabalhos que realizam clonagem, expressão e caracterização de componentes específicos 

permitiu a identificação do papel de diversas moléculas do veneno. Entretanto, tais estudos 

são limitados pela especificidade dos primers usados, impossibilitando uma visão 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 peptídeos produzidos pelos escorpiões é a análise do transcriptoma da 

glândula de veneno desses animais (Rodríguez de La Vega et al., 2010). Geralmente, tais 

estudos resultam em um grande volume de dados que possibilitam: (1) a compreensão de 

mecanismos envolvidos com a síntese de peptídeos do veneno; (2) a determinação de 

padrões de expressão; (3) a descoberta de genes; (4) a investigação de eventos evolutivos 

relacionados com a diversificação de toxinas e componentes do veneno; e (5) o 

desenvolvimento de recursos úteis para estudos de genômica funcional (Schwartz et al., 

2007; Ma et al., 2009; Rodríguez de La Vega et al., 2010; Ruiming et al., 2010).  

O primeiro estudo de transcriptoma de glândula de veneno de escorpião 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-García et al., 2012, Almeida et al., 2012; Rendón-Anaya et al., 

2012). Além desses, o trabalho de Roeding et al. (2009) analisou o transcriptoma de um 

escorpião inteiro. Esses catálogos de transcritos contém desde pouco mais de uma centena 

de ESTs até cerca de três milhões delas, que foram provenientes 13 espécies, pertencentes 

a 5 distintas famílias de escorpiões. A maioria dos trabalhos investigou a glândula de 

veneno considerada transcricionalmente ativa, ou seja, a extração de RNA para a contrução 

da biblioteca foi realizada 2 a 5 dias após a extração do veneno. Três trabalhos relatam o 

perfil transcricional da glândula de veneno em repouso, ou seja, a extração de RNA foi 

realizada sem a prévia extração do veneno. Informações sobre esses trabalhos estão 
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sumarizadas na Tabela 3 e a distribuição dos escorpiões investigados nesses estudos é 

mostrada na Figura 4. 

Além de uma diversidade de toxinas de canais para Na
+
, K

+
, Cl

-
 e Ca

2+
, os trabalhos 

de transcriptomas de glândula de veneno de escorpiões identificaram e avaliaram a 

expressão de outros componentes do veneno como peptídeos citolíticos, antimicrobianos, 

aniônicos, lectinas, hialuronidases, fosfolipases, lisozimas, metaloproteases, peptídeos 

ricos em cisteína, peptídeos 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-García et al., 2012, Almeida 

et al., 2012; Rendón-Anaya et al., 2012). Além disso, esses trabalhos descrevem transcritos 

relacionados com processos celulares que ocorrem na glândula, o que pode contribuir para 

a melhor compreensão da síntese do veneno. Como exemplo, a comparação do perfil 

transcricional entre glândula ativa versus glândula em repouso de C. noxius mostrou 

diferenças na transcrição de componentes celulares. Na glândula ativa houve alta 

representação de transcritos relacionados com metabolismo de aminoácidos, lipídeos e 

carboidratos, além de componentes do proteasoma. Por outro lado, na glândula em repouso 

ocorreu maior representação de transcritos envolvidos com processamento de informações 

ambientais, que incluem aqueles relacionados às vias de transdução de sinal e de transporte 

pela membrana (Rendón-Anaya et al., 2012).  

Outra contribuição de estudos de transcriptomas consiste no repertório de 

sequências geradas. Tais sequências são geralmente depositadas em bancos de dados 

mundiais, o que facilita o futuro isolamento e aplicação dessas moléculas. 

Interessantemente, cerca de 50% das ESTs descritas nesses trabalhos não apresentam 

resultado quando comparadas com as sequências depositadas em bancos de dados públicos. 

Isso evidencia a escassez de informação molecular sobre os escorpiões e organismos 

relacionados, ao mesmo tempo, que revela o grande potencial de descoberta de novas 

proteínas bioativas quando se realiza esse tipo de análise (Rodríguez de La Vega et al., 

2010). 
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H. gertschi

T. discrepans

O.  cayaporum

B. occitanus H. petersii

L. mucronatus

S. jendeki
H. judaicus

I. maculatus

S. margerisonae

P.  cavimanus

C. noxius

T. stigmurus

Incidência por 100.000 habitantes

-

Limites de 

distribuição

T. serrulatus

 

Figura 4: Distribuição das espécies de escorpião já analisadas em estudos de transcriptoma de glândula de 

veneno. Espécies escritas em preto pertencem à família Buthidae e as escritas em branco são não-butídeos. O 

mapa indica ainda a incidência de acidentes com escorpiões e o limite de distribuição desse grupo animal. 

Fonte: mapa adaptado de Chippaux e Goyffon (2008). 
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2. JUSTIFICATIVA  

 

Em 2007, a Organização Mundial de Saúde (World Health Organization - WHO) 

considerou o escorpionismo uma doença negligenciada que requer uma urgente ação 

internacional. De fato, no Brasil, acidentes com escorpiões consistem em sério problema 

de saúde pública por muitas décadas, com mais de 50.000 casos descritos em 2010 (Brasil, 

Ministério da Saúde, 2011). A espécie de escorpião considerada a mais perigosa e a 

principal responsável pelos acidentes é Tityus serrulatus (família Buthidae). 

Devido à importância médica, toxinas e outros componentes do veneno de T. 

serrulatus têm 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 investigação do transcriptoma da glândula 

de veneno dessa espécie não foi realizada. Esse tipo de estudo mais holístico da glândula 

de veneno é interessante porque pode revelar, por exemplo: (1) os mecanismos e genes 

participantes da síntese dos componentes do veneno (2) novas toxinas ou constituintes do 

veneno, que podem tanto constituir moléculas bioativas com potencial para aplicações em 

biotecnologia, quanto revelar candidatos envolvidos no envenenamento sistêmico e (3) o 

padrão de expressão da glândula de veneno. Assim, estudos de transcriptoma constituem 

uma interessante ferramenta para explorar a diversidade de moléculas produzidas na 

glândula de veneno de escorpiões (Rodriguez de La Veja et al., 2010). 

Estudos de transcriptomas de glândulas de veneno de escorpião têm 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-García et al., 2012; Almeida et al., 

2012; Rendón-Anaya et al., 2012). A maioria deles foca nos constituintes tóxicos do 

veneno e tem contribuído substancialmente para a descoberta de muitas proteínas e 

peptídeos sintetizados na glândula de veneno.  Recentemente, o aumento de informação 

molecular a respeito dos escorpiões e organismos relacionados abre a possibilidade de 

estudos de transcriptômica comparativa, que podem gerar uma visão mais ampla sobre as 

glândulas de veneno e seus peptídeos e proteínas.  Entretanto, de acordo com o nosso 

conhecimento, estudos de transcriptômica comparativa envolvendo escorpiões são 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 três espécies de escorpião pertencentes a duas diferentes famílias (Ma et 

al., 2012). Nesse contexto, comparações entre catálogos de transcritos tornam-se 

necessárias para possibilitar a identificação de similaridades e diferenças entre 

transcriptomas de diferentes escorpiões ou mesmo entre escorpiões e organismos 

relacionados. Essa análise permite integrar o conhecimento já produzido, possibilitando, 

por exemplo, a identificação de genes exclusivos das glândulas de veneno e ortólogos em 

organismos relacionados, além de propiciar a caracterização da expressão gênica nesse 

órgão. 
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3. OBJETIVOS 

 

Este trabalho apresenta basicamente dois objetivos gerais: (1) investigar a 

diversidade e complexidade molecular da glândula de veneno de T. serrulatus por meio da 

análise do repertório de transcritos usando como estratégia a descrição das ESTs; (2) 

realizar análises de transcriptômica comparativa entre catálogos de transcritos de 

quelícerados a fim de caracterizar o padrão de expressão de glândulas de veneno.  Para tal, 

têm-se os seguintes objetivos específicos: 

- Formação de um banco de dados contendo ESTs de excelente qualidade através 

do sequenciamento de cerca de 2000 clones da biblioteca de cDNA da glândula de veneno 

de T. serrulatus. 

- Agrupamento das ESTs usando diferentes programas de agrupamento de 

sequências (Phrap, CAP3, TGICL), escolha do mais adequado e análise do número de 

sequências únicas e agrupamentos resultantes desse processo. 

- Realização da anotação das ESTs através da pesquisa das mesmas contra o banco 

de dados de proteínas (UniProt e nr) através do uso de algoritmo BLASTx e anotação com 

termos do Gene Ontology usando pipeline Blast2GO. 

- Análise de ESTs envolvidas com a maquinaria celular geral relacionadas, por 

exemplo, a síntese e o processamento protéico.  

- Realização de análise histológica da glândula de veneno de T. serrulatus e 

comparação das características morfológicas desse órgão com os dados moleculares 

oriundos da análise das ESTs. 

- Análise da diversidade de sequências relacionadas a componentes do veneno 

através da análise de formas variantes de ESTs traduzidas.  

- Descrição dos componentes do veneno e sua ocorrência em termos de número de 

ESTs obtidas. Identificação de ortólogos dos componentes do veneno através da 

metodologia Seed Server e PSI-BLAST contra o UniProt. Alinhamento múltiplo dos 

componentes do veneno e seus ortólogos usando a ferramenta webprankster. 

- Análise da ocorrência de ortólogos dos componentes do veneno de T. serrulatus 

nos grupos de organismos para inferência do grupo ancestral no qual possivelmente 

originou cada um dos componentes descritos. Inferência essa que será obtida através de 

duas análises: (1) busca de ortólogos dos componentes do veneno no universo protéico 
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(UniProt) usando PSI-BLAST e no universo de transcritos (dbEST) utilizando PSI-

tBLASTn. 

- Comparação entre catálogos de transcritos de quelicerados buscando identificar 

similaridades entre eles e peculiaridades no padrão de expressão de glândulas de veneno 

através de anotação usando BLASTx e análises de distribuição dos termos do GO realizada 

pelo programa Blast2GO  para os transcriptomas disponíveis 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).  

- Identificação de transcritos comuns entre o transcriptoma de T. serrulatus e os 

demais transcriptomas de quelicerados através de análise utilizando o programa tBLASTx. 

- Avaliação da expressão 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 MÉTODOS 

 

4.1 Biblioteca de cDNA da glândula de veneno do escorpião T. serrulatus 

 

O Laboratório de Biotecnologia e Marcadores Moleculares já possui uma biblioteca 

de cDNA da glândula de veneno de T. serrulatus. Tal biblioteca foi construída pelo 

Professor Evanguedes Kalapothakis com cerca de 60 telsons. Os detalhes técnicos dessas 

etapas foram descritos por Kalapothakis et al. (2001). Abaixo serão descritas sucintamente 

as principais etapas da construção da biblioteca.  

Os escorpiões foram submetidos à estimulação elétrica do télson para a extração do 

veneno. Acredita-se que tal procedimento estimule as células produtoras do veneno a 

sintetizarem RNAm. Dois dias após esse procedimento, foi realiza a extração total dos 

RNAs com a utilização do “RNA Extraction kit” (PHARMACIA). Após a extração, o 

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
TM

 

(STRATAGENE) foi usado para a montagem da biblioteca. O fagemídeo pBluescript SK
-
 

está presente no vetor Uni-Zap XR
TM

. O empacotamento do vetor Uni-Zap XR
TM

 foi 

realizado através do Gigapack II packaging extract (STRATAGNENE). Células 

hospedeiras da linhagem XL1 Blue MRF foram usadas nas etapas de clonagem para 

plaqueamento dos fagos. Para amplificação da biblioteca, alíquotas da mistura do 

empacotamento contendo cerca de 50.000 bacteriófagos 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 Transformação dos plasmídeos em Escherichia coli  

 

Os clones da biblioteca foram previamente isolados e tiveram seus plasmídios 

purificados e estocados como DNA precipitado. Parte dos clones já havia sido 

sequenciados pelo Laboratório 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 são descritos a seguir.  
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Cada clone da biblioteca foi ressuspendido em 5 μL de água estéril e incubado com 

25 μL de bactérias E. coli eletrocompetentes, linhagem XL1 Blue (Phoneutria 

Biotecnologia e Serviços). Essa solução 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, 

5g de extrato de levedura, 0,6 g de NaCl, 0,186 g de KCl, 2,14 g de MgCl2 a 10 mM, 1,2 g 

de MgSO4 a 10 mM, 3,6 g de glicose a 20 mM) as bactérias foram incubadas a 37°C por 

1h. Uma vez que o plasmídeo utilizado contém o gene de resistência a ampicilina, as 

bactérias foram plaqueadas em meio LB ágar com esse antibiótico (concentração final de 

0,1 μg de ampicilina/mL de meio – Phoneutria Biotecnologia e Serviços) para a seleção 

daquelas que incorporaram o plasmídeo. Uma colônia proveniente de cada clone foi 

selecionada para inoculação em placas de 96 poços contendo, em cada um, 1,2 mL de meio 

2XYT com ampicilina (0,1 μg de ampicilina/ mL de meio). O meio com as bactérias foi 

mantido a 37 °C com agitação constante por cerca de 18 h. Após esse período, foi realizada 

a extração e purificação dos plasmídeos.  

 

4.3 Extração e purificação dos plasmídeos 

 

Para a extração e purificação dos plasmídeos, a placa contendo as bactérias foi 

centrifugada 9 min a 2.750 g e o sobrenadante descartado. Em cada poço, as células foram 

ressuspendidas com 240 μL de solução I (glicose 50 mM, Tris-HCl 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 μL de solução I. Esse material foi 

transferido para uma placa de polipropileno de 96 poços com fundo em U. Foram 

adicionados em cada poço 2,5 μL de RNAse  (10mg/ml) e 80 μL de solução II (NaOH 0,2 

N, SDS 1%). Após homogeneização, 80 μL de solução III (acetato de potássio 3 M, 11,5% 

ácido acético glacial) foi acrescentada em cada poço. Depois de ser novamente 

homogeneizada, a placa foi incubada por 10 mim a temperatura ambiente e, em seguida, 

levada a estufa a 90 ºC por 30 min. A placa foi então centrifugada por 9 min a 2.750 g e o 

sobrenadante transferido para uma placa Multiscreen (com filtro hidrofílico PDVF) 

(MILLIPORE) acoplada sobre uma placa de polipropileno de 96 poços de fundo em V. As 

placas associadas foram centrifugadas por 5 min a 2.750 g. Após a centrifugação, 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 μL isopropanol 100%. O material foi centrifugado a 2.750 g 

por 45 min, o sobrenadante descartado e 200 μL de etanol 70% foram adicionados em cada 

poço 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 ºC para a evaporação do etanol. O 

DNA resultante foi ressuspendido em 20 μL de água ultrapura e armazenado a -20 ºC. 

Após essas etapas, o DNA foi quantificado em um gel de agarose 0,8% com coloração em 

GelRed para subsequente sequenciamento.  

 

4.4 Sequenciamento dos plasmídeos 

 

Foram realizadas reações de sequenciamento para os plasmídeos provenientes dos 

clones da biblioteca. Para cada reação foram utilizados cerca de 200 ng de plasmídeo, 0,5 

µL de BigDye Terminator v3. 1 Cycle (Applied Biosystems), 2 µL de iniciador M13 direto 

ou reverso (1,6 pmol/µL) (IDT Integrated DNA Technologies), 1,5 µL de Tampão de 

Diluição 5X BigDye Terminator v1.1, v3.1 da Applied Biosystems e água ultrapura 

suficiente para 10 µL. Cada reação foi levada para o termociclador, o qual apresenta o 

seguinte programa padronizado para o sequenciador 3130 Genetic Analyzer da Applied 

Biosystem: 

 

96ºC por 2 minutos 

96ºC por 30 segundos 

50ºC por 15 segundos               45 ciclos 

60ºC por 4 minutos 

Mantém a 4ºC 

 

Após ser retirado do termociclador (Applied Biosystem), o produto da reação de 

sequenciamento foi precipitado com solução de precipitação (1 µl de acetato de sódio 3M, 

25 µl de etanol 100%, 1 µl de EDTA 0,125 M), lavado com etanol 70% (35 µl) e 

armazenado em freezer a -20ºC. Esse precipitado foi ressuspendido em formamida Hi-Di 

(Applied Biosystem) e então encaminhado para o sequenciador ABI 3130 Genetic 

Analyzer. 
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4.5 Análises de Bioinformática 

 

4.5.1 Obtenção de transcriptomas de quelicerados 

 

Além das sequências 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 comparação aos dados obtidos no presente estudo. Para isso, 

acessou-se a página do Taxonomy do NCBI (National Center for Biotechnological 

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

com o termo Arthropoda, 3 níveis de agrupamento e opção “Nucleotide EST”. O resultado 

dessa busca é mostrado no Quadro 1. Do grupo dos artrópodes quelicerados obteve-se pelo 

menos um conjunto de EST de cada grupo que possuía coleção de transcritos (as espécies 

escolhidas para análise estão destacadas em vermelho no Quadro 1). Quando possível, 

obteve-se catálogos de transcritos provenientes do animal inteiro e de glândula em uma 

mesma ordem de artrópode.  Essa escolha foi feita para possibilitar comparações de 

transcriptomas de glândulas entre si e destas com animais inteiros em relação à ocorrência 

de transcritos e ao padrão de expressão. Além disso, buscou-se selecionar transcriptomas 

com número semelhante de sequências para padronizar a representação 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 catálogos de transcritos foram submetidos ao 

mesmo tratamento das sequências de T. serrulatus, ou seja, Seqclean seguido de 

agrupamento com TGICL como está explicado abaixo. Nessa etapa do trabalho, as 

filogenias implementadas pelo UniProt e NCBI foram consideradas como referência. 

