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Resumo

O escorpiao Tityus fasciolatus faz parte da familia Buthidae, que contém espécies
causadoras de envenenamentos graves em humanos. As moléculas responsaveis
pelos efeitos mais severos sdo conhecidas como neurotoxinas que, em sua maioria,
sdo componentes peptidicos cujos principais alvos sdo 0s canais idnicos, 0s quais sao
relevantes para o funcionamento dos diversos sistemas orgéanicos. Os compostos
relacionados aos envenenamentos por pegonhas de escorpides sdo conhecidos por
agirem com especificidade nos canais ibnicos. Os constituintes proteicos de T.
fasciolatus foram caracterizados com o auxilio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC), com coluna C18 analitica, espectrometria de
massa MALDI/ TOF-MS e uma biblioteca transcritbmica da glandula de pegconha. Mais
de 200 diferentes massas moleculares foram identificadas nas fragdes cromatograficas,
assim como 9.130 transcritos na biblioteca transcritbmica, dentre os quais foram
identifcados 278 que codificam toxinas. A atividade bioldgica de trés toxinas e de uma
fracao foram testadas com canais ibnicos expressos em oocitos de Xenopus laevis,
através da técnica de Voltage clamp de dois eletrodos. Foram utilizados canais de Na*
de mamiferos hNa,1.1/81, hNa,1.2/p1, hNa,1.3/1, hNa,1.4/p1, hNa,1.5/p1,
hNa,1.6/p1, hNa,1.7/p1 e rNa,1.8/p1. Duas toxinas (Tf3 e Tf4) foram classificadas
como a-NaScTx (Sodium Scorpion Toxins), por causarem aumento da corrente de Na*
e retardo da inativacdo rapida do canal. A Tf3 foi ativa em hNa, 1.1 a hNa,1.7,
enquanto a Tf4 agiu apenas nos hNa,1.2 e hNa,1.7. A fragdo 63 também apresentou
atividade a, sendo sua atividade significativa em hNa,1.7. A toxina Tf2 foi identificada
como B-NaScTx, cuja caracteristica é a ativacao dos canais de Na* em potenciais onde
antes os canais estavam em repouso. Dentre os oito canais de Na®" de mamifero
testados, a Tf2 foi seletiva para hNa,1.3, a concentracdo de 1uM. Além da descrigcao
da atividades dessas toxinas de Na*, este trabalho gerou um acervo de sequéncias de
nucleotideos e residuos de aminoacidos, um perfil das massas moleculares associadas
ao0s seus respectivos tempos de retencao, 18 sequéncias de provaveis NaScTxs e 15
sequéncias de provaveis KTxs.



Abstract

Tityus fasciolatus is a scorpion belonging to the Buthidae family, known by the
species that cause severe evenomation in humans. The molecules responsible for the
most severe effects are known as neurotoxins, which are mostly peptide components,
targeting ion channels, which are relevant to the functioning of the various organ
systems. The compounds responsible for envenomation are usually known to act with
specificity on ion channels. The proteic components of T. fasciolatus venom were
analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC), MALDI/TOF mass
spectrometry and a transcriptomic library of the venom gland. More than 200 different
molecular masses were detected in chromatographic fractions, as well as 9,130
transcripts that encode compounds, among them 278 encode toxins. Two Electrodes
Voltage Clamp was used to test the biological activity of three toxins and a fraction in
Xenopus laevis oocytes expressing ion channels. The Na, channels used were all
mammals, hNa,1.1/p1, hNa,1.2/81, hNa,1.3/p1, hNa,1.4/f1, hNa,1.5/p1, hNa,1.6/p1,
hNa,1.7/f1 and rNa,1.8/p1. Two toxins (Tf3 and Tf4) were classified as a-NaScTx
(Sodium Scorpion toxins), since they cause an increase in Na* currents and a delay in
the rapid inactivation of the channel (Tf3 and Tf4). The Tf3 was active in hNav 1.1 to
hNav1.7, while Tf4 affected only hNav1.2 and hNav1.7. Fraction 63 also showed a
activity in hNav1.7. Tf2 was identified as B-NaScTx, whose characteristic is the
activation of Na, channels at more negative potentials. Among the eight mammal Na,
channels tested, Tf2 was hNav1.3 selective, at 1uM. This work led to a collection of
sequences of nucleotides and amino acid residues, a molecular mass profile with their

respective retention times, and 18 putative NaScTxs and 15 putative KTxs sequences.
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1. Introducao

Desde o apogeu da civilizagdo egipcia até os dias de hoje, os escorpides
permeiam diferentes culturas como personagens de histérias, mitos, lendas e medicina.
No contexto mitologico, esse animal é frequentemente relacionado a malevoléncia,
gracas as suas dolorosas, e até mesmo letais, picadas (Cloudsley-Thompson, 1990).
Porém, em outras culturas, como a asiatica, € tido como componente medicinal. Sao
encontrados em todos os continentes, exceto Antartida, distribuindo-se nas regides
tropicais e subtropicais (Fig.1), onde foram catalogadas mais de 1500 espécies (Fet et

al., 2000).

Figura 1. Distribuicao dos escorpides ao redor do mundo. Os escorpides sdo encontrados
em regides tropicais e subtropicais (entre as linhas brancas). As areas em vermelho possuem
grande incidéncia de acidentes provocados por picadas de escorpides. Retirado de (Lourengo
et al., 1996).
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Os registros fésseis desses invertebrados datam de 400 milhdes de anos, sendo
considerados os mais antigos aracnideos, e sua estrutura morfolégica sofreu poucas
alteracées desde entdo (Dunlop, 2010). Pertencem ao filo Arthropoda, classe
Arachnida, ordem Scorpiones, e sao dotados de um aparato inoculador de peconha
chamado télson, que contém as glandulas produtoras de peconha (Ruppert et al.,
2005). A pegconha é uma mistura complexa de moléculas bioativas, das quais se
destacam os peptideos que atuam em canais idnicos de Na*, K*, CI e Ca*, e
interagem com estes canais com alta especificidade e afinidade (De Lima et al., 2007).

A interacdo com os canais ibnicos € responsavel pela maior parte dos sintomas
observados nos casos de picadas por escorpides. Os sintomas do envenenamento sao
causados por diferentes moléculas, destacando-se, nesse cenario, aquelas que
causam alteracdes em canais i6nicos envolvidos na propagacao do impulso nervoso,
como canais de Na® e K*. As toxinas de escorpido que atuam em canais de Na*
(NaScTx) agem nos canais das terminagdes neuronais, levando a despolarizacdo das
membranas axonais que, consequentemente, liberam catecolaminas e acetilcolina que
estimulam varios érgdos como intestinos, coragéo e tecido vascular (Vasconcelos et al.,
2005). As picadas de escorpides podem causar desde dor local, dor irradiada pelo
membro, e em casos mais severos complicagdes cardiorrespiratorias, que podem levar
a oObito (Cologna et al., 2009). A mortalidade é mais frequente em criancas, idosos e
adultos com saude debilitada.

Os acidentes de importancia médica sdo, em sua maioria, causados por
escorpides da familia Buthidae. Essa familia inclui escorpides dos géneros Tityus,

Centruroides, Mesobuthus, entre outros. Os géneros Tityus e Centruroides sao
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encontrados na América Central e América do Sul, e os géneros Mesobuthus e Lychas
sdo0 encontrados na Asia.

Dentre as mais 1500 espécies de escorpides catalogadas, apenas 25 sao
consideradas de interesse médico. Alguns escorpides possuem grande adaptabilidade
ao ambiente antropizado, o que implica em um maior numero de encontros entre esses
animais e o homem, aumentando a quantidade de acidentes com envenenamento. No
Brasil, as espécies que causam acidentes considerados de moderados a graves sao
Tityus serrulatus, T. stigmurus, T. bahiensis e T. obscurus (Ministério da Saude, 2009).
Devido a sua relevancia clinica, a familia Buthidae é a mais estudada.

A toxinologia abrange diferentes estratégias e metodologias para identificar e
caracterizar componentes das peconhas, o que proporciona uma melhora na
terapéutica do envenenamento e na identificacdo de moléculas com potencial
biotecnoldgico, especialmente no que tange o estudo com canais iénicos.

1.1. Transcritoma

O transcritoma € o conjunto de RNAs presentes em uma determinada célula,
tecido ou 6rgdo em um tempo qualquer, e pode ser afetado pela idade e condicao a
qual o organismo se encontra (Rendén-Anaya et al., 2014). As andlises do transcritoma
tém contribuido para melhor descrever a diversidade de componentes presentes nas
peconhas e tém sido realizadas em diferentes animais, como serpentes (Margres et al.,
2013, Boldrini-Franca et al., 2009, Neiva et al., 2009), peixes (Magalhaes et al., 2006),
aranhas (Jiang et al., 2013, He et al., 2013, Fernandes-Pedrosa Mde et al., 2008) e
Conus (Lluisma et al., 2012, Hu et al., 2011, Lavergne et al., 2013, Pi et al., 2006), por

exemplo. Com escorpibes, o0s estudos foram realizados com as familias
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Caraboctonidae (Schwartz et al.,, 2007), Liochelidae (Silva et al., 2009), Buthidae
(Valdez-Velazquez et al., 2013, Rendon-Anaya et al., 2012, Alvarenga et al., 2012,
D'Suze et al., 2009, Kozminsky-Atias et al., 2008, Ruiming et al., 2010, Morgenstern et
al., 2011, Ma et al., 2012, Almeida et al., 2012), Scorpionidae (Diego-Garcia et al.,
2012, Ma et al., 2010, Abdel-Rahman et al., 2013), Euscorpiidae (Ma et al., 2009) e
Urodacidae (Luna-Ramirez et al., 2013).

Além de aperfeicoarem a identificacdo de novas moléculas, como ferramenta
indireta na caracterizacao de peptideos expressos pela glandula de peconha (predicao
das sequéncias primarias), estes trabalhos podem auxiliar os estudos sobre a evolucao
da composicao das pegonhas de diversas familias de escorpides (Ma et al., 2009).

Uma das vantagens das bibliotecas de cDNA é que o mRNA maduro, do qual é
produzida uma cépia de cDNA, ndo contém introns. Dessa forma, as sequéncias de
cDNA podem ser usadas em sistemas de expressao heterdloga para producdo de
toxinas de interesse, uma vez que o protocolo de expressdo e dobramento de
peptideos esteja estabelecido, diminuindo assim a necessidade de coleta de grandes
quantidades de escorpides (Quintero-Hernandez et al., 2011).

Uma alternativa para a identificacdo de sequéncias e compreensao dos genes
que codificam essas toxinas emergiu na década de 1990, com diversos trabalhos que
descreveram as primeiras clonagens de genes de glandulas de pegonha de escorpides
(Becerril et al., 1993, Vazquez et al., 1995, Becerril et al., 1996, Selisko et al., 1996,
Corona et al., 1996). Essa metodologia consiste na formacédo de uma colecdo de DNAs
complementares a partir de mRNAs obtidos da glandula de peconha. Posteriormente

os genes sao amplificados por PCR, com primers desenhados de peptideos
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previamente descritos, e clonados em sistemas heter6logos, amplificando o material e,
posteriormente, sequenciando-o. O gargalo para essa metodologia foi 0 conhecimento
prévio de toxinas, que naquele tempo enfrentava desafios para identificacdo de
sequéncias. Essa vertente é menos utilizada atualmente, porém ainda pode ser
encontrada na busca por maiores informacdes acerca de uma determinada sequéncia
de residuos de aminoacidos de peptideos de peconhas de escorpides (Caliskan et al.,
2012b, Caliskan et al., 2012a, Caliskan et al., 2006). Informacdes relevantes foram
geradas a partir dessa abordagem, como o gene que codifica a toxina mais potente da
peconha do escorpiao Tityus serrulatus, conhecida como gamma-toxina (Ts1) (Becerril
et al., 1993). Posteriormente, toxinas similares foram identificadas em Tityus bahiensis
(Tb1) e Tityus stigmurus (Tst1), onde a presenca de epitopos similares sugeriu a
utilizacdo de um soro multivalente contra as trés espécies (Becerril et al., 1996).