 

 

 

 

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

 

Os cromatogramas (2.131 sequências) providos pelo sequenciador automático foram 

processados pelo programa Phred para análise da qualidade das sequências de T. 

serrulatus. Realizou-se inicialmente um teste para verificar o valor de Phred mais 

adequado para esse estudo. Para isso, foram utilizadas as sequências dos vetores sem 

inserto encontradas na biblioteca de cDNA da glândula de veneno de T. serrulatus. Essas 

sequências 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 

sequência era submetida à trimagem com diferentes valores de Phred e, posteriormente, era 

realizado BLASTn com filtro de baixa complexidade desativado para avaliar qual a porção 

da sequência apresentava match com o vetor do banco de dados nr/nt do NCBI. 

Considerando os resultados obtidos com essas análises 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 disponíveis, o que possibilitou a análise de qualidade com 

programa Phred. Uma vez que as sequências dos catálogos de transcritos dos demais 

quelicerados são disponíveis no NCBI em formato fasta, a análise com tal programa não 

foi possível. 

Utilizou-se a ferramenta Seqclean para retirada de contaminantes das ESTs como 

sequências 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 também 

passaram por esse tratamento.  

 

4.5.3 Agrupamento das sequências 

 

Para o agrupamento das sequências 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 sequências do vetor antes ou após o agrupamento. 

MegaBLAST das sequências contra elas mesmas também foi avaliado utilizando um valor 

de identidade maior ou igual a 96%. Após os testes, optou-se pela utilização TGICL. Esse 

programa foi desenvolvido especificamente para a clusterização de ESTs, sendo que 

realiza inicialmente um MEGABLAST das ESTs pré-agrupando as mesmas, seguido pela 
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submissão das sequências 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  
o Arachnida (arachnids)    435.735  

 Acari (mites and ticks)    394.960  

 Amblypygi (whip spiders)     
 Araneae (spiders)    37.851  

 Opiliones (harvestmen)     

 Palpigradi (microwhip scorpions)     
 Pseudoscorpiones (false scorpions)     

 Ricinulei (hooded tickspiders)     

 Scorpiones (scorpions)    2.924  

 Solifugae (sun spiders)     
 Uropygi (whip scorpions)     

 unclassified Arachnida     

o Merostomata (horseshoe crabs)    9.063  
 Xiphosura    9,063  

o Pycnogonida (sea spiders)    4.062  

 Pantopoda    4.062  

o Mandibulata (mandibulates)    5.362.083  
o Myriapoda (myriapods)    4.461  

 Chilopoda (centipedes)     

 Diplopoda (millipedes)    4.461  
 Pauropoda     

 Symphyla (symphylans)     

o Pancrustacea    5.357.622  

 Crustacea (crustaceans)    861.282  

Hexapoda (insects)    4.496.340 

 

Análise das sequências 

 

4.5.4 Anotação manual das ESTs 

 

Para T. serrulatus, os agrupamentos e sequências únicas providas pelo programa 

TGICL foram submetidas ao programa BLASTx contra o banco de dados do UniProt. Essa 

análise foi realizada em março de 2011 e os parâmetros usados foram: e-value de corte de 

1 x 10
-10 

e filtro de baixa complexidade desligado. Os dez melhores resultados de BLASTx 

Loxoceles laeta (aranha marrom) 
Dysdera erythrina 
Nephila antipodiana 

 
Heterometrus petersii 
Lynchas mucronatus 
Scorpiops jendeki 
Tityus serrulatus 
 

 

 

Limulus polyphemus e Carcinoscorpius retundicauda 

 

 

Ixodes ricinus 
Sarcoptes scabiei 
  

 

Sarcoptes scabei 

Endeis spinosa 

 

 

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

aparece em azul com o respectivo número de ESTs depositadas. Nos colchetes estão 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. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=6656&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=NucEst&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid6656%5bOrganism:exp%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=6843&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=NucEst&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid6843%5bOrganism:exp%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=6854&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=NucEst&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid6854%5bOrganism:exp%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=6933&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=NucEst&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid6933%5bOrganism:exp%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=61977&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=6893&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=NucEst&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid6893%5bOrganism:exp%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=43271&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=88344&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=51799&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=58139&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=6855&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=NucEst&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid6855%5bOrganism:exp%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=41356&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=58151&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=1032245&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=6844&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=NucEst&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid6844%5bOrganism:exp%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=6845&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=NucEst&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid6845%5bOrganism:exp%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=57294&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=NucEst&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid57294%5bOrganism:exp%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=373319&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=NucEst&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid373319%5bOrganism:exp%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=197563&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=NucEst&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid197563%5bOrganism:exp%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=61985&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=NucEst&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid61985%5bOrganism:exp%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=7540&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=7553&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=NucEst&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid7553%5bOrganism:exp%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=63448&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=61986&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=197562&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=NucEst&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid197562%5bOrganism:exp%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=6657&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=NucEst&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid6657%5bOrganism:exp%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=6960&lvl=3&p=nucest&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=NucEst&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid6960%5bOrganism:exp%5d
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foram usados para fazer a anotação manual. A anotação foi realizada a partir dos uniques 

resultantes do agrupamento uma vez que essas sequências apresentam tamanho maior do 

que as ESTs que os formam, o que melhora os resultados de anotação. 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 

número de transcritos e de agrupamentos correspondentes a cada anotação. Para 

comparação do nível de expressão entre os transcriptomas, o número de ESTs para todos 

os catálogos de transcritos foi padronizado para 100.000 ESTs usando regra de três. Como 

exemplo, no transcriptoma de T. serrulatus foram encontradas 18 ESTs codificando 

peptídeo aniônico em um total de 1.629 transcritos analisados, em 100.000 ESTs, 

peptídeos aniônicos corresponderiam a 1.105 ESTs. A conversão de todos os catálogos de 

transcritos para 100.000 ESTs permitiu, portanto, fazer comparações entre o nível de 

expressão de determinados genes entre eles. 

 

4.5.5 Via KEGG 

 

O conjuto das ESTs de T. serrulatus e os uniques provenientes do seu agrupamento 

foram submetidos ao mapeamento através de KEGG PATHWAY 

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

decrescente de ocorrência das vias bioquímicas apresentadas pelo programa. 

 

4.5.6 Anotação funcional usando a ferramenta Blast2GO 

 

As ESTs trimadas e os uniques de cada espécie em formato fasta foram utilizados 

como sequências de entrada do programa Blast2GO. A típica análise feita pelo Blast2GO é 

realizada em cinco etapas: (1) busca por similaridade usando algoritmo BLAST, (2) 

mapeamento, (3) anotação, (4) análise estatística e (5) visualização. 

Para a realização da primeira etapa optou-se pela utilização de BLASTx com busca 

no Banco de Dados nr do NCBI e com um e-value de corte de 1 x 10
-10

. Para os demais 

parâmetros oferecidos pelo programa foram utilizados os valores default, que consistem 

em análise dos 20 primeiros hits, comprimento mínimo de alinhamento de 33 aminoácidos 

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 serviço oferecido pelo NCBI para realizar busca 

para múltiplas sequências). 

O mapeamento realizado pelo Blast2GO é o processo de busca de termos do GO 

associados com os hits obtidos após o BLAST. Essa etapa não possibilita a configuração 

de parâmetros e é realizada de quatro diferentes formas: (1) os acessos do resultado do 

BLAST são usados para coletar nomes dos genes ou símbolos por fazer o uso de dois 

arquivos de mapeamento fornecidos pelo NCBI (gene info, gene 2accession). Identificados 

os nomes dos genes, é realizada pesquisa com entradas espécie-específicas da tabela de 

produtos gênicos do banco de dados do Gene Ontology (GO). (2) Os identificadores GI 

obtidos durante a pesquisa BLAST são usados para busca de IDs no UniProt fazendo o uso 

do arquivo de mapeamento PIR (referência do Banco de dados de proteína não-redundante) 

que inclui PSD, UniProt, Swissprot, TrEMBL, RefSeq, GenPept e PDB. (3) Os acessos são 

pesquisados diretamente na tabela dbxref do banco de dados do GO. (4) Os acessos dos 

resultados de BLAST são pesquisados diretamente na tabela de produtos gênicos do banco 

de dados do GO.  

A etapa de anotação é o processo de associação de um termo funcional a uma 

sequência de entrada a partir de um conjunto de termos obtidos na etapa de mapeamento. O 

algoritmo de anotação leva em consideração a similaridade entre a sequência de entrada e o 

hit, a qualidade da fonte de assinaturas do GO e a estrutura do gráfico direto acíclico 

(DAG) do GO. A anotação com termos do GO é realizada através da aplicação de uma 

regra de anotação (Quadro 2). A regra busca descobrir a anotação mais específica com 

certo nível de confiabilidade. Para cada candidato GO uma pontuação (score) de anotação 

(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 código de evidência (EC); e o AT, que fornece uma possibilidade de abstração. 

Esse é definido como a anotação de um nó parental quando vários nós derivados estão 

presentes na coleção de candidatos GO. Esse termo multiplica o número de GOs unificados 

em um nó por um peso definido pelo usuário que controla a possibilidade e extensão da 

anotação. Quando o peso do GO é 0, nenhuma abstração é realizada. Finalmente, a regra 

de anotação (RA) seleciona o menor termo por braço que obedece ao limite definido pelo 

usuário. Para compreender como a pontuação de anotação funciona pode-se seguir o 

seguinte raciocínio: quando o peso EC é 1 para todos os ECs (sem influência do EC) e o 

peso do GO é zero (nenhuma abstração), então o AS é igual ao valor de máxima 
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similaridade do hit que possui o termos do GO e a sequência será anotada com aquele 

termo se o score é acima de um dado limiar. A situação quando o peso de EC é menor que 

1 significa que maiores similaridades são necessárias para alcançar o limiar. Se o peso GO 

é diferente de 0, isso significa que há possibilidade que um nó parental alcance o limiar 

enquanto seus vários nós derivados não alcançaram. A anotação depende da configuração 

dos diferentes parâmetros que compõe o AS. Tais parâmetros podem ser ajustados no 

“Diálogo de Configuração” e na “Configuração dos pesos dos Códigos de Evidência” 

oferecidos pelo programa.  

 

 

 

 

 

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

  

Os parâmetros ajustáveis são: 

1. Filtro do E-Value do Hit: apenas termos do GO obtidos do hit com e-value 

menor que um determinado limiar são usados para anotação. Nesse estudo optou-se pelo 

uso de e-value de 1 x 10
-10

.  

2. Limiar de anotação. A regra de anotação seleciona o menor termo por ramo que 

se adequa acima do limiar. No presente estudo foi usado o parâmetro default que é igual a 

55. 

3. Peso do GO. Esse é o peso dado pela contribuição dos termos derivados 

mapeados para a anotação de termos parentais (default=5).  

4. Cobertura de corte do Hsp-Hit: Corresponde a necessidade de cobertura mínima 

entre o hit e seu HSP. Por exemplo, um valor de 80 significa que o HSP alinhado deve 

cobrir no mínimo 80% da extensão do seu hit. Apenas anotações de hits que preencham 

esse critério irão ser consideradas para a transferência de anotação.  

5. Peso de EC: podem-se alterar os pesos dos códigos de EC. Por exemplo, quando 

não se espera a influência dos códigos de evidência, 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.  

DT = max (similaridade x peso EC) 

AT = (# GO -1) x peso GO 

RA: menor nó [AS (DT + AT) ≥ limiar)] 
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De acordo com Conesa e Götz (2008), os valores default dos parâmetros do 

Blast2GO foram escolhidos para otimizar a taxa entre a cobertura de anotação e a acurácia 

da mesma. Nesse sentido, optou-se pela manutenção dos parâmetros definidos pelo 

programa, exceto para o e-value de anotação. 

Após as etapas de BLAST, mapeamento e anotação, os gráficos, tabelas e 

organogramas fornecidos pelo programa foram analisados. Para os dados de distribuição 

dos termos do GO fornecidos pelo programa optou-se por utilizar as tabelas com dados 

brutos ao invés dos gráficos fornecidos, uma vez que isso possibilitou maior flexibilidade 

de formatação para apresentação dos dados. Comparações entre os transcriptomas dos 

diferentes grupos de organismos amostrados foram realizadas. 

 

4.5.7 Busca de ortólogos e alinhamentos 

 

As ESTs relacionadas aos componentes do veneno foram separadas e sua sequência 

foi traduzida em sequência de proteína usando o programa ORF Finder 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/). Para predizer o peptídeo 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 ortológos dos componenentes do veneno de T. serrulatus. A 

metodologia usada pelo Seed Server (Guedes et al., trabalho não publicado) consiste 

basicamente no agrupamento de proteínas homólogas de interesse usando o software Seed 

Linkage (Barbosa-Silva et al., 2008) e o UniRef50, enriquecido com grupos de ortólogos 

do KEGG (UEKO) construídos com procedimentos descritos por Fernandes et al. (2008). 

As sequências usadas para alinhamento foram obtidas do banco de dados do UniProt. O 

alinhamento múltiplo foi realizado pelo programa online webPrankster 

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

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

 

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

 

Para identificar ortólogos mais distantes de componentes do veneno encontrados 

em T. serrulatus e analisar em quais grupos de organismos tais sequências são 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 proteínas presentes no veneno foram submetidos ao programa 

PSI-BLAST contra UniProt e ao PSI-tBLASTn contra o banco de dados dbEST. 

Na avaliação de PSI-BLAST contra o UniProt usou-se como parâmetros e-value de 

1 x 10
-10

, entretanto, para algumas sequências esse e-value foi muito baixo e não foi 

possível encontrar sequências homólogas. Nesses casos, utilizou-se valor de e-value de 1 x 

10
-5

. Para evitar a degração da matriz durante a análise de PSI-BLAST contra UniProt, o 

número de iterações foram limitados da seguinte forma: para cada componente do veneno, 

escolheu-se a maior iteração que ainda mantivesse o valor de escore maior que 60% 

daquele obtido quando a sequência foi usada como entrada contra ela mesma.  

Para utilizar o programa PSI-tBLASTn, foi contruída uma matriz para cada uma 

dos uniques usados como sequência de entrada (query). Essa matriz foi obtida a partir das 

sequências de proteínas da iteração escolhida durante a análise usando PSI-BLAST contra 

o UniProt. Nessa análise também se utilizou e-value de corte de 1 x 10
-10

 e quando não se 

obteve resultados usando esse valor testou-se o e-value de 1 x 10
-5

. 

Realizou-se a busca do identificador taxonômico de cada sequência 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 árvores 

contendo os organismos correspondentes aos identificadores. 

 

4.5.9 Análise comparativa entre transcriptomas de quelicerados  

 

Para avaliar a proporção de transcritos comuns entre T. serrulatus e demais 

transcriptomas realizou-se análise usando tBLASTx. Nesse programa, o transcriptoma de 

T. serrulatus foi usado como entrada contra os catálogos de transcritos dos demais 

quelicerados. Em seguida, calculou-se a proporção que as sequências 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 proporção 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 sequência de entrada no programa tBLASTx contra os uniques dos demais 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/)
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transcriptomas. O número de resultados obtidos para cada componente do veneno foi 

computado e o número de EST encontrado foi convertido para 100.000 ESTs para 

possibilitar a comparação do nível de expressão de tais componentes do veneno entre os 

transcriptomas.  

Os uniques codificantes de componentes de veneno traduzidos com o auxílio do 

programa ORF-FINDER (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/) foram usandos 

como entrada no programa tBLASTn contra os outros 12 transcriptomas de quelicerados. 

Foram feitas contagens do número de resultados obtidos e esses foram convertidos para 

100.000 ESTs para facilitar a comparação entre os transcriptomas amostrados. 

 

4.6 Histologia da glândula de veneno 

 

Para a histologia da glândula de veneno de T. serrulatus foram utilizados 12 

animais. Os escorpiões foram coletados na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. 

Os animais foram narcotizados com clorofórmio e em seguida o télson foi retirado, cortado 

transversalmente e fixado por imersão em glutaraldeído 5% tamponado com tampão 

fosfato 0,05 M (pH=7,2) por 24 h. Após a fixação, as amostras foram desidratadas em 

séries crescentes de etanol e diafanizadas em xilol. Em seguida, utilizaram-se duas técnicas 

distintas: 6 amostras foram incluídas em parafina e coradas com hematoxilina-eosina e as 

outras 6 foram incluídas em resina glicol-metacrilato e coradas com azul de toluidina 1%. 

As lâminas foram examinadas no microscópio de luz da Olympus BX60 (Tokyo, Japão). 
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5 RESULTADOS  

 

5.1 Sequenciamentos dos clones da biblioteca de T. serrulatus 

 

Obteve-se sucesso na transformação dos clones da biblioteca, extração e 

purificação dos plasmídeos. Além de ser mais rápida, a prep realizada em placas resultou 

em DNA purificado de alta qualidade (Fig. 5) e com quantidade suficiente para o 

sequenciamento.  

Durante a realização do trabalho, obtiveram-se 1603 sequências de clones da 

biblioteca de T. serrulatus. As sequências obtidas foram associadas com outros 

sequenciamentos da biblioteca realizados anteriormente no Laboratório de Biotecnologia e 

Marcadores Moleculares, o que resultou em um número total de 2344 sequências. Algumas 

delas consistiam-se de repetições do sequenciamento do mesmo clone, de modo que, 

eliminadas essas repetições, obtiveram-se 2.131 sequências provenientes de diferentes 

clones. 

 

 

 

 
Figura 5: Gel de Agarose 0,8% corado com GelRed demonstrando 

plasmídeos provenientes da biblioteca de T. serrulatus após 

amplificação, extração  e purificação em placa.  Canaleta 1 = DNA 

Lambda 458 ng/µL.Canaletas de 2 a 30 representam plasmídeos 

provenientes de diferentes clones. 

     17  18    19    20    21    22    23   24   25    26   27    28    29   30  

31  
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5.2 Análise de qualidade e agrupamento das sequências de T. serrulatus 

 

Após a avaliação de qualidade realizada pelo programa Phred (com valor de Phred 

= 20) e análise das sequências com o programa SeqClean obtiveram-se 1629 ESTs de 

excelente qualidade. Essas ESTs foram depositadas no dbEST (75926766-75928119). O 

agrupamento das sequências através do programa TGICL resultou em 643 uniques, sendo 

eles formados por 185 contigs e 458 singlets. Cada agrupamento foi manualmente avaliado 

quanto à qualidade das sequências e do consenso formado pelas ESTs. 

A distribuição do tamanho das ESTs e dos contigs em número de nucleotídeos é 

mostrada na Figura 6A. Como se pode observar o agrupamento aumentou o tamanho 

médio das sequências, o que geralmente resulta em melhora no processo de anotação. A 

análise de ocorrência de singlets e do número de EST incluídas nos contigs (Fig. 6B) 

mostrou prevalência de singlets (458) e agrupamentos com pequeno número de sequências 

(165 contigs possuíam entre 2 e 9 sequências), como também observado em outros estudos 

de transcriptomas de glândula 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 ESTs, dois contigs contendo entre 50-99 

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

 

5.3 Anotação das ESTs de T. serrulatus 

 

Foram utilizados dois procedimentos de anotação: anotação manual e anotação 

funcional utilizando como ferramenta o programa Blast2GO. Os resultados obtidos com 

esses dois processos estão descritos separadamente abaixo. 

 

5.3.1 Anotação manual das ESTs e uniques de T. serrulatus 

 

Considerando o e-value de corte menor que 1 x 10
-10

, das 1629 sequências 

analisadas, 370 delas não apresentaram resultado de BLASTx contra o UniProt, o que 

correspondeu a 295 uniques. Conforme mostrado na Figura 7, a maioria das sequências 

que não apresentaram match foram singlets ou agrupamentos com poucas sequências. As  
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Figura 6: Informações sobre o agrupamento e tamanho das sequências de T. serrulatus analisadas. A) 

Distribuição do tamanho em número de nucleotídeos das ESTs e dos uniques; B) Ocorrência de singlets e 

distribuição do número de contigs contendo determinado número de EST. 
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sequências sem resultado de similaridades a outras depositadas no banco de dados 

corresponderam  cerca de 46% dos uniques e 23% do total de ESTs. Essa proporção de 

sequências “no match” é comumente encontrada em estudos de transcriptoma de escorpião 

e  pode  indicar  um  grande  potencial  de  descoberta  de  novas  moléculas. Além disso, 

 

 

Figura 7: Distribuição dos transcritos sem resultado de similaridade com sequências depositadas no UniProt. 

A) Número de ESTs e uniques consideradas no match. A anotação ‘contig (2)’ significa que o agrupamento 

que possui 2 sequências. B) Percentual de ESTs sem resultado de BLAST contra o UniProt em agrupamentos 

compostos por diferentes números de ESTs Observar que a predominância de ‘no match’ ocorre para singlets 

ou para agrupamentos com pequeno número de sequências. 



60 

 

 

 

 

considerável proporção de ESTs (cerca de 10%) corresponderam sequências similares a 

proteínas preditas ou não caracterizadas, o que indica que a ocorrência de match não 

significa que a função da proteína seja conhecida.  

De acordo com a anotação manual realizada a partir dos 10 melhores hits, as 

sequências foram classificadas em proteínas similares a componentes celulares ou do 

veneno e em subdivisões dessas classes. A Figura 8 (A e B) mostra a distribuição dos 

resultados dessa anotação considerando a análise feita por EST (1629 transcritos) e por 

uniques (643 sequências) e destaca as sequências relacionadas aos componentes celulares. 

Na classificação das ESTs e uniques foram consideradas as seguintes categorias: ‘Veneno’ 

incluíram transcritos codificando toxinas e outros componentes secretados já descritos no 

veneno de escorpiões. As categorias ‘Mitocôndria’ e ‘Núcleo’ compreendem ESTs/uniques 

codificando proteínas localizadas nessas organelas. ‘Tradução e processamento protéico’ 

contém transcritos que codificaram, por exemplo, proteína ribossomal, dissulfito-isomerase 

e outras proteínas relacionadas a síntese proteíca. ‘Componentes estruturais’ incluíram 

principalmente proteínas do citoesqueleto, tais como actina, miosina e tubulina. 

‘Transporte’ compreende transcritos codificando proteínas envolvidas com o tráfego 

intracelular (por exemplo, proteínas de transporte Copper). ‘Proteína predita ou não 

caracterizada’ inclui ESTs/uniques similares a sequências previamente descritas, mas sem 

informação funcional. ‘Extracelular’ envolve transcritos codificando proteínas 

extracelulares que são, por exemplo, encontradas na matriz extracelular, como a 

fibronectina. A categoria ‘outros componentes celulares’ inclui uma diversidade de ESTs 

codificando components celulares que não foram incluídos nas categorias descritas acima. 

Na distribuição dos componentes relacionados aos constituintes do veneno mais 

abundantes (Fig. 8C e 8D) os transcritos que codificaram peptídeo Pape (similar a Peptídeo 

Potencializador de Bradicinina ou BPP), NaTx, KTx e AMPs foram grandes destaques, 

enquanto que as categorias NaTx, KTx, metaloproteases e sequências similares a peptídeos 

do veneno de outros escorpiões 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 comparações da 

expressão gênica, optou-se por padronizar o número 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 sequências no UniProt, os componentes celulares 

corresponderam aproximadamente 40% das ESTs.  

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Distribuição dos transcritos em diferentes categorias de acordo com a anotação manual das sequências 

de T. serrulatus. Distribuição dos 643 uniques (A) e das 1629 ESTs (B) em diferentes categorias com destaque 

para transcritos com similaridade a componentes celulares. Distridbuição dos 51 uniques (C) e das 594 ESTs (D) 

relacionados aos constituintes do veneno, com destaque aqueles que constituíram mais que 2% dos transcritos. 

NaTx = toxina de canal para sódio; KTx = toxina para canal para potássio; Metaloproteases incluiu zinco 
metaloproteases e antareases; TsNTxP = proteína não tóxica NTxP. 
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Os transcritos mais frequentes relacionados com a síntese e processamento proteíco 

foram ESTs codificando proteínas ribossomais (representando 2.271 ESTs/100K), fator de 

iniciação (675 ESTs/100K) e elongação (430 ESTs/100K) da tradução, dissulfeto 

isomerase (246 ESTs/100K) e proteínas de choque térmico (HSPs – 246 ESTs/100K). 

Além dessas ESTs mais abundantes, foi encontrada uma EST codificante de PAM 

(peptidylglycine α-amidating monooxygenase - EC 1.14.17.3). Essa enzima catalisa a 

reação de amidação da porção C-terminal de peptídeos (Eipper et al., 1993). Alguns 

peptídeos necessitam dessa modificação para exercerem função biológica (Jiang et al., 

2000), sendo que vários autores reportam a amidação C-terminal em peptídeos do veneno 

de escorpiões (Martin-Eauclaire et al., 1994; Rates et al., 2008; Diego-García et al., 2005; 

Barona et al., 2006). 

Sete ESTs (representando 430 ESTs/100K) codificaram proteínas que foram 

relacionadas a degradação através do sistema ubiquitina-proteasoma. Esses peptídeos 

podem ser importantes para assegurar que proteínas anormais ou com erros de 

conformação sejam reconhecidas e eliminadas. Além disso, a degradação de proteínas 

através desse sistema pode estar relacionada com a regulação de importantes vias na 

glândula de veneno. 

Foram obtidos abundantes componentes estruturais expressos na glândula de 

veneno de T. serrulatus, que são provavelmente envolvidos na manutenção da sua estrutura 

e/ou participam da atividade contrátil durante a liberação do veneno. Os transcritos mais 

abundantes relacionados a essa função codificaram actina (982 ESTs/100K), paramiosina 

(921 EST/100K), troponina (675 ESTs/100K), miosina (491 ESTs/100K), alfa-tubulina 

(430 ESTs/100K). Como referência, no transcriptoma de Drosophila melanogaster adulto,  

o grupamento referente a paramiosina no UniGene Dm.2704 apresentou 855 ESTs/ 100K. 

A síntese 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 

produção 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 famílias de peptídeos ou proteínas 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 peptídeo 

Pape (similar a peptídeo potencializador de bradicinina - BPPs – encontrados em outras 

espécies de escorpiões como T. discrepans e L. mucronatus), toxinas de canal para potássio 

(KTx) e toxinas de canal para sódio (NaTx). Grande variação entre o número de ESTs 

encontradas para cada toxina indica que esses componentes podem ser expressos em níveis 

consideravelmente diferentes na glândula de veneno. 

Foram obtidos 93 transcritos para NaTx (correspondendo 5.709 ESTs/100K), que 

perfazem 16% das sequências relacionadas a componentes do veneno. Esses peptídeos são 

responsáveis pela maioria dos sintomas neurotóxicos desenvolvidos durante o 

envenenamento por T. serrulatus (Cologna et al., 2009). Foram encontradas sequências de 

5 distintas toxinas para canal de sódio. Ts1 e Ts2 foram as mais abundantes no 

transcriptoma. Considerando as NaTxs já descritas em T. serrulatus, a única não 

encontrada no transcriptoma foi a Ts5. Entretanto, foi obtida uma sequência, denominada 

no presente trabalho de Ts17 (U-BUTX-Ts1a) com 95% de identidade com a sequência da 

Tbtx5 de Tityus bahiensis. Essa é possivelmente uma nova sequência que possui 86% e 

85% de identidade com Ts3 e Ts5, respectivamente. Além dessa sequência, foi obtido um 

contig contendo 5 ESTs que apresentou apenas um match significativo com U1-

Buthitoxina-Hj1a (identidade de 63%) obtido de H. judaicus. Essa sequência foi chamada 

de Ts18 ou U-BUTX-Ts1b e é uma provável toxina de canal para sódio. Essas duas novas 

sequências serão apresentadas juntamente com seus ortólogos na seção 5.6. Embora Ts17 e 

Ts18 possuem sequências com similaridade a toxinas de canal para Na
+
, ensaios 

farmacológicos são necessários para verificar suas funções biológicas. 

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 já conhecidas e uma sequência com 

possível ação como KTx foram encontradas. Ts8, também chamada TsTXK-beta ou κ-

BUTX-Ts1, apresentou alto nível de expressão 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 sequência que contém uma porção de 10 aminoácidos idênticos a um fragmento 

peptídico depositado no Uniprot denominado toxina de canal para potássio beta-Ktx2 

(Uniprot ID: P69940). No presente trabalho, essa sequência aqui denominada Ts19 (U-

BUTX-Ts1c) é mostrada na seção 5.6, juntamente com seus ortólogos. 

 

Tabela 4: Distribuição das ESTs e contigs dos componentes do veneno encontrados no transcriptoma 

de T. serrulatus 

* Indica que as sequências traduzidas são fragmentos e não a sequência completa. Entre parêntese 

utilizou-se a nomeclatura sugerida por King et al., 2008. Entre colchetes estão os identificadores 

UniProt das sequências que foram depositadas em trabalhos anteriores ou a palavra “novo” para 

indicar que essa sequência não foi previamente descrita em T. serrulatus, ou foi depositada como 
fragmento (ou seja, como sequência incompleta).  

ESTs contigs

Ts1 (β-BUTX-Ts1a)  [P15226] 33 2

Ts2 (δ-BUTX-Ts1a) [P68410] 36 1

Ts3 (δ-BUTX-Ts1b) [P01496] 10 2

Ts17  (U-BUTX-Ts1b) [novo] 9 1

Ts18 (U-BUTX-Ts1c)  [novo] 5 1

Ts8 ou TsTXK-beta (κ-BUTX-ts1)  [P69940] 73 1

Ts15 (κ-BUTX-ts2) [P86270] 7 2

Ts6 ou alfa-KTx 12.1 (λ-BUTX - Ts1b) [P59936] 5 1

Ts7 ou alfa-KTx 4.1-like  (κ-BUTX - Ts1a) [P46114] 4 2

Ts16 (U-BUTX-Ts1a) [P86271] 1 1

Ts19 (U-BUTX-Ts1d)  [novo] 41 1

Peptídeo 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  [O77463] 26 1

Peptídeo aniônico [novo] 18 1

Hipotensina 1 ou Ts14 [P84189] 11 1

Hipotensina-like [P86824] 10 1

Zinco Metaloproteases *[P85842] 7 3

Similar a proteína rica em glicina de L. mucronatus [novo] 6 3

Tspep3 ou Ts13  [P0C176] 4 1

Similar a neuropeptídeo-3 de Buthus eupeus [novo] 3 1

Peptídeo rico em cisteína, similar a Ts15  [novo] 3 1

Similar a TsPep2 ou Ts12  [P0C175] 2 1

Hialuronidase*  [P85841) 2 2

Similar a peptídeo semelhante a toxina de B. eupeus [novo] 2 1

Fosfolipase A2 [novo] 2 1

Similar a peptídeo rico em cisteína de Camponotus floridanus* [novo] 2 1

Similar a peptídeo rico em cisteína de Hottentotta judaicus [novo] 1 1

Tspep1 ou Ts11  [P0C174] 1 1

Alergeno *  [P85840] 1 1

Similar a cadeia alfa-1 do peptídeo ativador de lipólise de L. mucronatus  [novo] 1 1

Similar a proteína do veneno de B. eupeus  [novo] 1 1

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

Componentes do veneno
T. serrulatus

Toxinas de canal para Na+

Toxinas de canal para K+ 

Outros componentes
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Além de neurotoxinas, uma grande diversidade de transcritos codificando peptídeos 

e proteínas similares a componentes do veneno já descritos em outros escorpiões foram 

encontrados no transcriptoma de T. serrulatus. Alguns componentes estiveram presentes 

em pequeno número como fosfolipase A2 e hialuronidases, enquanto outros foram 

abundantes como peptídeo Pape (correspondendo a 8,5% do total de transcritos e 23% das 

ESTs relacionadas a componentes do veneno), peptídeos antimicrobianos (AMPs e 

ponericina – cerca de 17% das ESTs do veneno e 6% do total de transcritos), proteína não 

tóxica 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 peptídeos aniônicos (3% dos transcritos do veneneo e 1% do total 

de transcritos). 

Alguns transcritos identificados no presente trabalho foram similares a peptídeos, 

proteínas ou transcritos identificados em outras espécies de escorpião, mas ainda não 

descritos em T. serrulatus. Fosfolipase A2, por exemplo, já foi encontrada no 

transcriptoma da glândula de veneno de outras espécies de escorpião (Schwartz et al., 

2007; Ruiming et. al., 2010; Ma et al., 2010;  Rendón-Anaya et al., 2012) e acredita-se que 

ela faz parte dos constituintes do veneno. Entretanto, de acordo com o nosso 

conhecimento, essa proteína ainda não tinha sido descrita no veneno do escorpião amarelo. 

No presente estudo, foram identificadas duas ESTs que codificam essa proteína. AMPs, 

peptídeo aniônico, proteína rica em glicina e peptídeos ricos em cisteínas são outros 

exemplos de sequências identificadas no presente estudo, que ainda não tinham sido 

descritas em T. serrulatus.  

 

5.3.4 Anotação funcional das sequências 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 informações oferecidas por esse 

programa em relação ao conjunto de sequências analisadas e o processo de anotação estão 

apresentadas no Apêndice A. Assim, gráficos da distribuição do tamanho das ESTs e 

uniques e a distribuição da similaridade e do e-value obtido na análise de BLASTx contra 

nr são mostrados nos Apêndices A1 e A2, respectivamente. No apêndice A também são 

mostrados gráficos que indicam os bancos de dados usados para o mapeamento das 
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sequências (Apêndice A3), a distribuição dos códigos de evidência para os hits do BLAST 

(Apêndice A4) e por sequência (Apêndice A5), distribuição do número de anotações 

(Apêndice A6), porcentagem de sequências de comprimento x anotadas e número de 

termos do GO para sequências de comprimento x (Apêndice A7), distribuição do score de 

anotação (Apêndice A8), distribuição dos níveis do GO (Apêndice A9), distribuição dos 

resultados do Interproscan (Apêndice A10). 