Uma abordagem mais recente é o transcritoma da glandula de peconha, em que
as bibliotecas de cDNA sdo exploradas em um nivel maior: o sequenciamento de um
grande numero de clones, de modo a obter uma representacdo dos componentes
expressos pelas glandulas, sem a inclusdo dos introns, o que inclui os peptideos e
outros produtos proteicos, e de maquinaria celular. Em 2007, Schwartz e
colaboradores, publicaram o primeiro transcritoma de glandula de peconha de
escorpido, Hadrurus gertschi, familia Caraboctonidae. Esse trabalho identificou uma
variedade de moléculas que sao transcritas na glandula. Além das novas toxinas, o
trabalho mostrou uma variedade de componentes celulares necessarios para o
funcionamento das glandulas. De um total de 147 transcritos, cerca de 30%

corresponderam as toxinas da peconha. Nos anos seguintes, muitos trabalhos
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adotaram a mesma estratégia. O trabalho com Opisthacanthus cayaporum, familia
Liochelidae, revelou que 36% dos transcritos codificam componentes da peconha (Silva
et al., 2009). Com Scorpiops jendeki, familia Euscorpiidae, esse numero foi de 50%
(Ma et al., 2009) e com Heterometrus petersii, familia Scorpionidae, cerca de 53% (Ma
et al.,, 2010). Em comum, todas essas analises transcritbmicas realizadas com a
glandula de peconha de escorpides nao-Buthidae, ndo mostraram a presenca toxinas
putativas que atuam em canais de Na* entre os transcritos. Este fato pode explicar por
que essas peconhas nao sao letais para os mamiferos, uma vez que tais toxinas sao
responsaveis pelos envenenamentos graves. No entanto, essas bibliotecas tém uma
presenca expressiva de toxinas que atuam em canal de potassio e peptideos sem
ligacdes dissulfeto (NDBP), que podem atuar como peptideos antimicrobianos ou
citoliticos. Em uma biblioteca nao amplificada, é razoavel assumir que as porcentagens
relativas de toxinas correspondem aos niveis de expressao.

Em relacdo a familia Buthidae, transcritomas foram realizados com Tityus
discrepans (D'Suze et al., 2009), Tityus serrulatus (Alvarenga et al., 2012), Lychas
mucronatus (Ruiming et al., 2010), Tityus stigmurus (Almeida et al., 2012), Hottentotta
judaicus (Morgenstern et al., 2011). Os dois ultimos foram realizados com a glandula
em repouso, ou seja, sem extracdo de peconha anterior a extracdo do mRNA da
glandula. Uma diferenca importante entre glandula em repouso e a glandula ativa é a
guantidade de toxinas de Na*. Os dados da literatura sugerem que a glandula ativa
produz uma maior quantidade dessas moléculas. A abundéncia relativa de toxinas de
Na* em T. discrepans foi de cerca de 27%, para T.serrulatus foi de cerca de 14% e

cerca de 10% para L. mucronatus, enquanto a glandula em repouso de T. stigmurus
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apresentou 1,3% e H. judaicus com 5%. Em uma glandula ativa é esperada uma maior
expressao de mRNA que codificam toxinas, uma vez que a peconha precisa ser
completamente reconstituida para uma eventual predacao ou defesa. Essas bibliotecas
de cDNA feitas a partir de clonagem, possuem alto custo devido ao sequenciamento de
Sanger.

Com o advento de tecnologias de sequenciamento massivo de RNA, a
quantidade de informacdes obtidas através das bibliotecas de sequéncias nucleotidicas
sofreram forte incremento. O pirossequenciamento 454, por exemplo, também é
chamado de sequenciamento por sintese, onde uma fita complementar € sintetizada
enzimaticamente a partir de um molde de fita simples de cDNA. Os quatro nucleotideos
sao adicionados a cada ciclo e os nucleotideos nao incorporados sao degradados em
seguida. Cada vez que um nucleotideo é incorporado, existe a liberacao pirofosfato,
que é detectado por quimioluminescéncia em uma reacdo enzimatica, dai surgiu o
nome pirosequenciamento. O sequenciamento por RNA-seq, é realizado através de
adaptadores ligados a ambas as extremidades do RNA, sem necessidade de sintese
de cDNA. Por esse motivo, pode ser realizado com menores quantidades de RNA.

Os fragmentos de sequéncia obtidos por essas tecnologias possuem em média
até 1000 nucleotideos, dependendo da plataforma utilizada. Os dados obtidos séo
organizados com o auxilio de ferramentas de bioinformatica, que podem se utilizar de
um genoma de referéncia para a montagem das bibliotecas de sequéncias; porém,
podem ser feitas de novo.

Com glandulas de pegonha de escorpides, 0 sequenciamento em larga escala

foi realizado com Pandinus imperator (Roeding et al., 2009) e Centruroides noxius
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(Rendon-Anaya et al., 2012), ambas realizadas com plataforma de pirosequenciamento
454, O trabalho com P. imperator teve como foco a compreensao da analise
filogenética de artropodes, enquanto com C. noxius analisou-se o transcritoma global
da espécie, incluindo corpo inteiro sem as glandulas de peconha e transcritoma da
glandula de peconha em repouso e ativa.

Em uma era genbmica, surge uma enorme quantidade de dados originados das
diferentes metodologias de sequenciamento, e a bioinformatica é o instrumento
essencial para a filtragem, avaliacdo da qualidade e interpretacdo das informagdes
obtidas.

A abordagem do transcritoma torna possivel comparar pegonhas produzidas
pela mesma espécie isoladas geograficamente, sem a interferéncia de modificacoes
pds-traducionais (Ruiming et al., 2010), revelando uma diversificacado de componentes
da peconha exposta a diferentes desafios ambientais. As diferengas populacionais
podem indicar o caminho para entender por que a peconha de escorpides de uma
mesma espécie provocam diferentes intensidades na sintomatologia da picada (Oliveira
et al.,, 2013, Rodriguez-Ravelo et al., 2013). Além disso, é possivel descobrir as
modificacdes pos -traducionais, comparando a massa molecular experimental exata do
composto expresso com a massa molecular tedrica gerada pela traducdo das bases
nucleotidicas em residuos de aminodacidos, o que facilita a etapa de caracterizagéo
proteébmica, sendo, portanto, abordagens complementares.

1.2. A Proteomica
A abordagem proteémica, no contexto da toxinologia, abrange a purificacao e

identificacdo dos peptideos e proteinas em peconhas e venenos. O objetivo da
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protebmica é decifrar de que forma a diversidade de componentes pode promover um
ganho de eficiéncia no desempenho do organismo, gerando assim, conhecimento para
embasar as proximas geragdes de farmacos, diagndsticos e avancos em biotecnologia.
O fator limitante para essa abordagem € a diminuta quantidade de peconha produzida
por alguns animais, como aranhas e escorpides. Para obtencdo de quantidades
suficientes da amostra biolégicas para executar essa tarefa, as vezes é necesséria a
coleta de muitos individuos e proceder com a extragdao da peconha por longos periodos
de tempo.

Apesar dos fatores limitantes, andlises protedmicas foram conduzidas com
algumas espécies de escorpides, principalmente da familia Buthidae, entre as quais: T.
cambridgei (T. obscurus) (Batista et al., 2004), T. costatus (Diego-Garcia et al., 2005),
T. pachyurus (Barona et al., 2006), T.stigmurus (Batista et al., 2007) e T. serrulatus
(Pimenta et al., 2001b, Rates et al., 2008). Além desses, escorpides de familias de
menor importdncia médica também tiveram seus componentes identificados, como
Opisthacanthus cayaporum (Schwartz et al., 2008). Estes estudos prote6micos
demonstram a grande diversidade e quantidade de moléculas encontradas na pegonha
de escorpides. Os trabalhos basicos para execugédo dessa tarefa incluem a coleta dos
individuos, extracdo e purificacao da pegonha e identificacdo das massas moleculares
das fragdes purificadas. Quando as moléculas atingem grau de pureza elevado, é
possivel obter as sequéncias de residuos de aminoacidos por metodologias como
sequenciamento de Edman ou sequenciamento por espectrometria de massa.

Apesar da grande quantidade de dados gerados pelas abordagens proteémicas

e transcritdmicas, o desafio, para muitos, continua sendo encontrar os alvos bioldgicos
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das moléculas identificadas, assim como a possivel aplicabilidade em termos
biotecnoldgicos.

Apés a caracterizacao das moléculas pode-se prosseguir com a caracterizacao
biolégica. Dentre os peptideos identificados em peconhas de escorpides, merecem
destaque os que atuam em canais de Na® e K*. Para tal, frequentemente utiliza-se
técnicas de eletrofisiologia para registrar a modulacdo das correntes de idnicas.

1.3. Canais de Na+

Os sinais elétricos biologicos, desde organismos procariontes ao homem,
dependem da resposta rapida dos canais ibnicos dependentes de voltagem as
pequenas diferencas nos potenciais de membrana (Catterall, 2010). Os canais ibnicos
que respondem a diferencas de potencial permitem a passagem de cations com taxas
proximas a difusdo, sendo responsaveis por distintos processos fisiolégicos. Os Na,
iniciam o potencial de acdo. Os Ca, iniciam processos como a transmissao sinaptica,
contracao muscular e secrecao hormonal. Os K, terminam o potencial de acao, levando
a membrana a seu estado de repouso. Em comum, esses canais idnicos compartilham
uma arquitetura similar, com subunidades homdlogas que formam um poro central,
seletivo a ions, cercados por sensores de voltagem (Yu et al., 2005). O impulso elétrico
gerado apos um determinado estimulo percorre o0s neurbnios, promovendo a
transmissao da informacao ao SNC.

Até o momento ja foram identificados nove subtipos de canais de Na*
dependentes de voltagem em mamiferos, sendo quatro isoformas altamente expressas
no sistema nervoso central (Na,1.1, Na,1.2, Na,1.3 e Na,1.6), duas isoformas

expressas em musculo (Na,1.4 e Na,1.5) e trés isoformas expressas no sistema
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nervoso periférico (Nay 1.7, Na, 1.8, Na,. 1.9) (Bosmans and Tytgat, 2007) (Tabela 1).
Alguns autores relacionam o canal hNa,1.3 a epilepsia e percepcdo de estimulos
nociceptivos apés lesdo da medula espinhal (Estacion et al., 2010, Hains and Waxman,
2007, Vanoye et al.,, 2014). Esses canais possuem alta homologia entre si e
consequentemente compartiiham similaridades biofisicas e farmacologicas. Séao
formados por uma subunidade a, de 260 kDa, que é composta de quatro dominios
transmembrana (DI-DIV), que se organizam formando um poro (Fig. 2) (Catterall et al.,
2005).

Cada dominio possui seis segmentos em a-hélice que atravessam a membrana
(S1-S6), onde os segmentos S1-S4 sdo sensiveis a voltagem e os segmentos S5-S6
sao os formadores do poro do canal (Catterall et al., 2005). O segmento S4 possui uma
série de aminoacidos carregados, em especial um conjunto de argininas, seguido de
dois residuos hidrofobicos, e se desloca em resposta a despolarizacdo, iniciando a
abertura do poro do canal ibnico (Bezanilla, 2006, Catterall, 2010). As subunidades a
estdo ligadas a subunidades B, que geralmente interferem na cinética do canal e
melhoram a fixagdo do canal na membrana, assim como ancoras (Tseng et al., 2007).

As subunidades a sao funcionais sem as subunidades B quando expressas em
sistemas de expressdo. Cada canal ibnico € expresso de maneira diferencial em
determinado tecido. Ja foram descritas mutacdes em genes que codificam
determinados canais ibnicos e a expressdo desses canais “defeituosos” levam a
condigbes hereditdrias e adversas, sendo chamadas de canalopatias. Dentre as
canalopatias, sdo conhecidas epilepsias, enxaqueca, paralisia periddica, arritmia

cardiaca e sindrome de dor cronica (Tabela 1). Apesar dos mecanismos moleculares
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para os efeitos dessas mutagdes nao terem sido totalmente definidos ainda, algumas
dessas canalopatias resultam em falhas do sensor de voltagem dos canais ibnicos e
seus respectivos mecanismos de ativacao e inativacao (Catterall, 2010).

Tabela 1. Relacao dos Na,s com seus respectivos genes, sensibilidade a TTX, tecido de
distribuicao e efeito de mutacao (Adaptado de England and Groot, 2009).