Informações gerais sobre as etapas realizadas pelo programa Blast2GO são 

mostradas na Figura 9, que descreve a proporção de sequências sem resultado de BLAST, 

mapeamento, e anotação para ESTs e uniques. A porcentagem de sequências com resultado 

de BLAST e com anotação foi maior para as ESTs do que para os uniques, provavelmente 

devido à ocorrência de ESTs redundantes. 

O programa Blast2GO controi gráficos indicando as espécies de organismos cujas 

sequências foram hits (Fig. 10) e top-hits (Fig. 11) para as ESTs e uniques analisados. 

Interessantemente, a distribuição dos hits e dos top-hits por espécie foram diferentes para 

ESTs e para uniques. Ocorreu predominância de espécies de escorpião para a distribuição 

de hits e top-hits das ESTs. Nesse sentido, nas análises de ESTs, considerando as 10 

espécies mais representativas, 7 delas são de escorpiões quando se considera todos os hits e 

8 delas pertencem a esse grupo na análise dos top-hits. Quando se analisa os uniques, os 

resultados de similaridade entre as sequências de T. serrulatus e outras espécies 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 análise de uniques. 

Isso indica que a amostragem de sequências dos bancos públicos influencia nos resultados 

da análise de similaridade. Além disso, os dados de ESTs refletem a expressão gênica e 

indicam a predominância de sequências típicas de escorpião na glândula de veneno dos 

mesmos. 

O programa Blast2GO oferece duas opções de gráficos de pizza para a análise da 

distribuição dos termos do GO: (1) distribuição das sequências por nível do GO; (2) 

gráfico contendo múltiplos níveis, que é gerado com o menor nó de uma ramificação que 

se enquadra em uma determinada condição de filtro (que pode ser um determinado número 

de sequência ou um valor de escore escolhido pelo usuário). Os gráficos multi-níveis para 

os três domínios do GO são mostrados nas Figuras 12, 13, 14 e aqueles que representam 

apenas os termos do nível 2 estão nas Figuras 15, 16 e 17. Quantos aos componenentes 
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celulares, grande proporção de sequências foram anotadas com o termo “região 

extracelular”. Além deste termo, aqueles relacionados ao citoesqueleto, mitocôndria, 

membrana e ribossomo foram consideravelmente frequentes. Quanto ao processo 

biológico, produtos gênicos assinados com os termos patogênese (definido como série de 

processos específicos que geram a habilidade de um organismo causar doença em outro), 

resposta de defesa a bactéria, transporte, regulação da pressão sanguínea, foram 

consideravelmente frequentes. Conforme esperado, em relação à função molecular, grande 

proporção de sequências foi anotada como atividade inibidora de canal iônico, 

especialmente para os canais de sódio e potássio. Sequências anotadadas com os termos 

atividade oxidoredutase (relacionada à respiração celular), ligação a DNA, RNA e 

citoesqueleto e constituinte estrutural de ribossomos estiveram consideravelmente 

presentes. Entretanto, a proporção dos mesmos termos nas duas análises foi 

consideravelmente diferente, sendo que a análise das ESTs fornece informações mais 

claras sobre a expressão na glândula de veneno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Distribuição dos resultados das diferentes etapas realizadas pelo programa Blast2GO: BLAST, 

mapeamento e anotação. A) análise de todas as ESTs e B) avaliação dos uniques.  

A) ESTs de Tityus serrulatus: Distribuição dos resultados  

 

B) Uniques de Tityus serrulatus: Distribuição dos resultados  

 



68 

 

 

 

 

 

 

B) Uniques de Tityus serrulatus: Distribuição dos resultados  

 

A) ESTs de T. serrulatus: Distribuição dos hits do BLAST por espécie  

 

B) Uniques de T. serrulatus: Distribuição dos hits do BLAST por espécie  

 

Figura 10: Estatísticas do BLAST - distribuição dos hits obtidos do resultado do BLAST por espécie. A) dados obtidos 

pela análise de todas as ESTs e B) dados dos uniques.  
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A) ESTs de Tityus serrulatus: Distribuição dos Top-hits por espécie  

 

Figura 11: Estatísticas do BLAST: distribuição por espécie do melhor hit obtidos através de pesquisa BLAST. A) dados 

obtidos pela análise de todas as ESTs e B) dados dos uniques.  

B) Uniques de Tityus serrulatus: Distribuição dos Top-hits por espécie  
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A)  Distribuição das ESTs por termo do GO referente ao domínio componente celular  

B)  Distribuição dos uniques por termo do GO referente ao domínio componente celular  

Figura 12: Distribuição dos termos do GO do domínio componente celular. Resultados são mostrados para as ESTs (A) e 

os uniques (B). Para as ESTs foram considerados apenas os termos que foram atribuídos para no mínimo 20 sequências e 

para os uniques, no mínimo, 10 sequências. 
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A)  Distribuição das ESTs por termo do GO referente ao domínio processo biológico  

Figura 13: Distribuição dos termos do GO do domínio processo biológico. Resultados são mostrados para ESTs (A) e os 

uniques (B). Para as ESTs foram considerados apenas os termos que foram atribuídos para no mínimo 50 sequências e 

para os uniques, no mínimo, 20 sequências. 

B)  Distribuição dos uniques por termo do GO referente ao domínio processo biológico  
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A)  Distribuição das ESTs por termo do GO referente ao domínio função molecular  

A)  Distribuição dos uniques por termo do GO referente ao domínio função molecular  

Figura 14: Distribuição dos termos do GO do domínio função molecular. Resultados são mostrados para ESTs (A) e os 

uniques (B). Para as ESTs foram considerados apenas os termos que foram atribuídos para no mínimo 20 sequências e 

para os uniques, no mínimo, 10 sequências. 
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Componente celular – Nível 2 - ESTs 

Componente celular – Nível 2 - Uniques 

Figura 15: Distribuição das sequências em relação dos aos termos do GO do domínio componente celular nível 2. 

Resultados são mostrados considerando as ESTs (A) e  os uniques (B).   
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Processo Biológico – Nível 2 - Uniques 

Processo Biológico – Nível 2 - ESTs 

Figura 16: Distribuição das sequências em relação dos aos termos do GO do domínio processo biológico nível 2. 

Resultados são mostrados considerando as ESTs (A) e os uniques (B).   
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Função molecular – Nível 2 - Uniques 

Função molecular – Nível 2 - ESTs 

Figura 17: Distribuição das sequências em relação aos termos do GO do domínio função molecular nível 2. Resultados 

são 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 funções celulares foram muito diversas, 

mas com poucos representantes cada uma. As vinte e cinco vias bioquímicas que 

apresentaram maior número de sequências de ESTs e uniques de T. serrulatus na análise 

através da ferramenta KEGG PATHWAY são mostradas na Tabela 5. As vias ribossomo, 

fosforilação oxidativa, processamento de proteína no retículo endoplasmático, contração de 

músculo cardíaco e digestão e absorção de proteínas foram aquelas que apresentaram 

maior número de sequências. Os mapas metabólicos das três vias mais representadas com 

transcritos de T. serrulatus é mostrado nas Figuras 18, 19 e 20. 

Conforme descrito nas seções anteriores, transcritos relacionados à síntese e 

processamento protéico e produção de energia foram muito representados na glândula de 

veneno do escorpião amarelo. Interessantemente, contração de músculo cardíaco apareceu 

como a quarta via que apresentou maior número de sequências. Esses transcritos são 

provavelmente provenientes da camada muscular que envolve a glândula.  

O transcriptoma de T. serrulatus possui genes conservados relacionados ao 

processo de secreção, uma vez que nele apareceram componentes das vias secreção 

pancreática, de bile e salivar. Os transcritos identificados no presente estudo e que fazem 

parte dessas vias são: protease, caveolina (proteína essencial para formação das cavéolas), 

fosfolipase A2 (lipase pancreática), aquaporina, bomba de Na
+
/K

+
. 

 

5.5 Histologia da glândula de veneno de T. serrulatus 

 

Um par de glândulas de veneno, uma em cada lado do corpo é encontrada na 

vesícula do telson (Polis, 1990). Histologicamente, na análise do telson de fora para dentro 

observam-se a cutícula seguida por uma espessa camada de músculos compressores que 

envolvem a glândulas de veneno (Fig. 21A). Em T. serrulatus, o epitélio secretório 

demonstra extensivo dobramento e é suportado por uma delgada camanda de tecido 

conjuntivo frouxo. As células epiteliais são altamente polarizadas, com núcleo basal 

contendo cromatina finamente granulada (Fig. 21B), típico de célula em intensa atividade 

metabólica. Especialmente em torno do núcleo, o citoplasma é granular e basofílico. Essas 

características das células epiteliais são típicas de células com intensa atividade de síntese 
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protéica. Interessantemente, foram observadas diferentes morfologias e padrões de 

coloração dos produtos secretados (Fig. 21C). Assim, foram observados grânulos de 

diferentes diâmetros e coloração (acidófilos, basófilos e com distinta intensidade de 

coloração). Grânulos com padrão de coloração heterogêneo sugere a presença de 

compartimentalização da síntese de diferentes componentes do veneno. 

  

Tabela 5: Vias bioquímicas mais representadas na análise de ESTs e Uniques de T. 

serrulatus submetidas a ferramenta KEGG PATHWAY. 

 

 

 

 

 

 

Vias KEGG

Entrada Via metabólica nº de uniques nº of ESTs

1 03010  Ribosome 21 22

2 00190  Oxidative phosphorylation 13 16

3 04141 Protein processing in endoplasmic reticulum 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 análise das ESTs usando a ferramenta KEGG PATHWAY. Na parte esquerda 

da figura observam-se os componentes protéicos dos ribossomos e à direita são mostrados tais componentes destacando 

em verde aqueles encontrados no transcriptoma de T. serrulatus. 
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Figura 19: Via da Fosforilação oxidativa fornecida pela análise das ESTs usando a ferramenta KEGG PATHWAY. A 

produção de veneno é um processo considerado energeticamente custoso. Nesse sentido, diversas sequências similares a 

proteínas presentes na via de fosforilação oxidativa foram encontradas. Na parte superior da figura são mostrados os 

complexos protéicos envolvidos na produção de energia na mitocôndria. Na parte inferior são mostradas as subunidades 

que constituem os complexos protéicos com os componentes encontrados no transcriptoma de T. serrulatus destacados em 

verde. 
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PRANCHA DA HISTOLOGIA DA GLANDULA DE VENENO 

 

Figura 20: Via relacionada ao processamento de proteínas no retículo endoplasmático fornecida pela análise das 
ESTs usando a ferramenta KEGG PATHWAY. A glândula de veneno é um órgão especializado na síntese de 

proteínas e, nesse sentido, foram encontrados diferentes componentes da via de processamento de proteínas no 

transcriptoma de T. serrulatus. As proteínas que apresentaram similaridade com ESTs do presente estudo foram: 

CRT = calreticulina; ERP57 = proteína dissulfeto isomerase família A, membro 3; Sec62/63 = Proteína de 

translocação Sec62; PDIs = proteína dissulfeto isomerase A1; TRAP = Proteína associada a translocon; Hsp70 = 

proteína de choque térmico de 70 kDa; sHSF = cristalin alfa A; Ubc6/7 enzima E2 J1 de conjugação a ubiquitina. 

Interessante notar que foram encontradas 4 ESTs com similaridade a dissulfeto isomerases. Essas enzimas, que são 

importantes para a formação de pontes dissulfeto e devem desempenhar um papel importante na síntese de toxinas, 

uma vez que muitas delas apresentam pontes dissulfeto em sua estrutura. 
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Figura 21: Características histológicas da glândula de veneno de T. serrulatus. A) A cutícula separa a 

estrutura da glândula do meio externo. Na porção médio-dorsal, uma espessa camada muscular envolve a 

glândula de veneno. O epitélio secretório demonstra extensivas dobras, o que possivelmente favorece a 

produção de uma maior quantidade de veneno. Esse epitélio secretório é suportado por uma delgada camada 

de tecido conjuntivo frouxo. B) Detalhe das células epiteliais demonstrando sua morfologia prismática, com 

núcleo basal (seta) contendo cromatina fina e com nucléolo bem evidente. Em volta do núcleo, observa-se 

aspecto granuloso, típico de célula contendo grande número de ribossomos. Essa figura foi obtida da 

glândula de veneno incluída em resina glicol-metacrilato, corada com azul de toluidina, o que favorece a 

obtenção de imagens de melhor resolução para visualização dos componentes celulares quando comparado 
com a inclusão em parafina e coloração com hematoxilina-eosina (HE). C) Detalhe das células epiteliais, 

com destaque a variedade de glânulos sintetizados por elas. Podem ser observados grânulos basófilos e 

acidófilos (setas) e com diferentes granulometrias presentes em células epiteliais adjacentes. Essa imagem foi 

obtida a partir de material incluído em parafina e corado com HE que também permitiu visualizar as 

características das células epiteliais típicas de células em intensa atividade de síntese protéica, como núcleo 

contendo nucléolo evidente e cromatina fina e citoplasma basófilo em torno de núcleo. 

 

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

T. serrulatus 

 

As sequências dos uniques considerados componentes do veneno foram traduzidas 

e utilizadas para a busca de ortólogos próximos com auxílio da ferramenta Seed Server e 

ortólogos distantes utilizando PSI-BLAST contra o UniProt e PSI-tBLASTn contra dbEST.  

As análises com o Seed Server foram realizadas com todos os peptídeos e proteínas 

listados na Tabela 4 que apresentaram sequência completa. Utilizando essa ferramenta 

resultados não foram encontrados para alguns componentes como Ts18, peptídeo similar a 

ponericina-W-like, proteína ricos em glicina. Os grupos de organismos nos quais foram 

encontrados ortólogos usando o Seed Server são mostrados na Tabela 6. Deve-se ressaltar  
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que essa ferramenta é bastante rigorosa, uma vez que exige cobertura mínima de 50% da 

sequência usada como entrada, 50% de identidade, dentre outros pré-requisitos (Barbosa-

Silva et al., 2008; Fernandes et al., 2008). Assim, essa busca não objetivou encontrar toda 

gama de ortólogos da sequência usada como entrada, mas sim identificar ortólogos muito 

próximos para uma anotação baseada em similaridade mais criteriosa. A comparação entre 

a Tabela 6 e 7 evidência o maior rigor do Seed Server na identificação de ortólogos. 

As sequências de Ts17 e Ts19 (Fig. 22) e AMP e peptídeo aniônico (Fig. 23), cujas 

sequências completas não foram ainda descritas em T. serrulatus são apresentadas 

juntamente com seus ortólogos. De acordo com as buscas realizadas pelo programa Seed 

Server, ortólogos de Ts17, Ts19, AMPs e peptídeo aniônico de T. serrulatus foram 

encontrados apenas em membros da família Buthidae. Esses peptídeos de T. serrulatus e 

seus ortólogos foram alinhados usando a ferramenta webPrankster (Löytynoja e Goldman, 

2010).  

Grande número de ortólogos foram identificados para Ts17 (Fig. 22A). Desde que 

uma grande parte desses ortólogos consistem em α-NaTx, Ts17 teria possivelmente essa 

ação. A análise da sequência de Ts17 indica que ela seria amidada na porção C-terminal 

devido a presença do motivo GKK. Estudos eletrofisiológicos e a identificação do peptídeo 

no veneno são necessários para confirmar essas hipóteses.  

Existe evidência da ocorrência de Ts19 no veneno de T. serrulatus desde que um 

peptídeo contendo uma sequência de 10 aminoácidos idênticos a Ts19 foi identificado em 

estudo de proteoma (Rates et al., 2008). Essa sequência (Fig. 22B) possui 37% de 

identidade com a β-KTX Ts8. Devido a presença de 6 cisteínas, o peptídeo maduro contém 

provavelmente 3 pontes dissulfeto. Diego-Garcia et al. (2007) identificou peptídeos 

similares a Ts19 em espécies do gênero Tityus e considerou que esses componentes 

formariam um grupo distinto das β-KTX. Entre os ortólogos 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 não apresentou resultado utilizando Seed Server. Por se tratar de sequência 

nova em T. serrulatus, o alinhamento dela com a única sequência obtida pelo BLASTx é 

mostradas na Figuras 23. Embora Ts18 tenha sido anotada como provável toxina de canal 

para Na
+
, dada a sua similaridade ao peptídeo proveniente de H. judaicus também anotado 

dessa forma, ela possui algumas características de toxinas de canal para K
+
. Ou seja, ela é 

mais curta do que as NaTxs típicas e possui provavelmente 3 pontes dissulfeto, que são 
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mais comuns em KTxs. Assim, estudos eletrofisiológicos são necessários para confirmação 

da atividade da Ts18. 

Três famílias de prováveis peptídeos antimicrobianos foram identificados no 

transcriptoma de T. serrulatus: AMPs, peptídeo aniônico e Ponericina-like (Figs. 24 e 25). 

Exceto para peptídeos aniônicos, que até o presente momento não tiveram sua atividade 

antimicrobiana investigada, ortólogos de AMPs e ponericina-like já foram submetidos a 

estudos funcionais que confirmaram sua atividade. Uma característica comum a esses três 

peptídeos é a ocorrência de aminoácidos hidrofóbicos e aminoácidos carregados, que 

dariam ao peptídeo um caráter anfipático. 

Utilizando ferramentas de proteômica, peptídeo Pape e hipotensinas já foram 

descritos no veneno de T. serrulatus. No presente estudo, as sequências completas de seus 

precursores, que inclui o peptídeo sinal foram identificadas e mostradas nas Figuras 26 e 

27. Além dessas, sequências muito similares a Ts12 e Ts15 já descritas anteriormente 

foram identificadas e essas sequências variantes são mostradas nas Figuras 28 e 29. Uma 

vez que esses peptídeos foram diretamente sequenciados pela metodologia de degradação 

de Edman, o transcriptoma trouxe como novidade a sequência do peptídeo sinal. Uma 

outra observação interessante é que para todos esses componentes, foram encontradas pró-

regiões eliminadas no peptídeo maduro. A importância dessas pró-regiões no 

processamento dos peptídeos ainda precisa ser investigada. 

Na busca por ontólogos distantes optou-se por mostrar os grupos de organismos nos 

quais foram identificadas espécies contendo sequências ortólogas aos componentes do 

veneno de T. serrulatus, uma vez que, para alguns componentes, um grande  número de 

ortólogos foram obtidos pela análise de PSI-BLAST. Assim, para obter essa informação 

utilizou-se os identificadores taxonômicos 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) são mostrados na Tabela 7.  

Independente da ferramenta usada (Seed Server, PSI-BLAST ou PSI-tBLASTn), 

NaTxs apenas foram encontradas em espécies da família Buthidae, enquanto que as KTx 

apresentaram distribuição mais ampla e seus ortólogos foram encontrados na ordem 

Scorpiones.  

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

surgiram no gênero Tityus (como hipotensina 1, Tspept3), quanto proteínas que surgiram 
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em grupos basais e são amplamente distribuídos nos organismos (como metaloproteases e 

hialuronidases) e foram recrutadas para serem expressas nas glândulas de veneno.  

Para alguns componentes do veneno foram observadas divergências de resultados 

quanto aos grupos de organismos nos quais os ortólogos foram encontrados. Como era 

esperado, a busca por ortólogos realizadas pelo Seed Server foi mais rigorosa. Assim, 

enquanto esse programa encontrou ortólogos de peptídeo aniônico apenas em membros da 

família Buthidae, o PSI-tBLASTn identificou sequências relacionadas a peptídeo aniônico 

na Ordem Scorpiones. Em geral, os resultados de PSI-tBLASTn e PSI-BLAST foram 

semelhantes e as divergências encontradas podem estar relacionadas com o depósito da 

proteína sem depósito correspondente do transcrito ou vice-versa. 

 

5.7 Análise comparativa entre o transcriptoma de T. serrulatus e catálogos de 

transcritos de quelicerados 

 

Com objetivo de identificar diferenças e similaridades na ocorrência de transcritos 

e padrão de expressão das glândulas de veneno foi realizada análise comparativa entre 

transcriptomas obtidos de diferentes espécies de quelicerados. Dados a respeito do número 

de ESTs analisados, do número de uniques obtidos após o processo de agrupamento, 

proporção de resultados de BLASTx de uniques e ESTs contra o UniProt e nr e proporção 

de resultados de tBLASTx dos uniques de T. serrulatus conta os catálogos de transcritos 

dos demais quelicerados são mostrados na Tabela 8.  

Uma porcentagem relativamente alta de sequências sem match foi uma 

característica comum na maioria dos transcriptomas de quelicerados analisados. Cerca de 

27–56% dos Uniques e 22–58% das ESTs não apresentaram hits significativos com 

sequências depositadas nos bancos de dados. Exceto para o transcriptoma de N. 

antipodiana, no qual 74% dos uniques e 79% das ESTs apresentaram resultado da análise 

de BLASTx, quase a metade das ESTs não apresentou match com sequências depositadas 

em banco de dados públicos. Esse resultado indica a relativa escassez de informação 

molecular dos escorpiões e de organismos relacionados. A alta porcentagem de resultados 

na análise através da ferramenta BLASTx do transcriptoma de N. antipodiana pode estar 

relacionado ao pequeno número de sequências nesse catálogo de transcritos ou ao 

considerável interesse pelas glândula de seda como fonte de biomateriais (Prosdocimi et 

al., 2011). Vale ressaltar que a ocorrência de match não significa que a função da proteína 

seja conhecida e uma considerável proporção das sequências desses transcriptomas pode 
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ter sido alinhada com proteínas preditas ou não caracterizadas, como de fato ocorreu para o 

transcriptoma de T. serrulatus, no qual 10% das ESTs foram anotadas desta forma.  

A comparação do transcriptoma de T. serrulatus contra catálogos de transcritos de 

outros quelicerados revelaram que as espécies mais próximas de T. serrulatus 

apresentaram transcriptomas com maior similaridade ao catálogo 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 comparação foi realizada 

entre o transcriptoma da glândula de veneno de T. serrulatus com o de outro escorpião 

também pertencente à família Buthidae (L. mucronatus). Quando a mesma análise 

comparativa foi realizada contra as ESTs, esse padrão não foi observado devido à 

redundância de transcritos nos transcriptomas de I. ricinus, S. scabiei e L. polyphemus 

(observe coluna ‘resultados de tBLASTx usando ESTs’ na Tabela 8). Como exemplo, em 

I. ricinus, 47% da similaridade com T. serrulatus foi causada por apenas 5 agrupamentos 

contendo dezenas de ESTs que codificaram subunidades de citocromo c oxidase (3 

agrupamentos), uma subunidade ATP sintase (1 agrupamento) e uma proteína hipotética (1 

agrupamento). A similaridade entre T. serrulatus e outros transcriptomas de glândulas 

(salivar e de seda) não foi necessariamente maior do que a similaridade entre o 

transcriptoma de T. serrulatus e de animais inteiros. A avaliação da ocorrência e do nível 

de expressão de ortólogos dos componentes de veneno de T. serrulatus em outros 

transcriptomas usando o programa tBLASTn e tBLASTx são mostrados nas Tabelas 9 e 

10, respectivamente. Com exceção do transcriptoma de L. mucronatus, que compartilhou 

muitas sequências e padrão de expressão com T. serrulatus, os outros catálogos de 

transcritos apresentaram um pequeno número de ESTs similares a componentes do veneno 

de T. serrulatus.  

Especialmente em transcriptomas proveniente de espécies não pertencentes à 

ordem Scorpiones, a incidência e nível de expressão 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 número de hits, os resultados do tBLASTn 

são mais confiáveis quando se busca uma determinada proteína, uma vez que o usuário 

oferece a sequência de aminoácidos como sequência de entrada. Uma vez que o tBLASTx 

traduz a sequência de nucleotídeos de entrada nas seis janelas de leitura, o programa pode 
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encontrar uma outra sequência de nucleotídeo que não necessariamente codifica a 

sequência de aminoácidos correspondente a da proteína pesquisada. Isso pode explicar, por 

exemplo, a ocorrência de sequência similar a uma provável KTx em E. spinosa na análise 

por tBLASTx. 

Considerando que a maioria dos componentes de veneno foi exclusiva das 

glândulas de veneno, genes relacionados a homeostase e processos celulares gerais foram 

os principais responsáveis pela similaridade encontrada entre os transcriptomas. De fato, 

isso pôde ser observado tanto na análise da anotação das sequências responsáveis por 50% 

da similaridade com o transcriptoma de T. serrulatus (Tabela 11) quanto na avaliação da 

distribuição dos termos do GO entre os transcriptomas de quelicerados (Fig. 30). 

Quanto à distribuição dos termos do GO para os diferentes transcriptomas, pôde-se 

observar que os catálogos de transcritos de glândulas de veneno apresentaram alguns 

aspectos particulares. Por exemplo, maior porcentagem de sequências foi assinada com o 

termo ‘extracellular region’ em transcriptomas de glândulas de veneno. Assim, enquanto 

40% das anotações dos transcritos de T. serrulatus constituiu-se no termo ‘extracellular 

region’, apenas 3% das anotações das ESTs pertencentes à M. gibbosus (transcriptoma de 

animal inteiro) foi realizada com esse termo. Além disso, a porcentagem de sequências 

assinadas com o termo ‘multi-organism process’, ‘response to stimulus’ e ‘channel 

regulator activity’ foram claramente maiores em transcriptomas de glândulas de veneno do 

que em transcriptomas de animais inteiros. Em particular, T. serrulatus e L. mucronatus, 

ambos butídeos, apresentaram padrão muito semelhante de distribuição de termos do GO. 
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Figure 23: Alinhamento de Ts18 (U-BUTX-Ts1b) de T. serrulatus com a sequência de U1-buthitoxin-Hj1a 

de Hottentotta judaicus. O peptídeo sinal (seta verde) e sítio de clivagem são mostrados (entre o aminoácido 

21-22).  

 

 

 

 
Figura 24: Sequências traduzidas de AMPs e peptídeo aniônico obtidas no transcriptoma da glândula de 
veneno de T. serrulatus e os alinhamentos com ortólogos encontrados via Seed Server. Em A, observe que 3 

sequências diferentes são observadas em T. serrrulatus, T. costatus, L. mucronatus e Mesobuthus martensii. 

O sítio de clivagem do peptídeo sinal é localizado entre os aminoácidos 22 e 23(B) A sequência de peptídeo 

aniônico não apresentou formas variantes em T. serrulatus e o alinhamento com seus ortólogos demonstra 

que essa sequência é relativamente conservada. O peptídeo sinal com o sítio de clivagem entre os 

aminoácidos 24 e 25 é mostrado. Todos os alinhamentos foram realizados no programa webprankster 

(Löytynoja e Goldman, 2010) e a edição feita com auxílio do programa Jalview (Waterhouse et al., 2009).  

  

 

 

 

 

 

Figura 25: Peptídeo semelhante a ponericina apresentou duas formas variantes em T. serrulatus. Setas pretas 

indicam as sequências identificadas no presente estudo. O peptídeo sinal (seta verde) e o sítio de clivagem 

entre os aminoácidos 23 e 24 são mostrados. 

A) Provável toxina de canal para Na+ (U-BUTX-Ts1b)  

                                                    peptídeo sinal                                         peptídeo maduro 

 

B) Peptídeo aniônico 

Peptídeo sinal                                                     Peptídeo maduro A) AMPs 

Peptídeo sinal                                                            Peptídeo maduro 

A) Ponericina-like  

                                   peptídeo  sinal                                                                  peptídeo maduro 
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Figura 26: Alinhamento do peptídeo Pape com seus ortólogos. A seta preta indica a sequência identificada 
no presente estudo e P86821 é a sequência previamente descrita em T. serrulatus. O peptide sinal (seta verde) 

e sítio de clivagem (entre o aminoácido 22-23) são mostrados. O indicador UniProt e a espécie de escorpião 

correspodente são indicados. 

 

 

 

 

 

Figura 27. Sequências de hipotensinas encontradas no transcriptoma de T. serrulatus (setas pretas). O 

peptídeo sinal (seta verde) com o sítio de clivagem (entre os aminoácidos 24 e 25) é mostrado. 

 

 

 

 

 

Figura 28. Sequência similar a Ts15 (seta preta) encontrada em T. serrulatus. O peptídeo sinal (seta verde) 

com o sítio de clivagem (entre os aminoácidos 27 e 28) é mostrado. 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Sequências de peptídeo similar a Tspept2 ou Ts12(seta preta) encontrada em T. serrulatus. O 

peptídeo sinal (seta verde) com o sítio de clivagem (entre os aminoácidos 26 e 27) é mostrado. 

 

Hipotensinas 

                                                   peptídeo sinal                                    peptídeo maduro 

 

Peptídeo similar a Tspept2 ou Ts12 
                                                 peptídeo sinal                                              peptídeo maduro 

 

Peptídeo Pape 

                                               peptídeo sinal                                                     peptídeo  maduro 

 

Peptídeo similar s Ts15 
                                                 peptídeo sinal                                              peptídeo maduro 
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Figura 30: Análises de 13 transcriptomas de quelicerados quanto a distribuição dos termos do GO para os 

domínios componente celular (A), processo biológico (B) e função molecular (C). Como exemplo, a 
seguinte distribuição de anotações realizada pelo programa Blast2GO quanto ao domínio 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; Ll =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. DISCUSSÃO 

 

6.1 O transcriptoma como ferramenta de estudo 

 

O presente trabalho buscou estudar a diversidade e complexidade molecular da 

glândula de veneno de T. serrulatus por meio da avaliação do repertório de transcritos 

usando como estratégia a descrição das ESTs. Assim, nessa análise foram obtidas 1.629 

ESTs de excelente qualidade. A análise dos catálogos de transcritos tem proporcionado 

uma visão mais holística sobre as glândulas de veneno e, dessa forma, essa metodologia 

tem contribuído para acelerar a descoberta de peptídeos e proteínas sintetizados nesse 

órgão (Rodriguez de La Vega et al., 2010). De acordo com o nosso conhecimento, existem 

onze estudos de transcriptoma da glândula 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, 

Rendón-Anaya et al., 2012; Almeida et al., 2012). Entre eles, apenas o transcriptoma de C. 

noxius foi realizado com sequenciamento de nova geração (pirosequenciamento) no qual 

mais de 3 milhões de sequências foram produzidas. Nos demais trabalhos, o número 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 sequências e, dessa 

forma, o presente estudo fornece em média cerca de 4 vezes mais sequências descritas para 

uma espécie, comparando aos demais trabalhos. Assim, esse estudo representa o maior 

catálogo de transcrito de glândula de veneno de escorpiões obtidos por sequenciamento de 

Sanger. Esse maior número de ESTs analisadas apresenta a vantagem de possibilitar a 

identificação de transcritos que ocorrem em baixa frequência na glândula. Assim, a opção 

de avaliar um grande volume de dados contribui para a descoberta de novos genes. Além 

do maior número de ESTs analisadas, o presente trabalho tem como diferencial a análise 

comparativa entre transcriptomas de quelicerados. O aumento do número de 

transcriptomas disponíveis em banco de dados possibilitou a análise comparativa e 

inferências sobre a evolução molecular nesse subfilo. Tal avaliação permitiu, por exemplo, 

identificar similaridades e particularidades da transcrição de glândulas de veneno. 

Neste trabalho, 35 diferentes famílias de peptídeos 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, o veneno desse escorpião já foi explorado 

por análises proteômicas (Pimenta et al., 2001; Rates et al., 2008). Assim, apesar do 

veneno de T. serrulatus ser um dos mais estudados, a análise do transcriptoma ainda 

revelou pelo menos três sequências completas de potenciais toxinas e mais de uma dezena 

de novos possíveis componentes do veneno. Essa é possivelmente uma lista não conclusiva 

de componentes do veneno dessa espécie, uma vez que um grande número de sequências 

sem resultado na busca por similaridade (ou seja, ESTs sem match) foi obtido. Tais 

transcritos estão sendo investigados pelo nosso laboratório para identificar novos 

componentes do veneno. 

Análises de transcriptoma e proteoma têm sido normalmente usadas para explorar a 

complexidade dos componentes do veneno (Ma et al., 2009). Análise do proteoma do 

veneno de T. serrulatus foi realizada por Pimenta et al. (2001a). Nesse trabalho, o veneno 

foi submetido à fitração em gel que separou os constituintes de acordo com o peso 

molecular. Como resultado, duas frações, a II e a III, corresponderam a 90 e 10% de todo o 

efeito tóxico do veneno, respectivamente. A massa molecular da fração II 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 fração III foi mais complexa e 

predominantemente continha moléculas com massas entre 2.500 a 5.000 Da, que 

corresponde à família de toxinas de cadeias curtas, que agem em canais para K
+
, além de 

outros peptídeos desconhecidos. Esses autores obtiveram a massa molecular de 380 

componentes presentes nas duas frações investigadas. No presente estudo, foram 

identificadas 35 diferentes famílias 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 função identificada. Esse número de constituintes do 

veneno foi bem menor do que o descrito no estudo do proteoma (380 componentes). 