Sensibilidade
Canal Gene TTX Tecido Efeito de mutagGes
Na,1.1 SCN1A sim SNC, SNP Epilepsia
Na,1.2 SCN2A sim SNC, SNP Epilepsia
SNC, SNP
Na,1.3 SCN3A sim (embrionario) Nenhuma reportada
Musculo
Na,1.4 SCN4A sim Esquelético Miotonia, paralisia peridédica
Na,l5 SCNSA 30 Coragiio Sindrome de QT _Ionga, ?indrome de
Brugada, Bloqueio cardiaco
progressivo
Na,1.6 SCNS8A sim SNC,SNP Atrofia cerebelar
SNP (céls.
Na,1.7 SCN9A sim Schwann) Alteragdes na sensibilidade a dor
SNP (neuronios
Na,1.8 SCN10A nao sensorios) Nenhuma reportada
Na,1.9 SCN11A nao SNP (DRG) Nenhuma reportada

Na,x SCN6/7A  N3&o funcional  Glia

Os canais de Na" identificados em insetos possuem uma estrutura similar aos de
mamiferos. Alguns genes descritos foram o para, clonado de Drosophila melanogaster

(Warmke et al., 1997); o Vssc1, de mosca doméstica; o Para®MA

e o BgNa,1-1, de
barata (Soderlund and Knipple, 2003, Tan et al., 2005).

Por terem um sitio de acao preferencial (Fig. 2) , as toxinas exibem diferentes
afinidades por diferentes tipos de canais. Além disso, algumas sao seletivas a

determinados subtipos de canais. A figura 2 ilustra os sitios de interacdo de algumas

toxinas com os canais de Na* (Stevens et al., 2011). No sitio 1, agem as toxinas que
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obstruem o poro fisicamente, como a TTX (tetrodotoxina, encontrada em peixes
baiacus e em outros organismos), a saxitoxina (dinoflagelados e cianobactérias) e as p-
conotoxinas (moluscos Conus). Os Na, podem ser classificados de acordo com a sua
sensibilidade ao bloqueador TTX (Tabela 1), sendo chamados de sensiveis ou
resistentes a TTX. No sitio 2, agem as batracotoxinas (anfibios) e as grayanotoxinas
(flores do géner Rhododendron — azaléas) . No sitio 3, agem as toxinas de anémonas,
as o-toxinas de escorpiao (a-NaScTx) e as delta-atracotoxinas de aranha, que
provocam um prolongamento do potencial de acao, retardando a inativacdo do canal.
No sitio 4, agem as B-toxinas de escorpides (B-NaScTx), as delta-Palutoxinas e as B-
toxinas de aranhas. No sitio 5 agem as Brevetoxinas e Ciguatoxinas, produzidas por

dinoflagelados (Stevens et al., 2011).

I | 1 v

Site 1 Site 5 t Site 2
TTX, STX Brevetoxins X Batrachotoxins
u-Conotoxins (*) Ciguatoxins | Grayanotoxins

by
-

. -
—

\ *
NEPL
\3

12345 12345 12345 12345

UFM )

(ae]e)

Figura 2. Representacao do Canal de Sédio e Respectivos Alvos de Toxinas. As diferentes
toxinas animais possuem sitios de a¢cao que sdo comuns a cada classe. Sitio 1: atuam as TTX-
tetodrotoxina, STX-saxitoxinas e as p-conotoxinas; Sitio 2: Batracotoxinas e Grayanotoxinas;
Sitio 3: a-NaScTxs e o-toxinas de anémonas; Sitio 4: B-NaScTxs e B-toxinas de aranhas; e
Sitio 5: Bravetoxinas e Ciguatoxinas (Retirado de Stevens et al., 2011).
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A primeira estrutura cristalografica em alta resolucéao (2,7 A) de um canal de Na
foi recentemente descrita (Fig. 3) (Payandeh et al., 2011, Payandeh et al., 2012). Esse
canal foi isolado da bactéria Archobacter butzleri, e nomeado Na,Ab. E considerado um
prototipo para a compreensdo sobre a sensibilidade a voltagem, condutancia e
seletividade ibnica, e mecanismos de ativacao e inativacdo de uma classe inteira de

canais ibnicos (Catterall, 2014).

Na figura 3 é possivel observar a arquitetura do canal Na,Ab, onde se observa
em tons de azul, um poro central formado por quatro dominios formadores do poro,
compostos pelos segmentos S5 e S6 e da alca do poro (Fig. 3A). Os quatro modulos
sensiveis a voltagem sao formados pelos segmentos S1-S4, que sdo associados com o
aro externo do poro (cores quentes) (Payandeh et al.,, 2011). Assim como nos K,s
(canais de K* sensiveis a voltagem), os dominios posicionam suas porg¢des funcionais
de forma a manter o sensor de voltagem associado com o médulo formador do poro

mais adjacente (Fig. 3C) (Long et al., 2007).

A arquitetura do poro do Na,Ab mostra um amplo vestibulo externo, um filtro de
seletividade estreito, uma cavidade central ampla e uma comporta de ativagdo
intracelular formada por parte do segmento S6, que esta na posicao fechada na figura

3B (Payandeh et al., 2011).

14



Camargos, T. S. 2014

b)

Funil
Extracelular

Filtro de
_ seletividade

Cavidade
Central

side
vista .
lateral Com porta
de
ativacao

Figura 3. Estrutura de um canal Na,Ab e estrutura do sensor de voltagem. A) vista
superior do canal Na,Ab. B) Arquitetura do poro, com indicagdo dos segmentos S5 e S6 e os
loops P de duas subunidades laterais. C) Vista Lateral do dominio sensivel a voltagem, onde se
observa o alinhamento dos sensores de voltagem de um canal de K™ (roxo) e de Na*(amarelo),
com destaque para as cargas positivas conferidas pela sequéncia de argininas (R) (adaptado
de Payandeh et al., 2011).
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1.3.1. Classificacao das NaScTx

O banco de dados de proteinas UNIPROT lista cerca de 800 peptideos de
escorpides depositados (busca pelos termos “scorpion AND peptide”, em 24/07/14).
Dentre esses, aproximadamente 200 peptideos correspondem a provaveis toxinas de
escorpiao que atuam em canais de Na* (NaScTx). Essas toxinas possuem entre 58 e
76 residuos de aminoacidos, estabilizados por 4 pontes dissulfeto, podendo ou nao
sofrer outras modificacdes pds-traducionais.

A toxicidade das peconhas de escorpides em humanos é atribuida as toxinas
que atuam em canais de Na*, o que torna as NaScTxs de grande relevancia para a
saude humana, uma vez que esses canais regulam uma grande variedade de
atividades fisiolégicas (Rodriguez de la Vega and Possani, 2005).

As NaScTxs podem ser divididas em a e B, dependendo do modo de acéo
(Gurevitz et al., 1998, Rodriguez de la Vega and Possani, 2005). As a-NaScTxs séao
moléculas de aproximadamente 70 residuos de aminoacidos, que se ligam a um sitio
receptor na superficie extracelular do canal de Na*, mais especificamente no dominio
DIV, entre os segmentos S3-S4, retardando a inativagao do canal (Catterall, 2010). De
acordo com os motivos estruturais e com a especificidade da interagdo com canais de
Na* de mamiferos ou de insetos, foram divididas em outros trés subgrupos:

1. a- toxinas classicas sdo altamente toxicas a mamiferos, como, por exemplo, a

AaHlIl de Androctonus australis Hector (Legros et al., 2005), e a Lghll de Leiurus

quinquestratus hebraeus (Sautiere et al.,, 1998), que se ligam-se com alta

afinidade a sinaptossomos.
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2. a-toxinas inseticidas, que sao altamente tdxicas para insetos como, por

exemplo, a LghalT de Leiurus quinquestriatus hebraeus (Eitan et al., 1990).

a-like, que agem tanto em canais de Na* de mamiferos quanto de insetos

como, por exemplo, a Lgh lll de Leiurus quinquestriatus hebraeus (Bosmans et

al., 2005).

As B-NaScTxs também se ligam a um receptor nos segmentos S3-S4, porém, no

dominio DII, deslocando a voltagem de ativacdo do canal para potenciais de membrana

mais negativos (Gordon et al., 2003, Rodriguez de la Vega and Possani, 2005,

Catterall, 2010). As B-toxinas sao subdivididas em quatro subfamilias (Gordon et al.,

2003, Gurevitz et al., 2007, Rodriguez de la Vega and Possani, 2007):

1.

B-NaScTx anti-mamiferos, que sao altamente tdxicas a mamiferos, e
modulam a ativagdo de canais de Na* em cérebro de mamiferos, como a Cn2,
de Centruroides noxius (Vazquez et al., 1995, Pintar et al., 1999) e a Css4, de
Centruroides sufussus sufussus (Martin et al., 1987). As toxinas desse grupo
foram, em sua maioria, isoladas de escorpides do Novo Mundo (Américas)
(Possani et al., 1999).

B-Toxinas inseticidas excitatérias, que sao inofensivas a mamiferos, e
induzem paralisia espastica, causada por atividade repetitiva dos nervos
motores, resultantes da ativacdo dos canais de Na* a potenciais de membrana
mais negativos. Como exemplo, tem-se a AahlT, de Androctonus australis

Hector (Loret et al., 1990).
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3. B-Toxinas inseticidas depressoras, que induzem paralisia flacida em insetos,
como, por exemplo, a LqHIT2, de Leiurus quinquestriatus hebraeus (Zlotkin et
al., 1991).
4. Toxinas B-like que sdo altamente ativas em mamiferos e em insetos, como a
Lghb1, de Leiurus quinquestriatus hebraeus (Gordon et al., 2003) e a Ts1, de
T. serrulatus (Martin-Eauclaire et al., 1992) .
1.4. Tityus fasciolatus
No Brasil, ocorrem as familias Bothriuridae, Buthidae, Chactidae e Liochelidae
(Lourenco, 2003), sendo a familia Buthidae composta dos géneros Ananteris,
Isometrus, Microtityus, Rhopalurus e Tityus (Lourenco et al., 1996). O género Tityus
possui distribuicdo por todo o territério nacional, destacando-se por possuir
representantes de interesse toxicologico: Tityus serrulatus, T. metuendus, T. stigmurus,
T. bahiensis, T. fasciolatus.
Em areas de Cerrado, predominantemente na regidao Centro-Oeste, encontra-se
o escorpiao Tityus fasciolatus, que ocorre também em Goids e Minas Gerais e é
responsavel por acidentes nestas regides (Yoshizawa, 2002). Possui de 4,5 a 7 cm de
comprimento e padrdo de coloragdo marrom e amarela, com trés listras marrons na
regido dorsal e listras nas pernas e palpos (Fig. 4). S&o termdfilos e vivem associados

a cupinzeiros do género Armitermes (Lourengo, 2003).
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A

Figura 4. Tityus fasciolatus. Imagem do escorpidao T. fasciolatus, vista dorsal,

onde se observa as listras caracteristicas no dorso, pernas e palpos. (Foto
cedida por Gustavo Guimaraes).

Em 2003, Wagner e colaboradores descreveram a neurotoxina Tf4 (UniProtP
83435), considerada moduladora de canal de Na*, com estrutura primaria semelhante
as toxinas TsTx-VI (Marangoni et al., 1990) e TsNTxP (Guatimosim et al., 1999) da
peconha de T. serrulatus. A Tf4 foi classificada como uma a-NaScTx. Em células GHS3,
uma linhagem celular estabilizada derivada de tumor adenohipofisario de rato, a toxina
nao induziu alteragdes nas correntes de Na* ou de K*. A Tf4, com doses até 140 pg,
nao possuiu efeito toxico em larvas de Tenebrio molitor (\Wagner et al., 2003).

Wagner (2003) descreveu ainda a sequéncia parcial de um peptideo
(KEGYAMVDEG), contido em uma fracdo chamada p23. As massas moleculares
encontradas nessa fragdo foram de 6.954 Da e 7.294 Da. A sequéncia parcial obtida foi
similar a Ts2, de T. serrulatus, Tb2, de T. bahiensis, e Tst2, de T. stigmurus (Becerril et
al., 1996) e foram classificadas como B-NaScTx. O mesmo trabalho identificou um
peptideo de 2.750Da na pegonha de T. fasciolatus (Wagner, 2003) que, mais tarde, foi

descrito como hipotensor e chamado de Tf2.7 (Zanotta, 2006). Esse peptideo apresenta
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identidade de 79% com as hipotensinas TITSE 1 e 2 de T. serrulatus (Verano-Braga et al.,

2008) que aquela época nao haviam sido descritas (Fig. 5).

Acc Nome 10 20
P84190 HYT24_TITSE1 AEIDFSGIPEDIIKEIKETNAKPPA
P84189 HYT13_TITSE1 AEIDFSGIPEDIIKQIKETNAKPPA
T. fasciolatus Tf2.7 ADIDFRGVPENIVK-IKETNAKPPA

hekkhk Kheoekhkkeoekhkeoekhk *hhkhkhkhkkkhkk

Figura 5. Alinhamento da Tf 2.7 com as hipotensinas TITSE 1 e 2 de Tityus serrulatus.
Alinhamento da Tf2.7 com as hipotensinas de T. serrulatus descritas em 2008 (Verano-Braga et
al., 2008).