Comparações entre proteoma e transcriptoma dos escorpiões 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 tendência. Essa diferença 

pode estar relacionada ao fato de que uma parte das massas moleculares não identificadas 

no estudo de proteoma corresponde a fragmentos espúrios derivados de proteínas maiores, 

ou que o processo de agrupamento das ESTs que associam transcritos 95-100% similares 

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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gera uma subestimativa do número de sequências precursoras (Rodríguez de La Vega et 

al., 2010). Alternativamente, modificações pós-traducionais de uma mesma cadeia 

polipeptídica resultaria em uma expansão no número de sequências no proteoma (Pimenta 

et al., 2001). Além disso, deve-se considerar que essa lista de componentes do veneno 

obtida no estudo do transcriptoma é possivelmente incompleta e muitos constituintes 

podem não ter sido caracterizados e estão incluídos nas sequências consideradas ‘no 

match’. Outros estudos realizados com animais venenosos demonstram que análises de 

proteoma e transcriptoma também divergem em relação à abundância relativa de diferentes 

famílias de toxinas (Calvete et al., 2007; Sanz et al., 2008) 

Apesar das ferramentas de proteoma fornecerem uma visão precisa sobre a 

diversidade molecular dos venenos de escorpião, o reconhecimento de massas moleculares 

sem identificação prévia representa o principal desafio dessa tecnologia, uma vez que 

grande parte das proteínas do veneno em questão não possui similaridade com sequências 

de banco de dados. Nesse sentido, estudos de transcriptoma auxiliariam na obtenção uma 

visão mais completa da diversidade molecular dos venenos de escorpião (Ma et al., 2010; 

Rodríguez de La Vega et al., 2010). De acordo com Junqueira-de-Azevedo et al. (2006) e 

Schwartz et al. (2007), a estratégia baseada na descrição das ESTs tem se mostrado efetiva 

na descoberta da diversidade real da composição do veneno, permitindo caracterizar não 

apenas sequências de toxinas conhecidas, mas também moléculas atípicas expressas pela 

glândula de veneno (Ma et al., 2009). Por essa razão, neste trabalho, a ferramenta de 

descrição e análise das ESTs da glândula de veneno de T. serrulatus foi adotada como 

estratégia de se produzir uma visão geral dos transcritos presentes nesse órgão. 

Embora incompletos, os catálogos de transcritos de glândulas de veneno de 

escorpião fornecem uma figura geral dos processos celulares que ocorrem no estado 

fisiológico e ontológico no momento em que a biblioteca de cDNA é formada (Rodríguez 

de la Vega et al., 2010). Deve-se salientar que, dois dias antes da extração de RNA, os 

escorpiões utilizados neste trabalho foram submetidos à estimulação elétrica do télson para 

coleta de veneno. Essa prática também foi realizada no estudo de transcriptoma de outras 

espécies com variações do número de dias entre a extração 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 Rendón-Anaya et al. (2012). Existem três trabalhos de transcriptoma de glândula 
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de veneno de escorpião, realizados com as espécies H. judaicus (Morgenstern et al, 2011), 

T. stigmurus (Almeida et al., 2012) e C. noxius (Rendón-Anaya et al., 2012) nos quais a 

extração do veneno antes da montagem da biblioteca de cDNA não foi realizada. A 

extração prévia do veneno faz com que, no momento da obtenção do RNAm da glândula, 

esse órgão apresente um padrão de expressão gênica que representa o seu estado ativado. 

De acordo com específicas observações do curso do tempo de produção do transcrito da 

toxina, o nível máximo de RNA mensageiro ocorre 24 a 48 horas após a extração do 

veneno (Alami et al., 2001; Zeng et al., 2002). De fato, a proporção dos componentes do 

veneno em H. judaicus (não submetido a extração prévia) foi de 24% do total de 

transcritos, um valor consideravelmente mais baixo do que o obtido em outros butídeos. Os 

transcritos para possíveis constituintes do veneno de T. serrulatus correspondem a no 

mínimo 36% do total das ESTs. Esse valor encontra-se intermediário aos obtidos para S. 

jendeki (50% das ESTs corrresponderam a toxinas do veneno) (Ma et al., 2009) e H. 

gertschi (aproximadamente 30% das ESTs) (Schwartz et al., 2007).  Embora as diferenças 

na proporção de constituintes do veneno podem ser em parte influenciadas pela 

metodologia utilizada, muitos autores relacioanam essas diferenças de expressão a 

variações genéticas entre as espécies e mesmo entre populações 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 visão sobre os processos moleculares que ocorrem nas células 

da glândula de veneno (Schwartz et al., 2007). Assim, um grande número de transcritos 

apresentando a mesma anotação ou sendo anotados como componentes de uma mesma via 

metabólica ou ainda a presença de diferentes transcritos em uma mesma categoria do Gene 

Ontology podem sugerir que tal via metabólica/categoria é muito importante dentro do 

processo biológico da glândula de veneno do escorpião. Por exemplo, intuitivamente a 

glândula de veneno deve dar suporte a intensa síntese e secreção proteicas para produzir 

grande quantidade de proteínas do veneno (Rodríguez de La Vega, 2010). De fato, 

diferentes metodologias como análise histológica, anotação manual, anotação funcional 

utilizando o programa Blast2GO, mapeamento das ESTs e uniques por meio das Vias 

KEGG indicaram os processos celulares de destaque na glândula de veneno, que foram: 
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síntese proteica, produção de energia e componentes do citoesqueleto possivelmente 

relacionados à manutenção da estrutura da glândula e contração durante a injeção do 

veneno. Apesar da indiscutível relevância de tais processos biológicos na glândula de 

veneno, eles constituem vias comuns a maioria das células. Assim, análises comparativas 

entre transcriptomas são necessárias para avaliar se esses processos são realmente mais 

acentuados na glândula de veneno e quais são as particularidades desse órgão quanto a 

expressão gênica. 

Quando os catálogos de transcritos não estão disponíveis em banco de dados 

públicos, a única forma de se comparar os resultados dos transcriptomas é extraindo os 

dados descritos na publicação. Entretanto, como as metodologias de análises empregadas 

(valores de corte de qualidade e de E-value, método de anotação, dentre outros) em 

diferentes estudos não são as mesmas, o exercício de comparação torna-se limitado. Dessa 

maneira, confiáveis generalizações a cerca da ocorrência e expressão dos transcritos 

geralmente não podem ser feitas. Assim, no presente estudo, além da comparação com os 

dados da literatura, optou-se por analisar diversos transcriptomas de quelicerados, e a partir 

daí, realizar as comparações com o catálogo de transcrito de T. serrulatus a fim de obter 

uma visão mais holística da transcrição em glândulas de veneno. 

Uma vez que a glândula de veneno é um órgão especializado na síntese de proteínas 

e peptídeos, esperava-se uma considerável proporçãode transcritos envolvidos nesse 

processo. De fato, 5% do total de transcritos e 20% dos uniques e 17% das ESTs anotadas 

como componentes celulares codificaram proteínas envolvidas diretamente com a síntese e 

processamento proteíco. Para uma outra espécie de escorpião, H. gertschi, 8,2% do total de 

transcritos e 16,2% de sequências únicas apresentaram similaridade com componentes 

ribossomais ou proteínas envolvidas no tráfego celular (Schwartz et al., 2007). Resultados 

similares foram obtidos por Fernandes-Pedrosa et al. (2008) em um estudo de 

transcriptoma da glândula de veneno da aranha L. laeta, no qual ESTs relacionadas ao 

processo de transcrição e tradução foram as mais abundantes dentro da categoria “proteínas 

celulares” (corresponderam a 8%). Interessantemente, comparando os dados obtidos de 

diferentes transcriptomas de glândulas de veneno, percebe-se que a proporção de 

transcritos relacionados com a síntese proteica foi consideravelmente semelhante nas 

diferentes espécies analisadas. Análises da anotação dos transcriptomas com os termos do 

GO e anotação manual não encontraram consideráveis diferenças na proporção de 

transcritos relacionados com a síntese e processamento protéico entre os transcriptomas de 
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glândula de veneno e outras glândulas ou animais inteiros. Aparentemente, tais transcritos 

não estão aumentados nas glândulas de veneno. Para exemplificar, transcritos que 

codificam fatores de elongação da tradução corresponderam a 0,4, 0,7 e 1,1% do total de 

ESTs nos transcriptomas de T. serrulatus (glândula de veneno), L. polyphemus (animal 

inteiro) e I. ricinus (glândula salivar), respectivamente. 

A importância do correto processamento proteico no contexto da glândula de 

veneno de escorpião é enfatizada pela presença de transcritos codificando proteínas 

relacionadas ao dobramento adequado de peptídeos, processamento pós-traducional ou 

degradação dependente de proteossoma (Schwartz et al., 2007). Em T. serrulatus, ESTs 

relacionadas diretamente com esses processos corresponderam a 3,4% dos transcritos 

incluídos na categoria proteínas celulares. Processamento, direcionamento e degradação de 

proteínas somaram 5% das ESTs de L. laeta, sendo essa categoria formada principalmente 

por proteínas 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 pós-traducional 

de proteínas. Um deles apresentou match com enzimas de glicolisação β-1,4-

manosiltransferases, que é consistente com a presença de proteínas glicosiladas no veneno 

de escorpiões (Valdez-Cruz et al., 2004). E o outro, com similaridade a aminopeptidases 

da família M17, é possivelmente secretado como componente do veneno e poderia ser 

importante para modificações pós-traducionais de componentes da glândula de veneno. No 

presente estudo, um transcrito codificando PAM (peptidylglycine α-amidating 

monooxygenase) foi identificado. Alguns estudos indicam que tal enzima pode estar 

envolvida com a amidação C-terminal de peptídeos do veneno de escorpiões (Rates et al., 

2008; Diego-García et al., 2005; Barona et al., 2006), modificação essa que é 

possivelmente necessária para que o peptídeo exerça sua função biológica (Jiang et al., 

2000). De fato, a provável NaTx identificada no presente estudo (Ts17) apresenta na sua 

porção C-terminal a sequência GKK, que é clivada e o  resíduo de glicina fornece o grupo 

amina para a amidação da prolina que precede esses três aminoácidos. Esse mesmo 

processamento é realizado para TdNa8 de T. discrepans e TbTx5 de T. bahiensis, nas quais 

a prolina também é amidada e para Ts3 de T. serrulatus, na qual a serina precedente aos 

três aminoácidos C-terminais é amidada (Schwartz et al., 2007; D’Suze et al., 2009). 

Os processos de síntese e secreção proteica são considerados energeticamente 

custosos para a célula. Nesse contexto, escorpiões que tiveram seus venenos artificialmente 
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depletados demonstraram aumento do consumo de oxigênio e estima-se que 40% de toda 

taxa metabólica do escorpião Parabuthus transvaalicus esteja relacionada com a produção 

do veneno (Nisani et al., 2007). No presente estudo, considerável parcela das ESTs 

codificou proteínas mitocondriais (4% de todas as ESTs e 14% das ESTs correspondentes 

a proteínas celulares). Porcentagens semelhantes foram obtidas para H. gertschi, no qual 

4,1% de todas as ESTs e 7,4% de precursores de proteínas identificadas apresentaram 

similaridade com componentes da mitocôndria (Schwartz et al., 2007). Apesar desse 

considerável percentual de transcritos para proteínas mitocondriais, alguns componentes 

envolvidos com a produção de energia não estão aumentados em glândulas de veneno 

quando comparados a outras glândulas 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 glândulas de veneno de L. laeta, T. serrulatus e H. petersii, 

respectivamente, enquanto nos catálogos 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 níveis de citocromo b foram muito semelhantes para transcriptomas de 

glândula de seda (N. antipodiana), glândula de veneno (T. serrulatus) e de animal inteiro 

(E. spinosa) e corresponderam a 0,5, 0,4 e 0,5% das ESTs, respectivamente. 

A análise histológica da glândula de veneno de T. serrulatus mostra uma espessa 

camada muscular envolvendo esse órgão. Transcritos provavelmente expressos nesse 

tecido associados com outros responsáveis pela manutenção da estrutura da glândula 

corresponderam a 18% das ESTs relacionadas com componentes celulares. A comparação 

da expressão de transcritos pertencentes a essa categoria não foi muito diferente entre os 

transcriptomas analisados. Como exemplo, transcritos para actina perfizeram 1% das ESTs 

de T. serrulatus, 0,5% de L. mucronatus (glândula de veneno), 0,8% de N. antipodiana 

(glândula da seda), 1,2% de L. polyphemus (animal inteiro) e 1,4% de E. spinosa (animal 

inteiro). 

Conforme descrito acima, o nível de expressão de genes envolvidos com a 

homeostase celular é relativamente semelhante entre os diferentes transcriptomas de 

quelicerados amostrados. As análises usando a ferramenta Blast2GO também mostraram 

um padrão de distribuição dos termos do GO bastante similar entre os catálogos de 

transcritos estudados. A comparação entre os transcriptomas evidenciou as particularidades 

das glândulas de veneno, que se destacaram dos demais catálogos de transcritos devido as 

ESTs que codificam componentes secretados e que irão constituir as proteínas/peptídeos 
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do veneno. Corroborando esses dados, a análise comparativa do perfil transcricional do 

telson e do escorpião inteiro da espécie C. noxius indicou que a maioria dos transcritos 

(73%) foi encontrada tanto no corpo quanto no telson, sendo 3,5% específicos do corpo do 

escorpião e 23,8% exclusivos do telson (Rendón-Anaya et al, 2012).  

 

6.3 ESTs relacionadas a componentes do veneno 

 

Considerando as informações já descritas sobre a composição do veneno (Pimenta 

et al., 2001; Rates et al., 2008; Cologna et al., 2009), alto nível de expressão de 

neurotoxinas era esperado. De fato, os principais agentes responsáveis pelos efeitos tóxicos 

(as NaTx)  durante o envenenamento por T. serrulatus apresentaram alto nível de 

expressão (correspondendo a 6% do total de transcritos). Em particular, grande número de 

transcritos foi observado para Ts1 e Ts2. No transcriptoma de T. stigmurus, outro 

escorpião que causa acidentes no Brasil, a proporção de NaTx foi de 1,3% do total de 

transcritos (Almeida et al., 2012). Uma vez que esses dois escorpiões do gênero Tityus 

apresentam toxinas bastante similares, a maior proporção de NaTx em T. serrulatus pode 

estar relacionado a maior letalidade dessa espécie quando comparada a T. stigmurus. Além 

das sequências de toxinas mais comuns, dois uniques distintos chamados no presente 

trabalho de Ts17 e Ts18 apresentaram alta similaridade com NaTxs de outros escorpiões e 

podem constituir novas toxinas cujas as atividades biológicas precisam ser investigadas. 

KTxs também apresentaram grande número de ESTs (correspondendo a 8% do 

total de transcritos), entretanto, essa alta expressão 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 expressão relativamente alta na glândula 

de veneno de T. serrulatus e pode consistir em uma nova sequência completa de toxina. 

Apesar da alta expressão, a proporção 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 diferença encontrada entre a proporção de NaTx e KTx entre esses dois 

escorpiões pode ser espécie-específica ou refletir o perfil transcricional da glândula de 

veneno em repouso em T. stigmurus e ativa em T. serrulatus. De fato, no transcriptoma da 

glândula em repouso de H. judaicus, a proporção de NaTx foi subrepresentada e as toxinas 

mais abundantes foram KTxs. Assim, parece ocorrer uma expressão diferencial entre KTxs 
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e NaTxs nos estados ativos e em repouso na glândula de veneno de butídeos. Uma possível 

implicação biológica dessa observação seria que dada a importância das NaTxs para a 

sobrevivência dos escorpiões, a reposição dessas toxinas após a utilização ou extração do 

veneno seria rápida. 

Além das neurotoxinas, a glândula de veneno de T. serrulatus apresentou intensa 

expressão de peptídeo Pape, AMPs, metaloproteases, peptídeo aniônico e hipotensinas. 

Considerando essa alta expressão, esses constituintes podem apresentar importantes 

funções na glândula de veneno de escorpiões e serão discutidos abaixo.  

ESTs com similaridade a BPP (Peptídeo Pape) tiveram alta ocorrência no 

transcriptoma de T. serrulatus, correspondendo a 23% das ESTs relacionadas a 

componentes do veneno. Considerável presença desse peptídeo também foi detectada pelo 

estudo do proteoma da glândula 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). Sequências homólogas a obtida no transcriptoma de T. serrulatus foram descritas 

em diversas espécies como T. costatus (Diego-García 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 ocorrência de peptídeos similares a Ponericina-L1 e 

Ponericina-L2 na análise do peptidoma do veneno de T. serrulatus. No presente trabalho, 

foram identificadas a sequência completa desse peptídeo e outras três sequências de AMPs. 

AMPs tem sido descritas no veneno de várias espécies de escorpiões (Schwartz et al., 

2007; Ma et al., 2009; Silva et al., 2009; Ma et al., 2010; Ruiming et al., 2010), sendo 

observado alto nível de expressão em algumas delas (Ma et al., 2009; Ma et al., 2010). 

Ainda não se tem um consenso do papel desses peptídeos no veneno de escorpiões, 

entretanto, algumas funções têm sido sugeridas. AMPs podem proteger os escorpiões 

contra infecção bacteriana via o par de ductos que diretamente conecta a glândula de 

veneno ao ambiente externo. Além disso, AMPs podem despolarizar células neurais 

induzindo imobilização da presa permitindo que os escorpiões a capture e podem 

potencializar ações de outras neurotoxinas encontradas no veneno (Carballar-Lejarazú et 

al., 2008). Recentemente, peptídeos antimicrobianos tem se tornado foco da toxinologia, 

uma vez que novas substâncias e arcabouços moleculares são necessários para dar resposta 

à ocorrência de cepas de bactérias resistentes (Pimenta e De Lima, 2005). Por exemplo, o 
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AMP chamado scorpina, foi produzido em sistema heterólogo e demonstrou atividade 

contra diferentes patôgenos: (1) efeitos antibacterianos contra Bacillus subtilis e Klebsiella 

pneumonia; (2) mortalidade de estágios sexuais de Plasmodium berghei e P. falciparum; e 

(3) inibição da replicação do vírus da dengue-2 em células de mosquito C6/36 (Carballar-

Lejarazú et al., 2008). Outro AMP, denominado mucroporina, foi capaz de causar efeitos 

de inibição bacteriana (Dai et al., 2008). Esse peptídeo causou morte de Staphylococcus 

aureus muito rapidamente, e pode efetivamente inibir alguns patógenos resistentes a 

antibióticos (Dai et al., 2008). Dessa forma, apesar de ensaios microbiológicos serem 

necessários, os AMPs descritos no presente trabalho podem ser considerados potenciais 

candidatos a antibióticos. 

Morgenstern et al. (2011) demonstraram grande abundância de proteases como 

metaloproteases na glândula de veneno em repouso do Buthidae H. judaicus. 

Interesantemente, todos os animais usados no presente trabalho tiveram o veneno extraído 

antes da extração de RNAm e ainda assim o nível de expressão de metaloproteases foi tão 

alto como o de alguns transcritos codificantes de NaTx e KTx. Prosdocimi et al. (2011) 

encontrou alta expressão de metaloproteases da família astacin no transcriptoma da 

glândula de seda de Gasteracantha cancriformis e sugeriram que tais proteínas 

desempenham um papel no processo de remodelamento durante a deposição da fibra da 

seda. Uma grande expressão de proteases foi também observada no veneno de L. 

mucronatus sugerindo que essas proteínas podem desempenhar função central no veneno 

de escorpiões (Ruiming et al., 2010). De fato, certas metaloproteases, chamadas 

antareases, purificadas a partir do veneno de T. serrulatus clivaram proteínas SNARE 

dentro do tecido pancreático e podem estar relacionadas com a pancreatite desenvolvida 

durante o envenenamento por escorpiões (Fletcher et al., 2010). Alternativamente, 

proteases como metaloproteases podem desempenhar papéis específicos na glândula de 

veneno. Um grande número de fragmentos derivados de peptídeos maiores tem sido obtido 

em estudos de proteoma do veneno de escorpiões (Pimenta et al., 2001; Rates et al., 2008). 

Aparentemente diferentes fragmentos derivados do mesmo peptídeo podem apresentar 

atividade biológica distinta (Diego-García et al., 2005). Assim, pode-se especular que a 

fragmentação de peptídeos realizada por proteases pode causar enorme aumento na 

diversidade de peptídeos do veneno e consequentemente, amplificar a possibilidade de 

alvos biológicos. 
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Peptídeos aniônicos são ricos em resíduos de ácido aspártico e glutâmico (verificar 

a Fig. 23). Aparentemente, peptídeos aniônicos são altamente expressos e conservados 

entre escorpiões pertencentes à família Buthidae (D'Suze et al., 2009; Ma et al., 2011). 

Embora a função desses peptídeos ainda não tenha sido esclarecida (Diego-García  et al., 

2005), alguns autores sugerem que eles podem ter atividade antimicrobiana (Harris et al., 

2009) ou desempenhar importante papel no balanço de pH, uma vez que o seu caráter 

ácido contrapõe as neurotoxinas que são peptídeos básicos (Ma et al., 2009; Ruiming et al., 

2010).  

Hipotensinas foram identificadas pela primeira vez no veneno de T. serrulatus 

através de ferramentas de proteômica (Verano-Braga et al., 2008). No presente estudo, o 

precursor desse componente do veneno foi obtido. Esse peptídeo linear é caracterizado 

pela presença de uma assinatura de aminoácidos de peptídeo potencializador de bradicinina 

e exerce seu efeito anti-hipertensivo de maneira dependente de óxido nítrico e 

independente da enzima conversora de angiotensina (ECA) (Verano-Braga et al., 2008). 

Das três sequências 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 sequência completa dos precursores de 

hipotensina-like e hipotensina-1 foram identificadas (Fig. 27). 

Além dos grupos de peptídeos citados acima, o transcriptoma revelou um grande 

número de transcritos do veneno com frequência de ocorrência menor que 1% do total de 

ESTs. Esses transcritos são representados por fosfolipases A2, alergenos, hialuronidases, e 

diversos peptídeos com similaridade com componentes do veneno de escorpiões de outras 

espécies ou mesmo de outros organismos. Acredita-se que esses outros componentes 

possam mediar respostas tóxicas ou potencializar a ação das toxinas. Assim, a fosfolipase 

A2, por exemplo, é possivelmente mediadora de várias respostas tóxicas como a 

citotoxidade, neurotoxidade, miotoxidade, edema, distúrbios na coagulação sanguínea, 

além 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 vários transcriptomas identificarem uma diversidade de componentes do 

veneno, para uma considerável parte desses, não existem informações sobre sua implicação 

biológica. Assim, não se sabe, por exemplo, o papel de peptídeos ricos em glicina e prolina 

e peptídeos semelhantes a La1 encontrados no veneno de escorpiões (Ma et al., 2012). 

Após a descrição dos componentes, são necessários estudos que realizam a expressão ou o 
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isolamento dos peptídeos/proteínas e subsequente análise quanto seus efeitos biológicos. 

Isso não só permite uma melhor compreensão do envenenamento, como também 

possibilita a identificação de moléculas utéis para o desenvolvimento de fármacos. 

É interessante notar que alguns componentes do veneno de T. serrulatus 

identificados em estudos anteriores não foram encontrados na análise do transcriptoma. 

Como exemplos podem ser citados Peptide T (UniProt ID: Q9TWR4), Ts5 (UniProt ID: 

P45659) e alfa amilase (UniProt ID: P85843). É interessante notar que para o Peptídeo T, 

dos 13 aminoácidos que o compõem, 9 deles se alinham perfeitamente com a porção N-

terminal da Ts3 e da Ts17 de T. serrulatus, o que levaria a se especular que esse peptídeo 

seria resultante de modificações dessas sequências. De qualquer forma, a ausência de 

transcritos dos componentes do veneno em transcriptomas não é surpreendente. De fato, 

mesmo o catálogo de transcritos de C. noxius, no qual a plataforma de pirosequenciamento 

foi utilizada resultando em mais de três milhões de sequências, não foi capaz de detectar a 

completa coleção de toxinas já descrita para a espécie (Rendón-Anaya et al., 2012). 

Algumas hipóteses poderiam explicar a ausência de transcritos: (1) a análise de 

transcriptoma não fornece uma completa cobertura das ESTs; (2) genes de toxinas 

apresentavam nenhuma ou baixa expressão no momento de extração de RNA ou sofreram 

degradação mediada por microRNA durante o processamento, como sugerido por Rendón-

Anaya et al. (2012); (3) as proteínas/peptídeos do veneno sofrem modificações pós-

traducionais que significativamente as diferenciam do transcrito original, como descrito 

por Pimenta et al. (2001). 

 

6.4 Ortólogos dos componentes do veneno de T. serrulatus: Inferêrencia sobre a 

distribuição nos grupos de organismos 

 

A maioria dos trabalhos de transcriptoma de glândula de veneno de escorpiões 

encontrados na literatura tem como foco os componentes do veneno e, dessa forma, muitos 

tipos de peptídeos e proteínas têm sido obtidos de diversas espécies de escorpião 

(Rodríguez de La Vega et al., 2010). Alguns deles são amplamente distribuidos entre as 

espécies, como os pertencentes à família das α-KTxs, enquanto outros são aparentemente 

restritos a uma linhagem de escorpião em particular. A presença de moléculas do veneno 

comuns e incomuns entre diferentes linhagens reflete ao processo evolutivo dinâmico do 

arsenal do veneno (Ma et al., 2009). Na tentativa de se obter uma visão panorâmica das 

famílias de peptídeos e proteínas que foram consideradas componentes do veneno em 
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estudos de transcriptomas, analisaram-se os 12 trabalhos disponíveis na literatura e as 

informações das glândulas de veneno das 14 espécies (incluindo T. serrulatus) foram 

organizadas e são apresentadas na Tabela 12.  

O aumento da disponibilidade de informação molecular nos últimos anos, aliado ao 

desenvolvimento de ferramentas de bioinformática permitiu avaliar a distribuição dos 

ortólogos 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 está presente, o que indicaria aonde 

possivelmente ele surgiu. A busca de ortólogos de componentes do veneno de T. serrulatus 

no universo proteíco e de transcritos através da ferramenta PSI-BLAST mostrou que cerca 

de 70% das famílias de peptídeos/proteínas do veneno foram recrutados em um desses três 

níveis: ordem Scorpiones, família Buthidae ou gênero Tityus. Esse percentual é 

predominantemente formado por peptídeos ricos em cisteína. Os 30% restantes apresentam 

ortólogos mais antigos e amplamente distribuídos ao longo dos grupos de organismos, e é 

constituído por enzimas (metaloproteases, hialuronidases e fosfatases) e por outros 

componentes pouco caracterizados similares a peptídeo/proteínas encontrados no veneno 

de outros escorpiões.  

Para validar as análises de bioinformática, os resultados foram comparados com 

os dados disponíveis na literatura. A busca de ortólogos utilizando PSI-BLAST (Tabela 7) 

e a avaliação da ocorrência de componentes em transcriptomas de glândula de veneno da 

ordem Scorpiones (Tabela 12) foi coincidente para os seguintes constituintes: KTx (ordem 

Scorpiones), NaTx (família Buthidae), peptídeo aniônico (ordem Scorpiones), peptídeo 

ativador de lipólise (família Buthidae), hipotensinas (gênero Tityus), peptídeo rico em 

glicina e fosfolipase A2 (distribuição ampla nos grupos de organismos). A distribuição das 

KTxs e NaTx é condizente com a história evolutiva dessas neurotoxinas, de acordo com a 

qual, as KTxs surgiram na ordem Scorpiones e apresentam um ancestral comum com 

defensinas de artrópodes. As NaTxs, presentes apenas em membros da família Buthidae, 

seriam derivadas das KTxs (Froy e Gurevitz, 2004). Embora NaTxs tenham sido 

anteriormente identificada no veneno de Anuroctonus phaiodactylus pertencente a família 

Iuridae (Valdez-Cruz  et al., 2004), a busca realizada no presente trabalho contra banco de 

dados de proteína (UniProt) e ESTs (dbEST) não identificou tal peptídeo como ortólogo 

das sequências de T. serrulatus. Conforme também sugerido por outros autores (Ma et al.,  
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2012), um arcabouço molecular diferente daquele encontrado para as toxinas de butídeos 

pode explicar a ausência de NaTx em escorpiões não-butídeos. 

Para alguns componentes do veneno não houve concordância entre as análises de 

PSI-BLAST e os dados da literatura. Essa discrepância ocorreu de duas formas: 1) a busca 

por ortólogos 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 peptídeos, a análise de bioinformática encontrou ortólogos em um grupo mais 

restrito do que o relatado nos estudos de catálogos de transcritos. Metaloproteases, 

hialuronidases e alergenos se enquandram na situação 1, enquanto peptídeo sem ponte 

dissulfeto pertencente as famílias 3 e 4 (NDBP3 e NDBP4) na situação 2.  

Os estudos de transcriptoma de glândula de veneno de não-butídeos não relataram a 

ocorrência de metaloproteases, hialuronidases e alergenos. Essas três famílias de proteínas 

são amplamente distribuídas nos grupos de organismos e estão presentes em venenos de 

aranhas, cobras e escorpiões (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 ausência de 

transcritos que codificam essas proteínas nos transcriptomas de não-butídeos poderia 

indicar que elas não foram recrutadas para a glândula de veneno desses animais. 

Entretanto, as análises de tBLASTx e tBLASTn (Tabelas 9 e 10) indicaram a ocorrência de 

transcritos similares a metaloprotease e alergeno de T. serrulatus no transcriptoma de S. 

jendeki, o que é um indício de que essas duas proteínas podem ser expressas na glândula de 

veneno de não-butídeos. De fato, atividade de hialuronidases e metaloproteases foi 

identificada no veneno de Hemiscorpius lepturus, um escorpião pertencente à família 

Hemiscorpiidae (Seyedian et al., 2010). Transcriptomas de baixa cobertura poderiam 

explicar a ausência da descrição das metaloproteases, alergenos e hialuronidases em não-

butídeos. Outra possibilidade seria que os autores não consideraram essas moléculas como 

componentes do veneno. 

 NDBP3 e NDBP4 são famílias de peptídeos sem ponte dissulfeto que inclui 

moléculas com atividade antimicrobiana ou potencializadora de bradicinina (Zeng et al., 

2005). O peptídeo Pape e as AMPs de T. serrulatus se enquadram, respectivamente, nessas 

duas categorias. A comparação entre transcriptomas indica que os membros dessas famílias 

de peptídeos são ubíquos em escorpiões e sua expressão é relativamente alta nas glândulas 

de veneno. Entretanto, utilizando como sequências de entrada o peptídeo Pape e os AMPs, 

as análises com o PSI-BLAST, identificou ortólogos desses componentes apenas na família 
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Buthidae. De modo similar ao resultado obtido no presente trabalho através das análises de 

bioinformática, Ma et al. (2012) observaram a ocorrência de BPP (pertencente aos 

NDBP3), peptídeo similar a pandindina-2 e BmKb1 (pertencentes aos NDBP4) apenas em 

Buthídeos. Algumas hipóteses poderiam explicar a incongruência na distribuição desses 

peptídeos sem pontes dissulfeto: 1) a alta diversificação das sequências prejudicaria a 

identificação de ortólogos; 2) diferentes membros dessas famílias de peptídeos seriam 

específicos para determinadas famílias de escorpiões. 

Toxinas de canal para cálcio (CaTx), toxinas de canal para cloro (ClTx), serina 

proteases, peptídeos sem ponte dissulfeto da família NDBP5, peptídeo La1 (e similares), 

escorpinas e inibidor de serina-proteases não foram identificados no transcriptoma de T. 

serrulatus e, portanto, a busca por ortólogos usando PSI-BLAST não foi realizada para 

essas famílias de componentes do veneno. A análise comparativa dos transcriptomas indica 

que CaTx é distribuído em diferentes famílias de escorpiões, mas sua expressão na 

glândula 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 ClTx foram identificadas apenas em transcriptomas de membros da família 

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 expressão desses 

componentes também foi baixa, correspondendo 0,1 e 0,9% dos transcritos de B. occitanus 

e H. judaicus, respectivamente. Como mostrado na comparação dos transcriptomas e 

reforçado por Ma et al. (2012), até o momento, escorpinas foram identificadas apenas em 

não-butídeos. Peptídeos da família NDBP5, inibidor de serina proteases e peptídeos La1 já 

foram encontrados em escorpiões butídeos e não buthídeos (Zeng et al., 2005; Schwartz et 

al., 2007; Ma et al., 2010; 2012; Rendón-Anaya et al., 2012). As análises dos 

transcriptomas da glândula de veneno de escorpiões indicam que esses componentes 

apresentam maior expressão em não-butídeos. Serina-proteases foram encontradas em 

trascriptomas de escorpiões de diferentes famílias. Aparentemente, a glândulas de veneno 

em repouso possui expressão mais acentuada dessas proteases e a glândula de veneno no 

estato ativo apresenta expressão consideravelmente baixa. Apesar de existirem evidências 

da ocorrência de serina proteases no veneno de T. serrulatus e T. bahiensis (Almeida et al., 

2002), a expressão dessas proteínas não foi identificada até o momento no transcriptoma de 

espécies do gênero Tityus. A baixa expressão de CaTx, ClTx, peptídeos da família NDBP5, 

inibidor de serina proteases, peptídeos La1, e serina proteases gera a dúvida se a falta de 
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identificação desses componentes em algumas espécies, incluindo T. serrulatus, seria 

decorrente ou baixa cobertura dos transcriptomas ou da não expressão desses constituintes 

no momento da extração de RNAm para a contrução da bibioteca de cDNA. 

Como mostrado na Tabela 12, muitos trabalhos de transcriptoma de glândula de 

veneno relatam a ocorrência de peptídeos ricos em cisteínas e proteínas hipotéticas. 

Entretanto, a análise da distribuição dessas classes de proteínas e peptídeos em escorpiões 

é difícil de ser realizada, uma vez que dentro de cada uma dessas categorias há uma grande 

diversidade de componentes. Além disso, para essas moléculas, há poucos dados na 

literatura que evidenciam sua ocorrência no veneno.  

Os dados apresentados até aqui indicam que o veneno de cada espécie de escorpião 

representa uma combinação de componentes cuja composição tem sido elaborada durante 

eventos de recrutamento que ocorreram nos níveis de ordem, família, gênero e espécie. 

Assim, alguns componentes do veneno são amplamente distribuídos nas diferentes famílias 

de escorpiões como as KTxs e peptídeo aniônico, enquanto outros foram encontrados 

apenas em algumas espécies, como as margerinas, jendinas e peptídeo rico em prolina. 