Zanotta (2006) identificou as sequéncias parciais de outros dois peptideos,
chamados de Tf14 (7555,4 Da) - KIYEXCELAXELINXFNF (X- nao identificado) - e
Tf3.5 (3585,34 Da) - TQKNCRSKRDCQTVCMVVDRCQYGTCYCKGN. A Tf3.5
apresenta trés ligacbes dissulfeto e 58% de identidade com a o-KTx17.1 de
Mesobuthus martensii (Li et al., 2003).

(Guimaraes, 2009) fez uma caracterizagdo molecular e imunolégica indicando
que a peconha de T. fasciolatus possui toxicidade e letalidade moderadas em
camundongos machos Swiss CF1, de 20g, via sub-cutdnea. A peconha foi neutralizada
com eficiéncia pelo soro anti-T. serrulatus, no estudo in vivo, sendo a DLsy de 59,65
pgg/camundongo. A peconha bruta causou congestdo e hemorragias em coracao,
pulm&o e cérebro de camundongos.

Guimaraes (2009) realizou uma extragcédo e purificacdo de RNA, e por RT-PCR,
com oligonucleotideos desenhados tendo como molde toxinas da pegonha de T.
serrulatus, amplificou sequéncias de interesse. Com essa metodologia, foi possivel a

identificacdo de precursores para trés NaScTxs: Tf1, Tf3 e Tf4a:
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» Tfda - Tendo como molde a TsNTxP (T. serrulatus) (Guatimosim et al., 1999),
encontrou-se uma sequéncia que corresponde a Tf4 de T. fasciolatus. Como houve
uma diferenca em um residuo de aminoacido, na posicao 25 (T por K), foi usada a
letra “@” para diferenciar da toxina Tf4 previamente descrita por Wagner et al.

(2003) (Fig.6).

Acc Nome 10 20 30 40 50 60
P83435_Tf4 GKEGYPADSKGCKVTCFFTGVGYCDIECKLKKASSGYCAWPACYCYGLPDSASVWDSATNKC———
Tfda GKEGYPADSKGCKVTCFFTGVGYCDKECKLKKASSGYCAWPACYCYGLPDSASVWDSATNKCGKK
P60275_TbIT_1 GKEGYPVDSRGCKVTCFFTGAGYCDKECKLKKASSGYCAWPACYCYGLPDSVPVYDNASNKCB--
Q5G8A8_TCONTXP1 GKEGYPADSKGCKVTCFLTAAGYCNTECKLQKASSGYCAWPACYCYGLPDSASVWDSATNKCGKK
P45669_TS6 GREGYPADSKGCKITCFLTAAGYCNTECTLKKGSSGYCAWPACYCYGLPESVKIWTSETNKC---
O77463_TSNTXP GREGYPADSKGCKITCFLTAAGYCNTECTLKKGSSGYCAWPACYCYGLPDSVKIWTSETNKCGKK
*:****.**:***:***:*..***:.**.*:*.****************:*. [ . :***

Figura 6. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da Tf4 com outras toxinas do
género Tityus (Adaptado de Guimaraes, 2009). A sequéncia Tf4 utilizada para o alinhamento
foi obtida pelo cDNA amplificado a partir de iniciadores sintetizados com base em sequéncias
obtidas de T. serrulatus. Em sublinhado, a substituicdo de uma T por uma K (Adaptado de
Guimaraes, 2009). P83435 Tf: T. fasciolatus (Wagner et al., 2003); P60275 TbIT_1: T.
bahiensis (Pimenta et al., 2001a); Q5G8A8 TcoNTxP1: T. costatus (Diego-Garcia et al., 2005),
P45669 Ts 6 (Marangoni et al., 1990) e O77463 TsNTxP: T. serrulatus (Guatimosim et al.,
1999).
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« Tf1 - Tendo como molde a TsTx (Martin-Eauclaire et al., 1992), encontrou-se um
precursor de um peptideo com massa tedrica de 7252 Da, que apresentou

similaridade a Ts1 de T. serrulatus (Fig. 7).

Acc Nome 10 20 30 40 50 60

Q5G8B87Tcoigamma -KEGYAMDHEGCKLSCFIRPSGYCGRECGYKKGSSGYC-AWPACYCYGLPNWVKVWERATNRCGKK
Tf1l -KEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGRECAIKKGSSGYC-AWPACYCYGLPNWVKVWERATNRCGKK
P152267Tsl -KEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGRECGIKKGSSGYC-AWPACYCYGLPNWVKVWDRATNKCGKK
P566l2_Tst_gamma GKEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGRECTLKKGSSGYC-AWPACYCYGLPNWVKVWDRATNKCGKK
P56611_Tb_gamma -KEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGSECKIKKGSSGYC-AWPACYCYGLPNWVKVWDRATNKCGKK
QZNME37T21 KDGYLVGNDGCKYSCFTRPGTYCANECSRVKGKDGYCYAWMACYCYSMPNWVKTWDRATNRCGRGK

* o Kk Kk . e e kkk KAk k kK * K * K * x *kkk kk kkkk*k e khkAkkhkhk kekhkkk o kKo

Figura 7. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da Tfl com outras toxinas do
género Tityus (Adaptado de Guimaraes, 2009). Q5G8B8 Tco_gamma: T. costatus (Diego-
Garcia et al., 2005); Tf1: T. fasciolatus; P15226 Ts1: T. serrulatus (Martin-Eauclaire et al.,1992);
P56612 Tst_gamma: T. stigmurus (Becerril et al., 1996); P56611 Tb_gamma: T. bahiensis
(Becerril et al., 1996), Q2NME3 Tz1: T. zulianus (Borges et al., 2004).

« Tf38 - Tendo como molde a TsTx, encontrou-se uma sequéncia com massa
molecular teérica de 7607 Da. A toxina foi chamada de Tf3, pois apresentou

identidade a Ts3 de T. serrulatus (Fig. 8).

Acc Nome 10 20 30 40 50 60 70
POC5K8 TbTx5 KKDGYPVEGDNCAFVCEFGYDNAYCDKLCKDKKADSGYCYWVHILCYCYGLPD---KEPTKTNGRCKPGKK
TEf3 KKDGYPVEGDNCAFVCFGYDNAYCDKLCKDKKADSGYCYWVHILCYCYGLPD---KEPTKTNGRCKPGKK
P01496 Ts3 KKDGYPVEYDNCAYICWNYDNAYCDKLCKDKKADSGYCYWVHILCYCYGLPD---SEPTKTNGKCKSGKK
P46115 Ts5 KKDGYPVEGDNCAFACFGYDNAYCDKLCKDKKADDGYCVWS-PDCYCYGLPEHILKEPTKTSGRC-—-——-—
P46066 CsES KKDGYPVDSGNCKYECLKDD--YCNDLCLERKADKGYCYWGKVSCYCYGLPD---NSPTKTSGKCNPA-—
P58910 Kurtoxin KIDGYPVDYWNCKRICW-YNNKYCNDLCKGLKADSGYCWGWTLSCYCQGLPD---NARIKRSGRCRA-—-—

* kA kK Kk . * K * . )k . * K *kk Kk k Kk AhkKk kKK . * * .k

Figura 8. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da Tf3 com outras toxinas do
género Tityus (Adaptado de Guimaraes, 2009). POC5K8 TbTx5: T. bahiensis (Kalapothakis
et al., 2001); Tf3: T. fasciolatus; P01496 Ts3 (Corona et al., 1996) e P46115 Ts5 (Marangoni et
al., 1995) T. serrulatus; P46066 CsES5: Centruroides sculpturatus (Jablonsky et al., 1995),
P58910 Kurtoxin: Parabuthus transvaalicus (Chuang et al., 1998).

No trabalho de Guimaraes (2009), as toxinas correspondentes aos precursores

identificados pelas técnicas de biologia molecular ndo foram isoladas da peconha.
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Pinto (2009) demonstrou que a pegonha de T. fasciolatus causou danos no
sistema cardiorrespiratério de ratos jovens, 5 minutos apds sua injecao via subcutanea,
induzindo arritmia respiratéria e aumento da frequéncia cardiaca. Esse resultado €
compativel com as alteragbes causadas por outras espécies de Tityus, como T.
serrulatus. O dano cardiaco € provocado tanto pela agao direta da pegonha quanto
indiretamente devido as alteracdes do sistema autbnomo (Amaral et al., 1991, Teixeira
et al., 2001, Rezende et al., 1996). A liberacao de catecolaminas e neurotransmissores

alteram a hemodinamica, causando hipertensao e arritmias.
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2. Justificativa

O estudo de canais ibnicos implicou no surgimento de uma nova linha de
pesquisa em busca de moléculas capazes de modular as atividades desses canais,
especialmente nos casos onde as mutagdes levam a doencgas hereditarias, como é o
caso da paralisia periédica hipocalémica. Os farmacos atualmente utilizados nao
possuem grande especificidade e seletividade, e o estudo de moléculas como as
toxinas de aracnideos fornecem dados para o desenvolvimento de compostos mais
especificos, que poderao gerar, no futuro, novos agentes terapéuticos e inseticidas.

O interesse por moduladores de canais de Na* é refletido em bases de dados de
patentes, como o European Patent Office (www.epo.org), que possui pelo menos 30
registros desses moduladores. As universidades e industrias farmacéuticas tém
dispendido esforgcos em screenings de larga escala, a fim de identificar respostas
detalhadas para o desenho de farmacos mais especificos, e consequentemente
menores efeitos colaterais (England and de Groot, 2009).

No que se refere ao estudo com peconhas, a protedmica possibilita a
identificacdo e caracterizacdo quimica dos compostos isolados. A transcritbmica surge
como aliada na elucidacdo das sequéncias de aminodcidos e dos mecanismos
moleculares na producdo da peconha. Juntas, essas técnicas se complementam. A
identificacdo desses componentes € uma oportunidade de descobrimento de moléculas
com potencial utilizacdo como ferramentas em biotecnologia. Porém, apenas a sua
identificacao limita seus potenciais usos. Diante disto, 0os ensaios bioldégicos em busca

de um alvo sdo essenciais para que essas informagdes sejam bem aproveitadas.
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A andlise eletrofisiolégica de NaScTxs contribui para que as relagdes de
estrutura e funcao dos canais ibnicos seja elucidada. Poucos trabalhos foram feitos até
0 momento com cobertura abrangente de canais, sendo 0s ensaios restritos a apenas
alguns clones de canais idnicos. O presente trabalho conta com a analise de 4
compostos testados em 8 diferentes subtipos de canais i6nicos.

Os estudo com a pegonha do escorpido Tityus fasciolatus no Laboratério de
Toxinologia da Universidade de Brasilia foram iniciados no final da década de 90. A
escassez de trabalhos com a peconha deste escorpido motivou o inicio das pesquisas

em buscas de novas moléculas com possiveis aplicabilidades.
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3. Obijetivos

3.1. Objetivo Geral
v" Conhecer a composicao da peconha do escorpiao Tityus fasciolatus através dos

transcritos e compostos expressos.

3.2. Obijetivos Especificos

v Construir uma biblioteca transcritbmica da glandula de peconha de T. fasciolatus
e identificar os precursores das toxinas putativas de Na™.

v Fracionar a peconha de T. fasciolatus e identificar as massas moleculares de
seus principais componentes peptidicos.

v' Determinar as estruturas primarias dos peptideos mais abundantes da peconha.

v" Determinar a atividade biolégica dos peptideos mais abundantes da peconha,

com énfase em toxinas que atuam em canais de Na®.

26



Camargos, T. S. 2014

4. Material

4.1. Solugodes utilizadas em HPLC

4.1.1. Solucao de Acetonitrila (Solvente B) 0,1% TFA
v Acetonitrila grau HPLC (JT Baker ®), a temperatura ambiente.
v" TFA grau HPLC (JT Baker ®), a temperatura ambiente.

4.1.2. Solucao TFA 0,12% - HPLC
v" Agua deionizada (Mili-Q®), & temperatura ambiente.

v" TFA grau HPLC (JT Baker ®), a temperatura ambiente.
4.2. Solugdes utilizadas em Eletrofisiologia

4.2.1. Ca**-free solution

[1mM
NaCl 82,5
KCl 2,5
MgCl, 1
HEPES 5

pH ajustado para 7,6 com NaOH.
Filtrado em filtro estéril.

4.2.2. Meio Barth de cultura para odcitos

[1mM
NaCl 88
KCI 1
Ca(NOg3). 0,33
CaCly 0,41
MgSO,4 0,82
NaHCO; 24
HEPES 5

pH ajustado para 7,4 com NaOH.
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Filtrado em filtro estéril.

Adicionar 0,1 mg/ml gentamicina.

4.2.3. Solucao ND100

[]mM
NaCl 100
CaCl2 0,3
MgCl2 1
HEPES 5

pH ajustado para 7,6 com NaOH.
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5. Métodos
5.1. Obtencao De Animais
Cerca de 30 individuos adultos de Tityus fasciolatus foram coletados no Setor de
Mansdes Lago Norte, Brasilia, DF, sob a licenca do IBAMA n° 19138-1. Os escorpides
foram mantidos em terrarios apropriados no Biotério do Instituto de Ciéncias Biolégicas,
Universidade de Brasilia, onde receberam &gua ad libitum e foram alimentados
periodicamente com baratas.
5.2. Analise Transcritdbmica
5.2.1. Obtenc¢do de RNA
Oito espécimes (4 machos e 4 fémeas), adultos e recém coletados, do escorpiao
Tityus fasciolatus, foram submetidos a extracdo de pec¢onha por estimulagéo elétrica 3
dias antes da extracdo do RNA. O esvaziamento da glandula promove a sintese de
peptideos e proteinas que compdem a peconha, induzindo assim, a producdo de RNA
mensageiro (MRNA). Utilizou-se o kit de extracdo de RNA ZR-Duet™ DNA/RNA
MiniPrep (Zymo Research Corporation, Irvine, CA, U.S.A). Os télsons dos individuos
foram cortados diretamente no tampao de extracdo, macerados e o RNA extraido
segundo o protocolo do fabricante. O RNA foi entdo armazenado a -70 °C.
5.2.2. Quantificacao de RNA e qualidade do RNA
A quantificacdo do RNA foi realizada por espectrofotdbmetro NanoVue Plus
Spectrophotometer (GE Healthcare Bio-Sciences Corp., Piscataway, NJ, U.S.A.), nos
comprimentos de onda 230, 260, 280 e 320 nm. A razdo 6tima para RNA é de

A260/A280= 1,9-2,0. O RNA foi submetido a uma eletroforese em um 2100
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Electrophoresis Bioanalyser (Agilent) para verificacdo da integridade e qualidade do
RNA extraido.
5.2.3. Biblioteca Transcritomica - RNAseq

Apo6s verificagdo da qualidade do RNA, o material foi enviado para
sequenciamento HiSeg2000 (lllumina, San Diego, CA, USA) na Scripps Univertsity,
USA, de acordo com o protocolo do fabricante.

5.2.4. Bioinformatica

O pipeline computacional de analise do transcritoma foi dividido em 3 etapas: (i)
filtragem, (ii) montagem e (iii) anotagcédo. Durante a etapa de (i) filtragem, a qualidade
das sequéncias foi verificada por meio do programa  FASTQC
(http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc).  Adaptadores  lllumina e
sequéncias inteiras ou fragmentos de sequéncias de baixa qualidade (valor de Phred <
20) foram filtrados utilizando o programa PRINSEQ. Para que as sequéncias
provenientes dos mesmos fragmentos estivessem pareadas nos arquivos de
sequéncias R1 e R2, foi utilizado um script na linguagem de programacéao Perl. Scripts
consistem em pequenos programas de computador criados para realizar tarefas
especificas, geralmente envolvendo manipulagdo de arquivos.

Em seguida, foi realizada a etapa de (ii) montagem das sequéncias utilizando-se
a abordagem de novo por meio do pipeline Oases que utiliza o programa Velvet
adaptado para montagem de transcritos. Optou-se pela abordagem de montagem de
novo devido a auséncia de um genoma de referéncia para o organismo em estudo.
Nesse processo, foram utilizados tamanhos de k-mer de 19 a 35pb, sendo os

resultados para cada k-mer, posteriormente, concatenados em um arquivo Unico de
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sequéncias consenso, denominadas contigs ou transcritos, no caso do estudo de
transcritoma. Os contigs de cada replicata foram montados separadamente, sendo
depois comparados entre si por meio do programa Blast e scripts Perl para remogéo de
redundancia. Dentre um grupo de sequéncias que apresentavam similaridade com
valor de e-value inferior a 1E-5, era selecionada a sequéncia de maior extensao como
representativa do grupo.

Na etapa de anotacdo (iii), a atribuicdo de funcao biolégica aos transcritos
ocorreu pela comparagdo com sequéncias de aminoacidos de eucariotos, obtidas a
partir do banco curado de sequéncias Swiss-Prot, por meio do programa Blast. Um
transcrito foi anotado com a mesma funcao bioldgica da sequéncia que apresentasse a
maior similaridade (best hit) e que apresentasse o valor de e-value igual ou inferior a
1E-3. A partir dessa primeira etapa de anotacdo, os transcritos que correspondiam a
potenciais toxinas foram selecionados e seus respectivos codigos do Gene Ontology,
obtidos a partir do banco Swiss-Prot, foram associados por meio da utilizacdo de
scripts Perl.

Os alinhamentos foram obtidos por ClustalO
(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

5.3. Analise Protebmica
5.3.1. Extracao e Quantificacao da peconha

A peconha dos exemplares adultos de T. fasciolatus foi extraida por meio de

estimulagédo elétrica proxima ao télson. A pegonha foi solubilizada em TFA 0,12%,

submetida a centrifugacdo a 15.000 x g por 10 min. O sobrenadante foi retirado, seco
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a vacuo e armazenado a -20°C. A quantificacao foi realizada por espectrofotometria a
280 nm. Um intervalo minimo de 30 dias foi respeitado entre extracées de peconha.

Para a quantificagdo dos peptideos purificados, foi realizada a leitura 280nm e
utilizacdo dos parametros obtidos pelo programa PROTPARAM (Wilkins et al., 1999).

5.3.2. Purificacao de Peptideos - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Aliquotas de 1mg de peconha de T. fasciolatus foram fracionadas em HPLC,
utilizando coluna de fase-reversa C18 analitica (250 x 4,60 mm, 4 micron,
Phenomenex, Inc.,USA). A cromatografia seguiu um gradiente linear da solucao A
(0,12% acido trifluoroacético - TFA em agua) até 60% da solugdo B (0,10% TFA em
acetonitrila), a um fluxo de 1mL/min, por 60 min. A detecc¢ao foi obtida por leitura das
absorbancias a 216 e 280nm. As fracoes foram coletadas manualmente e secas a
vacuo. As fracbes mais abundantes foram submetidas a recromatografias, cuja
metodologia variou de acordo com o tempo de retencao de cada fragao, e consiste em
um gradiente linear de 0,5% de acetonitrila por minuto, com a coluna a 45°C.

5.3.3. Analise de Massas Moleculares

As amostras foram dissolvidas em uma matriz saturada de &cido a-ciano-4-
hidroxi-cindmico dissolvida em acetonitrila/agua/TFA3% (2,5/2/0,5; v/v/v), na proporcao
3:1 (matrizzamostra). As analises foram realizadas em espectrometro de massa MALDI-
TOF/TOF UltraFlex Ill (Bruker Daltonics, Alemanha) operando no modo refletido ou
linear positivo, utilizando calibracdo externa. Para peptideos de até 4.000 Da foi
utilizado Peptide Standard calibration mixture (Bruker Daltonics), e entre 4.000 a 20.000
Da foi utilizado Protein Standard calibration mixture (Bruker Daltonics). As amostras

analisadas foram depositadas em uma placa do tipo Anchorchip (600 mm), secas a
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temperatura ambiente. Os espectros de massa molecular foram analisados com o
software FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonics, Germany).

Os peptideos descritos foram analisados em micrOTOF-Q Il (Bruker Daltonics,
Germany), operado em modo positivo. As amostras foram diluidas em acido férmico
1%, em uma mistura de agua/acetonitrila (v:v, 1:1) e aplicadas por infusdo direta no
espectrometro.

5.3.4. Sequenciamento de residuos de aminoacidos

Os 15 primeiros residuos de aminoécidos do N-terminal do peptideo Tf2 foram
identificados por sequenciamento automatico de Edman, em PPSQ-23 Protein Peptide
Sequencer (Shimadzu Co., Japan).

O sequenciamento por ISD (/n Source Decay), foi realizado em MALDI/TOF-
TOF-MS UltraFlex 1ll, matriz DAN (1,5-diaminonaftaleno) na propor¢do 3:1
(matriz:amostra), utilizando calibragdo externa com BSA (Bovine Serum Albumin).

5.4. Modelagem molecular

A construgdo do modelo de Tf2, Tf3, Tf4 e Ts2 foi realizada pelo método de
reconhecimento de dobragem para a identificacdo de potenciais modelos usando o
servidor Phyre2 (Kelley and Sternberg, 2009). Este servidor é capaz de identificar
homdélogos utilizando sequéncias distantes obtidas a partir de algoritmos, como PSI-
BLAST e HMM (Altschul et al., 1990, Soding, 2005). O modelo com a maior pontuacao,
Ts1 (PDB ID 1NPI, 1,16 A de resolucéo) (Pinheiro et al., 2003), foi escolhido como
molde para as toxinas Tf2, Tf4 e Ts2, com 98% de cobertura e identidades de 75%,
64% e 74%, respectivamente. Para a toxina Tf3, o modelo utilizado foi da Kurtoxina

(PDB ID 1T1T), cuja identidade com a Tf3 é de 53%. A toxina AaH2 (PDB ID 1AHO,
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(Housset et al., 1994)) foi adicionada como referencial por ser conseiderada um modelo
padrdo de atividade das a-NaScTxs. Os potenciais eletrostaticos de superficie foram
calculados usando o programa de graficos moleculares CCP4 pelo método de Poisson-
Boltzmann embutido (McNicholas et al., 2011).

5.5. Atividades Bioldgicas

5.5.1. Eletrofisiologia

5.5.1.1. Expressdo dos canais i6nicos

Para a expressédo dos canais ibnicos em odcitos de Xenopus laevis, os plasmideos
hNa,1.1, hNa,1.2, hNa,1.3, hNa,1.4, hNa,1.5, hNa,1.6, hNa,1.7, rNa,1.8 foram
linearizados com as enzimas apropriadas de acordo com seus sitios de restricao, e
transcritos com T7mMESSAGE-machine kit (Ambion, U.S.A.).

54.1.2. Registro das correntes

Os registros de eletrofisiologia foram realizados a temperatura ambiente, 22° C,
utilizando amplificador AxoPatch, controlado pelo sistema de aquisicdo de dados
Digidata1440A 16-Channel Digitizer (Molecular Devices).

As correntes foram registradas de 12h a 96h apés a injecao do cRNA, de acordo
com a velocidade de expressao de cada canal. A equacao para condutancia de sédio
(Ona), de acordo com a Lei de Ohm, foi: gNa =INa/(V —Vrev), onde | no € A
amplitude das correntes de sédio a um dado potencial teste V, e V., € o0 potencial de
reversao do ion Na™.

Os valores de gNa foram plotados em funcao da voltagem e ajustados com a

equacdo de Boltzmann: gna/ gmax = [1 + (exp(Ve ) V) / k)], onde gMéax representa a
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condutancia maxima de Na®, Vg é a voltagem correspondente a metade da
conduténcia maxima, e k é o fator de inclinagéo da curva.

Os eletrodos de voltagem e de corrente foram preenchidos com 3M KCI. As
resisténcias dos eletrodos foram mantidas abaixo de 1MQ. As correntes foram filtradas
a 1kHz e amostradas a 20hHz utilizando um filtro passa-baixa de quatro polos Bessel.
Para evitar a interferéncia de ruido, as correntes registradas foram subtraidas com TTX
(tetrodotoxina). O TTX bloqueia os canais de Na*, de forma que pode-se remover as
correntes capacitivas e resistivas do registro. Exceto as correntes do canal rNa,1.8,
todas as outras correntes tinham pelo menos 1pA. Os canais resistentes a TTX
hNa,1.5 e hNa,1.8 utilizados neste trabalho possuem mutacdo para aumentar a
sensibilidade a TTX, sem que haja interferéncia na funcionalidade do canal (Laboratério
de Eletrofisiologia, Departamento de Fisiologia, Johns Hopkins University, sob
supervisao do Dr Frank Bosmans).