Múltiplos mecanismos podem estar envolvidos na geração da diversidade dos componentes 

do veneno, como os processos de duplicação gênica, seleção positiva, edição de RNAsm, 

trans-splicing e splicing alternativo (Zhijian et al., 2006; D’Suzi et al., 2009). Isso seria 

benéfico para a sobrevivência do escorpião, uma vez que um arsenal de veneno cada vez 

mais complexo poderia ir ao encontro com a demanda de interação com a presa, predador e 

competidor (Ma et al., 2009). 

 

6.5 Análise comparativa de transcriptomas de quelicerados 

 

No presente estudo, o transcriptoma de T. serrulatus foi analisado no contexto dos 

catálogos dos transcritos de quelicerados. Cerca de 5–22% dos uniques dos transcriptomas 

amostrados foram similares a transcritos de T. serrulatus. Os principais transcritos 

responsáveis pela similaridade foram genes de manutenção celular (housekeeping genes), 

principalmente envolvidos com a produção de energia, com a síntese protéica e com a 

manutenção da estrutura e o movimento celular (verificar a Tabela 11). O único 

transcriptoma analisado que dividiu considerável parcela de constituintes do veneno com 

T. serrulatus foi o catálogo de transcrito de uma glândula de veneno pertencente a outra 

espécie de escorpião (L. mucronatus) que também está incluída na família Buthidae. A 
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porcentagem de sequências compartilhadas entre transcriptomas de glândula de veneno de 

escorpiões e demais catálogos de transcritos foi relativamente pequena, indicando que a 

transcrição da glândula de veneno é altamente especializada.  

Quando sequências de transcriptomas são anotadas com termos do GO e a 

distribuição desses termos é descrita, geralmente se observa um padrão relativamente 

semelhante de distribuição de termos, mesmo quando se compara catálogos de transcritos 

provenientes de animais ou órgão bem diferentes. Essa observação ficou evidenciada no 

presente trabalho, uma vez que transcriptomas de animais inteiros e de outras glândulas 

(como glândula de seda, salivar e hepatopâncreas) apresentaram padrão similar de 

distribuição de termos do GO, mesmo quando se comparou catálogos de transcritos 

provenientes de amostras biológicas tão diversas como glândula de seda de aranha e um 

animal inteiro da espécie L. polyphemus. Contrapondo essa semelhança, transcriptomas de 

glândulas de veneno presentam um típico padrão de distribuição de termos GO. Alguns 

termos como ‘channel regulator activity’, ‘multi-organism process’, ‘response to stimulus’ 

e ‘extracellular region’foram exclusivos e/ou ocuparam uma proporção bastante acentuada 

na anotação de transcriptomas de glândulas de veneno. Uma vez que para a comparação a 

anotação com os termos do GO foi realizada com termos mais genéricos (nível 2), pode-se 

inferir que as diferenças entre o padrão de distribuição dos termos do GO só puderam ser 

observadas quando se comparou transcriptomas altamente especializados, como aqueles de 

glândulas de veneno. 

Quando os peptídeos e proteínas de T. serrulatus considerados componentes do 

veneno foram comparados com outros transcriptomas pôde-se verificar que o número de 

sequências similares foi muito restrito em transcriptomas de animais inteiros ou outros 

tipos de glândulas. Assim, apenas componentes similares a antarease, a alergeno, a 

proteína secretada de O. cayaporum e a peptídeo rico em cisteína de H. judaicus foram 

comuns entre o transcriptoma de T. serrulatus e os provenientes de animais inteiros ou 

demais glândulas de espécies não escorpiônicas. Como esperado, transcriptomas de 

glândulas de veneno compartilharam um maior número de transcritos. Quando se compara 

Buthidae versus não-Buthidae, os responsáveis pela semelhança entre os transcriptomas 

foram uniques consideradas “outros componentes”, e não as principais neurotoxinas. 

Considerável diferença tem sido descrita entre a composição do veneno de butídeos e não-

butídeos. Ortólogos dos principais componentes do veneno de T. serrulatus não foram 

encontrados em escorpiões não-butídeos ou quando presentes foram expressos em baixos 
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níveis. Corroborando esses resultados, Ma et al. (2011) demonstraram diferenças quanto a 

ocorrência e nível de expressão de transcritos entre transcriptomas de escorpiões butídeos e 

euscorpiídeos, sendo que alguns componentes do veneno como o peptídeo Pandinina-1-

like e margerinas apenas foram detectados no transcriptoma de euscorpiideo. Os dois 

transcriptomas provenientes de glândula de veneno de espécies de escorpiões da família 

Buthidae apresentaram considerável semelhança quanto a ocorrência de transcritos e 

padrão de expressão (verificar nas Tabelas 9 e 10). Essa semelhança pode ser ainda maior 

uma vez que os componentes do veneno de T. serrulatus não encontrados em L. 

mucronatus consistiram principalmente daqueles que apresentaram baixa expressão em T. 

serrulatus e podem não ter ocorrido na outra espécie de butídeos por questão de 

amostragem, dado o menor tamanho desse catálogo de transcrito. 

As análises comparativas realizadas aqui mostram que as análises de transcriptomas 

potencialmente revelam a existência de tipos de toxinas comuns e exclusivas em diferentes 

espécies de escorpião. Assim, a obtenção de informação molecular proveniente de 

diferentes espécies de escorpiões contribui consideravelmente para se contruir um cenário 

mais claro do arsenal de veneno e das trajetórias evolutivas dos seus componentes, além de 

propiciar uma visão mais holística das glândulas de veneno desses quelicerados. 
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7.0 CONCLUSÕES 

 

O principal foco dos estudos de transcriptomas é a descrição da grande diversidade 

de proteínas e peptídeos sintetizados na glândula de veneno. Nesse sentido, o presente 

trabalho realizou tal função, contribuindo com 1629 sequências (ESTs) que poderão ser 

exploradas em estudos futuros. Outro papel do transcriptoma de glândulas de veneno é 

revelar transcritos secretados pouco expressos ou diferentes das neurotoxinas mais 

comuns, visto que o sequenciamento é realizado de forma não guiada, ou seja, sem a 

utilização de iniciadores (primers) específicos. Novamente, o presente trabalho cumpriu 

essa função e, mesmo para uma espécie de escorpião intensivamente estudada como o T. 

serrulatus, essa ferramenta se mostrou útil na identificação de componentes ainda não 

descritos no veneno da espécie (como os AMPs, Ts17, Ts18). 

Um diferencial do presente trabalho foi a análise comparativa entre os 

transcriptomas de quelicerados. Essa análise revelou que as glândulas de veneno de 

escorpiões apresentam transcrição altamente especializada para a síntese dos componentes 

do veneno. Aparentemente, espécies de escorpiões pertencentes à mesma família apresenta 

ocorrência de transcritos e nível de expressão dos componentes do veneno bastante 

semelhante. Apesar de glândulas de veneno de escorpiões de famílias diferentes 

apresentarem alguns componentes do veneno comuns, elas geralmente não compartilharam 

os constituintes considerados principais ou o nível de expressão dos mesmos é muito 

diferente entre as glândulas. Quase a totalidade da similaridade entre o transcriptoma de T. 

serrulatus e catálogos de transcritos provenientes de animais inteiros ou outros tipos de 

glândula esteve relacionada a componentes envolvidos com a homeostase celular e tais 

componentes apresentaram nível de expressão relativamente semelhante em todos os 

conjuntos de transcritos dos quelicerados. Isso não seria muito surpreendente, desde que a 

glândula de veneno é composta por diferentes tecidos (muscular, epitelial, conjuntivo e 

nervoso), o que resultaria em uma composição de transcritos similar a de outras partes do 

corpo.  

A transcriptômica comparativa também indicou que a composição do veneno de T. 

serrulatus envolve genes que tiveram origem em diferentes clados. As KTxs possivelmente 

surgiram na ordem Scorpiones e apresentam uma distribuição ampla em diversas espécies 

de escorpiões. As NaTxs, principais responsáveis pelos efeitos tóxicos do veneno, 

provavelmente surgiram na família 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 peptídeos ricos em cisteína aparentemente são 

mais recentes e seus ortólogos não foram identificados em outro gênero além de Tityus. 

Proteínas presentes no veneno, em especial enzimas como antareases, hialuronidases, 

alergenos e fosfolipase A2 constituem componentes conservados, amplamente distribuídos 

nos grupos animais e que foram recrutadas para serem expressas na glândula de veneno de 

escorpiões.  

Vale ressaltar que as análises de bioinformática são essenciais na realização das 

comparações entre os transcriptomas e auxiliam muito na obtenção de uma visão mais 

holística dos componentes do veneno de escorpiões. Entretanto, é muito importante a 

validação dos resultados obtidos com esse tipo de análise através de ensaios biológicos. 

Como perspectiva, a análise de transcriptoma realizada nesse trabalho abre diversas 

possibilidades de análises. Por descrever uma ampla variedade de transcritos do veneno, o 

transcriptoma constitui um passo importante no conhecimento da composição das 

secreções dos escorpiões, além de abrir diversas possibilidades de estudos e aplicações 

desse conhecimento. Como exemplo, novos transcritos poderão ser clonados, expressos e 

terem sua ação farmacológica estudada, o que poderia resultar na descoberta de novos 

fármacos. Especialmente, os peptídeos antimicrobianos descritos aqui, poderão ser testados 

através de ensaios microbiológicos para avaliar sua capacidade de inibição bacteriana. 

Outra possibilidade seria de se testar a capacidade de componentes do veneno, 

especialmente aqueles não tóxicos, em induzir produção de anticorpos, o que poderia 

proporcionar o desenvolvimento de vacinas e soros mais eficientes contra escorpiões. 

Outra interessante investigação seria o estudo de mecanismos de processamento proteico e 

modificações pós-traducionais dos peptídeos/proteínas secretados pela glândula de veneno, 

uma vez que o proteoma e o transcriptoma estão disponíveis. Além disso, considerando a 

grande variedade de peptídeos/proteínas presentes na glândula de veneno, esses transcritos 

podem ser alvos de estudos evolutivos que visam compreender os mecanismos que 

levaram à diversificação dos componentes do veneno.  
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APÊNDICE A - ESTATÍSTICAS DO Blast2GO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) ESTs de Tityus serrulatus: Distribuição do tamanho das sequências 

 

B) Uniques de Tityus serrulatus: Distribuição do tamanho das sequências 

 

Apêndice A1 -Distribuição do tamanho das sequências A) dados obtidos pela análise de todas as ESTs e B) dados dos 

uniques. Conforme o observado, o agrupamento das sequências resultou em aumento do tamanho das mesmas. Assim, 

enquanto as ESTs tiveram tamanho entre 100 e 850 nucleotídeos, o comprimento dos uniques esteve entre 100 e 2.100 

nucleotídeos. O maior tamanho da sequência pode favorecer a busca de resultados de similaridade e, portanto, facilita a 

anotação. 
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D) Uniques de Tityus serrulatus: Distribuição de e-value das sequências  

 

C) ESTs de Tityus serrulatus: Distribuição de e-value das sequências  

 

B) Uniques de Tityus serrulatus: Distribuição de similaridade das sequências  

 

A) ESTs de Tityus serrulatus: Distribuição de similaridade das sequências  

 

Apêndice A2: Estatísticas do Blast2GO: distribuição de similaridade e e-value. A e B) correspondem a distribuição de 

similaridade das ESTs e uniques respectivamente; C) indica a distribuição de e-value das ESTs e  D)  dos uniques. Os 

resultados de similaridade estiveram acima de 40%. Quanto ao e-value, maiores valores foram alcançados quando os 

uniques foram analisados, o que está possivelmente associado ao maior tamanho das sequências quando elas são 

agrupadas. 
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Uniques de Tityus serrulatus: Fontes  de banco de dados usadas para mapeamento  

 

ESTs de Tityus serrulatus: Fontes  usadas como banco de dados para mapeamento  

 

Apêndice A3: Estatísticas do processo de mapeamento: banco de dados usados para o mapeamento. A) dados 

obtidos pela análise de todas as ESTs e B) dados das uniques. UniProtKB/TrEMBL: seção do UniProtKB contendo 

coleção de informações funcionais de proteínas não revisadas e anotadas automaticamente; UniProtKB/Swiss-Prot : 

secção do UniProtKB contendo coleção de dados de proteínas revisados e manualmente anotados; MGI: Mouse 

Genome Informatics, RGD: Rat Genome Database; FB: Flybase; ZFIN: The Zebrafish Model Organism Database; 

WB: Wormbase; Refseq: sequências de referência do NCBI. 
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B) Uniques de Tityus serrulatus: Distribuição dos códigos de evidência para os hits do BLAST 

A) ESTs  de Tityus serrulatus: Distribuição dos códigos de evidência para os hits do BLAST 

Apêndice A4: Dados do processo de anotação realizado pelo programa Blast2GO: distribuição dos 

códigos de evidência por hits do BLAST. Dados das ESTs (A) e dos uniques (B). Códigos de evidência: 

inferência por dado experimental (EXP), por ensaio direto (IDA), por interação física (IPI), por fenótipo 

mutante (IMP); por interação genética (IGI),  por padrão de expressão (IEP),  por similaridade de 

sequência ou estrutural (ISS),  por ontologia de sequência (ISO), por alinhamento de sequência (ISA), por 

análise computacional revisada (RCA); por declaração rastreável do autor (TAS), por declaração não 

rastreável de autor (NAS), por curador (IC),  por anotação eletrônica (IEA),  dado biológico não 

disponível (ND). Conforme o que é geralmente observado (Conesa e Gotz, 2009), a anotação eletrônica 
(IEA) foi a mais freqüente. Entretanto, a contribuição dessa anotação para a assinatura da sequência pode 

ser modulada na etapa de anotação no programa Blast2GO. Assim, no presente estudo utilizaram-se os 

parâmetros defauld deste programa no qual a anotação eletrônica tem um peso de 0,7, enquanto 

evidências experimentais (EXP) tem peso 1 para a anotação final. 
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A) ESTs  de Tityus serrulatus: Distribuição dos códigos de evidência por sequência 

B) Uniques  de Tityus serrulatus: Distribuição dos códigos de evidência por sequência 

Apêndice A5: Dados do processo de anotação realizado pelo programa Blast2GO: distribuição dos códigos de 
evidência por sequência. Dados das ESTs (A) e dos uniques (B). Códigos de evidência: inferência por dado 

experimental (EXP), por ensaio direto (IDA), por interação física (IPI), por fenótipo mutante (IMP); por 

interação genética (IGI),  por padrão de expressão (IEP),  por similaridade de sequência ou estrutural (ISS),  por 

ontologia de sequência (ISO), por alinhamento de sequência (ISA),por análise computacional revisada (RCA); 

por declaração rastreável do autor (TAS), por declaração não rastreável de autor (NAS), por curador (IC),  por 

anotação eletrônica (IEA),  dado biológico não disponível (ND).  
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B) Uniques de Tityus serrulatus: Distribuição do número de anotações  

A) ESTs de Tityus serrulatus: Distribuição do número de anotações  

 

Apêndice A6: Dados do processo de anotação realizado pelo programa Blast2GO: distribuição do número de termos 

de GO. a) dados obtidos pela análise de todas as ESTs e b) dados dos uniques. para as ESTs, sequências anotadas 

com 1 a 5 termos foram  mais freqüentes e ocorreu uma variação acentuada entre esses números de termos do GO. 

Por outro lado, para os uniques, foi observada homogeneidade da distribuição do número de sequências anotadas 

com 1 a 10 termos. 

A) ESTs de Tityus serrulatus: Distribuição dos códigos de evidência para os hits do blast 

C) ESTs de Tityus serrulatus: Distribuição dos códigos de evidência para as sequências 
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A)  ESTs de Tityus serrulatus: porcentagem de sequências de comprimento x anotadas  

B) ESTs de Tityus serrulatus: porcentagem de sequências de comprimento x anotadas  

C)  ESTs de Tityus serrulatus: número de termos de GO para sequências de comprimento x  

D)  Uniques de Tityus serrulatus: número de termos de GO para sequências de comprimento x  

Apêndice A7: Dados do processo de anotação realizado pelo programa Blast2GO: porcentagem de sequências de 

comprimento x anotadas considerando todas as ESTs (A) e por uniques (B); número de termos de GO para sequências 

de comprimento x para as ESTs (C) e para os uniques (D). 
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A)  ESTs de Tityus serrulatus: Distribuição dos escores de anotação  

B)  Uniques de Tityus serrulatus: Distribuição dos escores de anotação  

Apêndice A8: Dados do processo de anotação realizado pelo programa Blast2GO: distribuição dos escores de anotação das 

ESTs (A) e dos uniques (B). 
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A)  ESTs de Tityus serrulatus: Distribuição dos níveis do GO  

Apêndice A9: Dados do processo de anotação realizado pelo programa Blast2GO: Distribuição dos níveis do GO para as 

ESTs (A) e para os uniques (B). 

B)  Uniques de Tityus serrulatus: Distribuição dos níveis do GO  
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Apêndice A10: Distribuição 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 informações de domínios protéicos nas 

sequências. Grande maioria das sequências apresentaram resultado com InterProScan tanto na análise de uniques 

quanto de ESTs. 

B)  Distribuição dos resultados do interproscan - uniques  

A)  Distribuição dos resultados do interproscan - ESTs  
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