Diferentes protocolos foram utilizados para a realizacdo dos registros de
correntes, partindo de um potencial de repouso (holding potential) de -90 mV, com um
intervalo de 0,2 Hz. As correntes de sodio foram evocadas com uma despolarizagao a
100 ms até Vmax. A relagdo corrente-voltagem foi determinada por passos de
despolarizacédo de 50 ms entre -90 e 70 mV, com incrementos de 5-10 mV.

Os registros eletrofisiologicos foram analisados utilizando CClampfit, versdo 10.0
(Molecular Devices). As curvas gV foram plotadas com auxilio do software Origin8
(Originlab, ElkGrove Village, IL, USA). A significancia das amostras normalizadas foi

avaliada com o teste t de Student, com p<0,05, sendo os valores apresentados relativos
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a média + erro padrdo da média. Foram realizados de 3 a 6 testes independentes por
toxina em cada canal testado.

5.5.2. Ensaio Inseticida

Larvas de lepiddptera Spodoptera frugiperda (com aproximadamente 100 mg, entre
3% e 4° instars) foram expostas a diferentes concentragcoes do peptideo Tf4, de T.
fasciolatus. A injecao foi de 2 L, com seringa gengival, entre o ultimo e o penultimo par
de pernas. Um injetor automatico foi acoplado a seringa. A observacao foi feita com 1h,
2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 7h, 8h,12, 16h, 20h, 24h, 36h e 48 horas ap0s a injecao. O controle
foi realizado com &agua. As larvas foram gentiimente cedidas pela Dr? Maria Elita

Castro, Embrapa, Cenargen.
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6. Resultados e Discussao

6.1. Biblioteca transcritomica

O RNA extraido de 8 individuos foi analisado por eletroforese para identificar a
qualidade da amostra (Agilent 2100 Bioanalyzer system). Os dados obtidos foram
compativeis com RNAs extraidos de outros escorpides e aranhas, de forma que a
banda 28S ribossomal, indicativa da boa qualidade de amostras de mamiferos, nao
ocorre ou ocorre com pouca intensidade nos aracnideos testados até o momento por
nosso grupo de pesquisa (Fig. 9). Uma escala que varia de 1 a 10, chamada RIN (RNA
Integrity Number), foi calculada pelo software Bioanalyser ap6s a corrida. O RIN
calculado para o RNA de Tityus fasciolatus foi de 6,3. Como ndo existe valor de
referéncia para esse organismo e o valor considerado adequado para mamiferos é

acima de 7, consideramos a amostra de boa qualidade.
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Figura 9. Representacao grafica da eletroforese da amostra de RNA de T. fasciolatus em
Bioanalyser. a) Grafico gerado pela migracdo das moléculas de RNA; b) Representagao
gréfica em bandas com a distribuicdo das moléculas de RNA (a direita) e o padrao de migragcao
controle (a esquerda).

A amostra de RNA foi enviada para sequenciamento por RNA Seq, que consiste

na identificacdo das bases nucleotidicas por sintese, realizada em triplicata. Nas trés
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rodadas de sequenciamento do lllumina, obteve-se 33.069.163, 32.754.391 e
22.358.238 de reads, respectivamente. Ap0s 0 sequenciamento, os dados obtidos
foram enviados a analise de bioinformatica, gerando uma montagem de sequéncias
nucleotidicas, e os dados foram agrupados em contigs (sequéncias nao-unicas). A
partir dessa montagem, foram encontrados 4.575, 4.744 e 3.505 contigs, que ap0s um
procedimento de remocgao de redundancia geraram 9.130 contigs Unicos (Tabela 2).
Dentre eles, 8.226 contigs nao obtiveram similaridade com outras sequéncias
depositadas em bancos de dados, sendo classificados pelo termo “no hits”. Essa
quantidade provavelmente esta relacionada a falta de um genoma de referéncia.

Posteriormente, os dados foram classificados de acordo com sua ontologia, por
meio de Gene Ontology (GO), para identificar as funcbes provaveis dos RNAs
sequenciados. A andlise de GO foi realizada com os 9.130 contigs, e assinalou 1146
genes. A classificacao das 18 funcdes mais frequentes pode ser observada na figura
10. O Gene Ontology permite a inferéncia de um dominio biologico especifico que
descreve um produto génico (Ashburner et al.,, 2000). De uma maneira geral, as
anotacdes de ontologia se baseam na homologia, ou seja, a partir de um ancestral
comum. A classificagdo por fungao permite uma avaliagdo global do transcritoma, além
disso, facilita as analises computacionais que lidam com essas informacdes. A funcéo
mais recorrente foi de “Inibidor de canal iénico” (Fig. 10).

Tabela 2. Tabela resumo da montagem da biblioteca transcritémica.

Total de sequéncias limpas Round (1) 33.069.163, (2) 32.754.391, (3) 22.358.238
Total de contigs 9.130

Total de toxinas 278

Total de GOs assinalados 1146
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Figura 10. Grafico representativo das 18 funcoes mais frequentes. Gene Ontology (GO)
das 18 fungbes mais frequentes apds submissédo dos dados para analise de GO. As fungbes de
“Inibidores de canal ibnico” e “Ligagao a ion metalico”, barras inferiores, correspondem as
toxinas e aos ligantes de metais como magnésio e calcio, e sao relacionados a reguladores de
DNA.

As sequéncias que codificam para toxinas foram agrupadas e analisadas
separadamente. Verificou-se um total de 278 contigs que codificam para toxinas, sendo
gue 89% delas sdo toxinas com provavel acdo em canais de Na* e K* (Fig. 11), com
uma menor porcentagem de toxinas putativas com acdo de canais de Ca*™ ou similares
as Mu-theraphotoxinas, de aranhas, dentre outras. Na andlise realizada, a toxina Tf2 foi
codificada por 12 contigs, a Tf3 por 6 contigs e a Tf4 por 7 contigs (apresentadas no
topico seguinte). As sequéncias de toxinas de NaScTx, KTxs e outras toxinas é

apresentada no Anexo |.
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Figura 11. Grafico de porcentagem das toxinas identificadas na biblioteca transcritomica.
Dentre os 278 transcritos com identidade com toxinas, 48% dos transcritos correspondem a
toxinas que atuam em canais de potassio (KTxs), 41% correspondem a toxinas que atuam em
canais de Na® (NaScTxs), 5% s&o similares as Mu-theraphotoxinas, de aranha, e 3%

correspondem a toxinas que atuam em canas de Ca*™.

Dentre os transcritos que codificam toxinas, 48% correspondem a KTxs, porém
alguns contigs ocorreram em redundéancia. O contig 11 (Anexo I), por exemplo, possui
20 sequéncias que codificam para a mesma molécula, correspondente a uma KTx de
alta massa molecular, provavelmente com massa molecular monoisotépica teérica de
[M+H]" igual a 7.323,74 Da (sendo observada uma massa molecular correspondente na
peconha de 7.323,4 Da no intervalo 48-60 min da Tabela 3), pertencente a familia das
B-KTxs. Essa familia tem como representante a Escorpina, isolada de Pandinus
imperator (Conde et al., 2000). As B-KTxs sdo moléculas com capacidade de interagir
com canais i6nicos e com membranas celulares, sendo consideradas como
bloqueadoras de canal de K* e citoliticas. O contig 4778 e 4765, com massas tedricas
de [M+H]" 3.983,93 Da e 4.426,17 Da, respectivamente, possuem cada um 12
sequéncias que codificam a mesma molécula, sendo ambos similares a a-KTx 4.5
(Diego-Garcia et al., 2005), bloqueadora de canal de K, isolada de T. costatus.
Entretanto, as massas moleculares teodricas ndo foram encontradas na andlise de

espectrometria de massa das fragcbes cromatograficas da peconha, apresentada na
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Tabela 3. A auséncia dessas massas moleculares ocorre possivelmente devido a
processamentos sofridos pelas toxinas.

Diferentes NaScTxs foram identificadas na biblioteca, e suas sequéncias estao
apresentadas no Anexo |. Desde os primeiros estudos de descricao das sequéncias
nucleotidicas que codificam para as NaScTxs presentes nas peconhas de escorpides,
observou-se que o0s precursores das toxinas eram maiores do que as toxinas
purificadas da peconha. As analises revelaram que esses precursores, além de
possuirem uma regiao de peptideo sinal de cerca de 20 residuos de aminoacidos,
geralmente possuiam alguns residuos extras na regidao C-terminal. Estes seriam
clivados enzimaticamente durante o processamento pdés-traducional, o qual, também,
poderia envolver a amidacdo dessa regidao (Becerril et al., 1993). Quando as
sequéncias de toxinas terminam com uma glicina (G) seguida por residuos basicos
assume-se que a acado de uma carboxipeptidade remova esses aminoacidos,
sinalizando para a amidacao da porcdo C-terminal da toxina (Becerril et al., 1993). As
trés NaScTx caracterizadas possuem o sinal de amidagdo em seus transcritos. Essa
caracteristica é importante para a atividade biolégica de algumas toxinas, como Ts1 e
Cssll (Coelho et al., 2014, Estrada et al., 2007).

A sequéncia de nucleotideos que codifica a Tf2 contém 255 bases, incluindo o
stop cdédon, e o peptideo traduzido possui um peptideo sinal de 20 residuos de
aminodcidos, peptideo maduro de 62 residuos de aminoacidos, e sinal de amidacao do
C-terminal GK (Fig. 12) (# EBI: LN606597). O alinhamento com precursores de outras
B-NaScTx de escorpidbes do género Tityus com identidade superior a 70% &

apresentado na figura 13.
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1 ATG AAG AGA TTT CTT TTG TTT ATC AGC ATC TTG ATG ATG ATT GGA 45
1 M K R F L L F I S I L M M I G 15
46 ACT ATT GTG GTG GGA AAG GAA GGC TAT GCC ATG GAT CAC GAA GGA 90
16 T I v v G K E G Y A M D H E G 30
91 TGC AAA TTT AGT TGT TTC ATA AGA CCA TCA GGC TTT TGT GAT GGT 135
31 C K F S C F I R P S G F C D G 45

136 TAC TGC AAA ACA CAT TTG AAG GCA AGT TCA GGC TAT TGC GCT TGG 180
46 Y C K T H L K A S S G Y C A W 60

181 CCA GCC TGT TAC TGC TAC GGG GTC CCA TCT AAT ATA AAA GTT TGG 225
61 P A C Y C Y G v P S N I K v W 75

226 GAC TAT GCC ACA AAT AAA TGT GGC AAA TAA 255
76 D Y A T N K C G K * 85

Figura 12. Sequéncia precursora da toxina Tf2 obtida pela biblioteca transcritomica.
Estdo apresentadas as sequéncias nucleotidica (superior) e de aminoacidos (inferior). Em
negrito estd o peptideo sinal; o sublinhado marca o peptideo maduro; em italico esta a
sinalizagdo de amidacao.

Tstl MKGMILFISCLLLIDIVVGGKEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGRECTLK-KGSSGYCAWPACYCYGLPNWVKVWDRATNKCGKK
Tbl MEKGMILFISCLLLIGIVVECKEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGSECKIK~-KGSSGYCAWPACYCYGLPNWVKVWDRATNKCGKK
Tsl MKGMILFISCLLLIGIVVECKEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGRECGIK~-KGSSGYCAWPACYCYGLPNWVKVWDRATNKCGKK
TE£2 MKRFLLFISILMMIGTIVVGKEGYAMDHEGCKFSCFIRPSGFCDGYCKTHLKASSGYCAWPACYCYGVPSNIKVWDYATNKCGK~
Tol2 MKGLILFICGFMMIGVI-LAKEGYPMDHEGCKFSCFIRPSGFCERYCKTHLSASTGYCAWPACYCYGVPANQKVWDYYNNKCGK~-

kk s eokkk s o sk . kkkk hhkkhkkkkekkhkhkhkhkdkdk ek * . kekkhkhkhkhkhkhkhkhhkdkek %k kK %k kkk
H e o33 : H : S ee™3 : .

Figura 13. Alinhamento do precursor da Tf2 e de precursores de B-NaScTxs de
escorpioes do género Tityus. Siglas e numeragao UNIPROT: Tf2, Tityus fasciolatus; To12:
Tityus obscurus (H1ZZI1); Tb1: T. bahiensis (P56611); Tst1: T. stigmurus (P56612); Ts1: Tityus
serrulatus (P15226). % Id: porcentagem de identidade; (*) : aminoéacido idéntico; (:):

substituicdo conservativa; (.): substituicdo semi-conservativa.

O contig que codifica a Tf3 contém 261 bases, incluindo o stop cédon, e o
peptideo traduzido possui um peptideo sinal de 19 residuos de aminodacidos, peptideo

maduro de 64 residuos de aminoacidos, e sinal de amidacdo do C-terminal GKK (Fig.
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14). O alinhamento com outros precursores de a-NaScTxs mostra que a a Tf3 é

idéntica a TbTx5 (Fig. 15).

1 ATG AAT GAC TTC GTT TTC TTG GTC GTC GCA TGC TTA TTG ACT GCG 45
1 M N D F v F L v v A Cc L L T A 15
46 GGT ACG GAG GGC AAG AAA GAC GGA TAT CCG GTG GAA GGC GAC AAC 90
16 G T E G K K D G Y P v E G D N 30
91 TGC GCC TTC GTT TGC TTC GGC TAC GAC AAC GCT TAC TGC GAT AAG 135
31 C A F v C F G Y D N A Y C D K 45

136 CTG TGC AAG GAC AAG AAA GCC GAC AGC GGG TAT TGT TAC TGG GTT 180
46 L C K D K K A D S G Y C Y W v 60

181 CAC ATC CTC TGC TAC TGC TAC GGG CTT CCC GAC AAG GAG CCG ACC 225
61 H I L C Y C Y G L P D K E P T 75

226 AAG ACC AAC GGA AGA TGC AAA CCG GGT AAG AAG TGA 261
76 K T N G R C K P G K K * 87

Figura 14. Sequéncia precursora da toxina Tf3, obtida pela biblioteca transcritomica.
Estdo apresentadas as sequéncias nucleotidica (superior) e de aminoacidos (inferior). Em
negrito estd o peptideo sinal; o sublinhado marca o peptideo maduro; em italico esta a
sinalizagéo de amidacao.

% Id
Tol0 MNYSTLIAVASLLTAGTESKKDGYPV-EGSCAFPC-GYDNAYCDKLCKERKADSGYCYWVNILCYCYGLPDNAAIKGYGRCKPGKK 75
TdNa8 MNYLTLIAAASLLTAGTESKKDGYPVKEGDCAFPC-GYDNAYCDKLCKERKADSGYCYWGNILCYCYGLPDKAAIKGYGRCRPGKK 72
To9 MNYSTLIAVASLLTAGTESKKDGYPVKEGDCAFPC-GYDNEYCDKLCKERKADSGYCYWGNILCYCYGLPDKAAIKGYGRCRPGKK 72
Tpa4 MNYFVLIAVACLLTAGTESKKDGYPLEYDNCAYDCLGYDNKKCDKLCKDKKADSGYCYWAHILCYCYGLPDNEPIKTSGRCRPGKK 80
T£3 MNDFVFLVVACLLTAGTEGKKDGYPVEGDNCAFVCFGYDNAYCDKLCKDKKADSGYCYWVHILCYCYGLPDKEPTKTNGRCKPGKK 100
TbTx5 MNDFVFLVVACLLTAGTEGKKDGYPVEGDNCAFVCFGYDNAYCDKLCKDKKADSGYCYWVHILCYCYGLPDKEPTKTNGRCKPGKK 100
Toxin-5 —----- LVVVCLLTAGTEGKKDGYPVEYDNCAYICWNYDNAYCDKLCKDKKADSGYCYWVHILCYCYGLPDSEPTKTNGKCKSGKK 89

hkkkkkk hkkkkoky Jhkkg ok kkk  kkkkkkgghkkkkhkhkkhk _kkkhkkkkhhk *  kgky hkk

Figura 15. Alinhamento do precursor da Tf3 com outros precursores do género Tityus.
Siglas e numeragao UNIPROT: Tf3: T. fasciolatus; TbTx5: T. bahiensis (POC5K8); Toxin-5: T.
serrulatus (P01496); Tpa4d: T. pachyurus (H1ZZI5); To10: T. Obscurus (H1ZZH9); TdNa8: T.
discrepans (C9X4K6); To9: T. obscurus (H1ZZH8). % Id: porcentagem de identidade; (*):
aminoacido idéntico; (:): substituigdo conservativa; (.): substituicdo semi-conservativa.

A toxina Tf4 é codificada por 255 nucleotideos, incluindo o stop cédon, com um

peptideo sinal de 19 residuos de aminoéacidos, peptideo maduro de 62 residuos de
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aminoacidos, e sinal de amidacdo do C-terminal GK (Fig. 16). O alinhamento com

outros precursores do género Tityus € apresentado na figura 17.

1 ATG AAA CGA ATG ATC TTG TTT ATT AGC TGC TTA TTG CTG ATC GAC 45
1 M K R M I L F I S C L L L I D 15
46 ATT GTC GTA GGA GGC AAA GAA GGT TAT CCA GCG GAT TCC AAA GGT 90
16 I v v G G K E G Y P A D S K G 30
91 TGC AAA GTT ACT TGT TTT TTT ACA GGT GTG GGA TAC TGC GAT ACA 135
31 C K v T C F F T G v G Y C D T 45

136 GAA TGC AAA CTG AAA AAG GCA TCA TCG GGC TAT TGC GCG TGG CCG 180
46 E C K L K K A S S G Y C A W P 60

181 GCG TGT TAC TGC TAC GGG CTT CCA GAT TCA GCG TCA GTT TGG GAC 225
61 A C Y C Y G L P D S A S v W D 75

226 AGT GCT ACG AAT AAA TGT GGC AAA AAA TAA 255
76 S A T N K C G K K * 85

Figura 16. Sequéncia precursora da toxina Tf4 obtida pela biblioteca transcritomica.
Estdo apresentadas as sequéncias nucleotidica (superior) e de aminoacidos (inferior). Em
negrito estd assinalado o peptideo sinal; o sublinhado corresponde ao peptideo maduro; em
italico esta assinalado o sinal de amidagao.

Tstl MKGMILFISCLLLIDIVVGGKEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGRECTLKKGSSGYCAWPACYCYGLPNWVKVWDRATNKCGKK
Tbl MKGMILFISCLLLIGIVVECKEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGSECKIKKGSSGYCAWPACYCYGLPNWVKVWDRATNKCGKK
Tsl MKGMILFISCLLLIGIVVECKEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGRECGIKKGSSGYCAWPACYCYGLPNWVKVWDRATNKCGKK
Ts4 MKRMILFISCLLLIDIVVGGREGYPADSKGCKITCFLTAAGYCNTECTLKKGSSGYCAWPACYCYGLPDSVKIWTSETNKCGKK
Tf4 MKRMILFISCLLLIDIVVGGKEGYPADSKGCKVTCFFTGVGYCDTECKLKKASSGYCAWPACYCYGLPDSASVWDSATNKCGKK
TcoNTxP1 MKRMILFTSCLLLIDIVVGGKEGYPADSKGCKVTCFLTAAGYCNTECKLQKASSGYCAWPACYCYGLPDSASVWDSATNKCGKK

dk kkkk kkkkkk kkk  skkk ok shkkkgakkhg dkk  kk gk kkkkhkkkkkkkkdkkkkgy sk ok e ok ke ke

Figura 17. Alinhamento do precursor da Tf4 com outros precursores de NaScTx do
género Tityus. Siglas e numeracdo UNIPROT: Tf4: T. fasciolatus; TcoNTxP1: T. costatus
(Q5G8A8), Ts4: T. serrulatus (O77463); Tst1: T. stigmurus (P56612); Tb1: T. bahiensis
(P56611); Ts1: T. serrulatus (P15226). % Id: porcentagem de identidade; (*): aminoacido
idéntico; (:): substituicdo conservativa; (.): substituicido semi-conservativa.

As toxinas de escorpides, ainda que possuam diferentes fung¢des, podem

apresentar um ancestral comum. Os dados das descricbes de estruturas primarias e
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terciarias dos peptideos de peconhas de escorpides, assim como das sequéncias
génicas demonstram essa origem. Isso se deve aos diferentes eventos genéticos que
ocorreram ao longo da evolugdo, como por exemplo, o polimorfismo, a duplicacao,
trans-splicings ou splincing alternativo (Zhijian et al., 2006).

Os alinhamentos das figuras 13, 15 e 17 demonstram a similaridade entre os
precursores das toxinas de T. fasciolatus e outros escorpides da familia Buthidae. A
homologia dentre os escorpides do género Tityus ja foi descrita (Possani et al., 1999),
sendo comum a identificacdo de componentes similares em sequéncia e fungao
(Batista et al., 2007). Porém, a revisdo de Zhijian et. al, 2006 chama a atengao para o
caso onde os genes homologos sdo apenas variacoes alélicas da mesma espécie, e
nao paralogos propriamente ditos. A variagdo encontrada por Guimaraes 2009, com a
Tf4a, pode ser um exemplo dessa variacao alélica, quando faz-se a comparagcao com a

Tf4, ou seja, uma isoforma.
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6.2. Sondagem dos componentes peptidicos

A purificacdo de 1 mg de pegonha de T. fasciolatus, resultou no perfil
cromatografico observado na figura 18. Cerca de 75 fragdes foram coletadas
manualmente e aquelas assinaladas com os nomes Tf2, Tf3, Tf4 e fragdo 63 foram
acumuladas para posterior purificacdo, identificacdo dos seus compostos mais
representativos e andlise da atividade biolégica em canais de Na*. Apés a identificagao
de suas sequéncias de residuos de aminoacidos, pode-se agrupa-las
sistematicamente, de acordo com (Guerrero-Vargas et al., 2012), sendo chamadas de
NaTx5.6, NaTx3.11 e NaTx4.4 (Tf2, Tf3 e Tf4, respectivamente), uma classificacao e
nomenclatura proposta para toxinas descritas do grupo Tityus. Para o presente
trabalho, utilizaremos a nomenclatura comum, Tf2, Tf3 e Tf4, seguindo a mais usual de
acordo com a similaridade com outras toxinas depositadas em bancos de dados, como
o UNIPROT (Tf: Tityus fasciolatus).

Todas as fragdes cromatograficas foram analisadas em MALDI/TOF-MS (Tabela
3), a fim de identificar as massas moleculares eluentes ao longo da cromatografia, e
dessa forma selecionar os compostos de interesse na analise de atividade bioldgica, as
provaveis NaScTxs. As fragGes coletadas entre 37 e 41% de acetonitrila possuem
massa molecular entre 6.000 e 7.800 Da, o que possibilitou uma inferéncia sobre sua
classificacdo como NaScTx, que em média, apresentam essa faixa de massa
molecular. A tabela 3 apresenta o intervalo de tempo de eluicdo e as massas
moleculares identificadas. No total, foram identificadas 212 diferentes componentes,
que foram agrupados por intervalo de tempo para excluir repeticobes de massas

moleculares de fracbes consecutivas. Os componentes identificados variaram entre
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830 e 11.500 Da. As massas moleculares médias das toxinas Tf2 (6.954,0 Da), Tf3
(7.921,1 Da) e Tf4 (6.612,0 Da) estéao assinaladas em negrito na Tabela 3.

A diversidade de compostos identificados por andlises protedbmicas da peg¢onha
de escorpides do género Tityus pode ser corroborada com diversos trabalhos. O de T.
cambridgei (T. obscurus) identificou pelo menos 102 diferentes componentes por
MALDI/TOF-MS e ESI-MS (Batista et al., 2004); T. pachyurus, com 104 compostos por
ESI-MS (Barona et al., 2006); T. costatus, com 90 massas moleculares por ESI-MS
(Diego-Garcia et al., 2005); e T. stigmurus com 100 diferentes componetes por ESI-MS
(Batista et al., 2007). A identificacdo do perfil de massas moleculares a partir das
fracoes cromatogréaficas € uma maneira rapida e confidvel para identificar peptideos em

meio a uma pegonha complexa.
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Figura 18. Perfil cromatografico de 1mg de peconha de Tityus fasciolatus. Cromatografia
de 1mg de peconha de T. fasciolatus, em coluna C18 analitica, em um gradiente de 0 a 60% de
solvente B em 60 minutos. As toxinas caracterizadas estdo assinaladas com seus respectivos

nomes.
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Tabela 3. Massas moleculares das fragcdes cromatograficas da peconha de T.
fasciolatus. As fragbes cromatograficas, coletadas manualmente, foram submetidas a
espectrometria de massa em MALDI/TOF-MS (modo refletido positivo <4.000 Da, e modo linear
positivo >4.000 a 11.500 Da), para identificar as massas moleculares das respectivas fracoes.
Os dados foram agrupados em intervalos de tempo para evitar repeticbes de massas
moleculares que eluem em fracdes consecutivas. Em negrito estdo as massas moleculares
médias das toxinas caracterizadas.

RT [M+H]* RT (min) [M+H]* RT (min) [M+H]" RT [M+H]* RT [M+H]*
0-20 2.102,7 5.066,2 5.119,5 3035 5.364,6 41-47 1.209,6
2.298,4 26-28 5.081,5 29-31 5.128,0 (cont) 5.458,6 (cont.) 1.379,8
2.383,3 (contin.) 5.458,3 (cont.) 5.141,6 5.633,8 1.415,8
3.032,5 6.593,1 5.198,8 5.680,7 1.488,9
4.884,3 7.665,8 5.290,0 5.721,3 1.828,2
8.585,6 5.364,6 5.757,4 2.028,3
21-25 1.149,6 8.745,9 5.371,3 5.896,1 2.440,6
1.618,7 9.084,5 5.430,4 6.447,9 3.088,2
2.298,4 9.671,4 5.459,2 6.787,5 3.142,7
3.040,6 14.833,4 5.496,5 7.054,4 3.475,6
3.470,6 5.507,0 7.083,0 3.970,0
3.572,3 29-31 901,7 5.562,7 7.200,5 4.004,5
4.116,0 1.040,6 5.578,2 7.330,7 4.042,0
4.182,1 1.185,7 5.640,6 7.458,8 4.240,0
4.2154 1.192,7 5.650,9 11.268,1 4.756,7
4.717,7 1.267,7 5.729,6 5.541,3
4.920,9 1.384,6 5.868,5 36-40 927,0 6.921,0
5.067,5 1.572,9 5.903,6 1.576,9 7.070,0
5.2291 1.797,0 6.031,8 1.656,1 7.136,3
5.391,2 1.854 1 6.226,7 1.735,2 7.343,0
5.405,0 1.962,2 6.425,7 1.863,3 7.501,0
5.458,6 1.997,9 6.761,7 2.065,0 7.647,0
5.553,2 2.033,1 7.635,4 2.482,3 7.779,0
7.610,4 2.118,1 9.137,6 2.730,2 7.941,0
2.189,0 9.638,3 3.499,1 8.011,1
26-28 833,0 2.798,6 4.130,4 8.088,0
975,8 3.205,7 32-35 991,7 4.150,0
1.066,1 3.998,6 1.425,9 5.487,0 48-60 1.262,5
1.888,5 4.054,2 1.480,0 5.4991 1.471,8
3.761,3 4.073,9 1.942,2 5.683,0 1.733,1
3.965,3 4.123,4 2.091,0 6.058,2 1.7491
4.042,2 4.220,4 2.677,6 6.612,0 1.761,1
4.100,0 4.356,9 2.748,1 6.630,0 2.3449
4.129,2 4.390,7 3.161,7 6.837,0 2.756,3
4.292,0 4.505,0 3.345,4 6.853,4 5.506,7
4.340,5 4.553,3 4.100,2 6.899,0 5.639,5
4.368,5 4.562,8 4.291,2 6.954,0 5.721 1
4.382,3 4.687,3 4515,8 6.969,6 6.639,6
4.519,0 4.725,2 4.529,5 7.110,0 6.732,0
4.568,1 4.820,2 4.661,7 7.291,1 6.748,2
4.742 1 4.872,0 4.848,9 7.457,6 6.841,0
4.779,8 4.9245 5.141,6 7.323,4
4.820,0 4.9575 5.212,2 41-47 823,6 7.675,5
4.850,8 5.075,5 5.261,6 893,2
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6.3. Recromatografias, espectrometria de massa e sequéncias de
residuos de aminoacidos

Para obtencdo das NaScTxs de forma isolada, foram realizados diferentes
passos de cromatografia, com o gradiente de acetonitrila mais lento e com temperatura
de 45°C. Por serem muito similares e apresentarem polaridades bastante proximas
entre si, as NaScTx sao dificeis de ser purificadas. A pureza da toxina influencia
diretamente na qualidade dos ensaios fisiolégicos. Em caso de co-eluicdo de
compostos, pode-se obter efeitos ambiguos, pois algumas toxinas atuam em escala
nanomolar, bastando uma pequena quantidade para atuar no seu alvo molecular. Por
agirem em diferentes sitios de acdo, a e B-NaScTxs que co-eluem podem dar uma
primeira impressao de que uma molécula apresenta novas fungdes.

v Tf2

A Tf2 eluiu a 38,5% de acetonitrila (Fig. 19). Em seguida, foram realizados trés
passos de purificacdo adicionais, com diferentes gradientes de acetonitrila para a
obtencdo da toxina purificada, com pureza superior a 97%, de acordo com a area
abaixo da curva do grafico da cromatografia (Figura 19 a-c).

A amidacao foi inferida pela similaridade com toxinas previamente descritas na
literatura e confirmada por meio de micrOTOF-QIl, que identifica a massa molecular de
compostos com alta resolucdo. A amidacdo implica na perda de 0,98 Da,
correspondente a insercao de um NH; no lugar de uma OH no grupo carboxi-terminal.
Levando em consideragdo a formagao de quatro ligagbes dissulfeto (por similaridade),
sua massa molecular tedrica monoisotdpica é de [M+H]" 6.950,0302 Da e a massa

molecular experimental monoisotépica é de [M+H]* 6.949,9350 Da (ou [M + 7H]* =
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993,7050) (Fig. 19 d). O erro calculado entre a massa molecular teérica e experimental,

utilizando o quinto is6topo da série, foi de 0,6 ppm.
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Figura 19. Recromatografias da toxina Tf2 e massa molecular. Para a purificagdo da toxina,
foram realizados trés passos distintos. Em a) foi realizada uma cromatografia com gradiente
linear de 0,5% de acetonitrila por minuto, a temperatura ambiente. Em b) o gradiente foi de
0,33% de B por minuto, a 45C. Em c) O gradiente foi de 0,25% por minuto, a 45°C. Em d)
observa-se a resolugdo monoisotopica da molécula Tf2, com 7 cargas, obtida por micrOTOF-
Qll.
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A sequéncia de residuos de aminoacidos que compde a Tf2 foi parcialmente
identificada por degradacdo de Edman e por sequenciamento por ISD (/n Source
Decay) (Fig. 20). Posteriomente, a sequéncia foi ratificada pela obtengcao do precursor
pela biblioteca transcritbmica, onde o peptideo sinal e o sinal de amidacao também
foram identificados (Fig. 12).

10 20 30 40 50 60
KEGYAMDHEGCKFSCFIRPSGFCDGYCKTHLKASSGYCAWPACYCYGVPSNIKVWDYATNKCGK
Edman ISD

Biblioteca

Figura 20. Sequéncia completa da toxina Tf2. Metodologias utilizadas na identificagcdo da
sequéncia da toxina Tf2. Sequenciamento dos 15 primeiros residuos de aminoacidos por
Edman; do 9 ao 37 por In Source Decay (espectrometria de massa); a partir do 24 até o 62 foi
corroborado com uma das primeiras sequéncias obtida pela biblioteca transcritémica.

v Tf3

A toxina Tf3 foi coletada a 37,6% de acetonitrila e foram necessarios dois passos
extras para sua purificacao, ambos a 45°C (Fig. 21). A massa molecular foi obtida por
micrOTOF-QII, sendo confirmada a amidacdo por espectrometria de massa e
sequéncia do precursor. Sua massa molecular monoisotépica teoérica, levando em
consideracdo quatro ligagdes dissulfeto e uma amidacdo no C-terminal, é de [M+H]*
7.289,2880 Da e a massa molecular experimental monoisotépica é [M+H]" 7.289,0794
Da (ou [M+7H]"* = 1.042,1542 Da) (Fig. 21). O erro calculado entre a massa molecular

tedrica e experimental, utilizando o quinto isétopo da série, foi de 0,5 ppm.
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Figura 21. Recromatografias da toxina Tf3 e massa molecular. A purificacdo da Tf3 ocorreu
em dois passos posteriores a cromatografia, ambos a 45°C. a) O gradiente foi de 0,5% de
acetonitrila por minuto; em b) o gradiente foi de 0,25% por minuto. ¢) Resolu¢ao monoisotdpica
da molécula Tf3, com 7 cargas, obtida por micrOTOF-QII.

v Tf4
A toxina Tf4 foi coletada a 40% de acetonitrila, sendo a toxina com maior
absorbancia na cromatografia, € a mais abundante de acordo com a area abaixo da
curva a 280nm. Foram necessarios dois passos de recromatografia para purificacéo da
toxina, onde apenas o segundo passo foi realizado a 45°C (Fig. 22a e 22b). Sua massa
molecular monoisotépica tedrica é de [M+H]* 6.610,8914 Da e a massa molecular
experimental média é de [M+H]* 6.612 Da (Fig. 22c). A Tf4 foi a primeira toxina descrita

de T. fasciolatus Wagner et al., 2003).
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Figura 22. Recromatografias da toxina Tf4. A obtencao da toxina Tf4 foi realizada em dois
passos. Em A) o gradiente de acetonitrila foi de 0,5% de B, a temperatura ambiente; em B) o
gradiente foi de 0,25% de B, a 45 °C. ¢) Massa molecular média da molécula Tf4, obtida
MALDI/TOF-MS.

v" Fracgio 63
A fracdo 63 contém, majoritariamente, um peptideo de massa molecular média
6.853 Da, encontrado apenas na andlise protedmica. As toxinas identificadas pela
biblioteca ndo possuem massa molecular similar. Um fragmento de 20 residuos de
aminoacidos (Fig.23), identificado por ISD, sugere que esta toxina tem sequéncia
similar a Tf4. Por eluirem ao lado uma da outra, € esperado que possuam
caracteristicas hidrofobicas semelhantes, o que justificou a utilizacdo dessa fracao para

0 ensaio em canais Na,. Moléculas como as NaScTxs, que possuem mais de 60
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residuos de aminoacidos e ligagdes dissulfeto, geralmente necessitam ser digeridas
para terem suas sequéncias de residuos de aminodcidos identificadas. A diminuta

quantidade de material na fracdo 63 nao permitiu a identificacdo completa do peptideo

majoritario.
T4 GKEGYPADSKGCKVTCFFTGVGYCDTECKLKKASSGYCAWPACYCYGLPDSASVWDSATNKC
Fragdog3  =—-——=——====m GCKITCFFTGVGYCDEECEI === mmm e e e

Kkkokkkhkkkkhkkkk hkgs

Figura 23. Alinhamento de fragmento da fracao 63. Alinhamento entre um fragmento de 20
residuos de aminoacidos identificados na fragdo 63 e a Tf4, mostram a similaridade entre as
duas sequéncias no trecho. (*): residuos idénticos; (:): Substituicdo conservativa
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6.4. Atividade Biolégica

As toxinas purificadas e a fragdo 63 foram submetidas a um screening para
identificar suas atividades sobre canais de Na*. Todas foram testadas no sistema de
Voltage clamp de dois eletrodos (TEVC), em um sistema de expressao heter6loga em
odcitos de Xenopus laevis. Os canais expressos foram os hNavi.1 a 1.7, e rNav1.8. O
erro padrao esta identificado como barras nas figuras 24, 25, 26 e 27, e um teste-t foi
realizado, sendo considerado p<0,05. Além disso, a toxina Tf4 foi testada em larvas de
Spodoptera frugiperda.

A atividade da toxina Tf2 sobre as oito isoformas de canais de Na, de mamiferos
revela que a 1 pM, a toxina nao influencia as correntes dos canais Na,1.1-1.2, 1.4-1.8
(Fig. 23). No entanto, a ativacdo do canal hNa,1.3 é dramaticamete influenciada. A
1uM, a toxina muda a dependéncia de ativagcdo em ~16 mV (V> de -33,1 £ 0.2 mV
para -49,3 £ 0,5 mV; slopes 3,4 £ 0,2 e 8,9 + 0,5), enquanto a inativacao rapida nao é
afetada.

O efeito observado pela aplicacdo de 1uM da Tf2 em hNa,1.3, promovendo a
abertura do canal em potencial mais negativo, se assemelha ao efeito evocado pela
Ts2 (Cologna et al, 2012). No entanto, a Ts2 aparentemente promove uma agéo de
retardamento no fechamento do canal (efeito de a-NaScTx), mas ndo apenas em
hNa,1.3, mas também em outras isoformas do canal. Sendo assim, a atividade da Tf2
aparenta ser unica dentre as B-NaScTxs e pode ser valiosa para futuras pesquisas com
hNa,1.3.

As B-NaScTxs sdo reconhecidas como toxinas que se ligam ao sitio 4 dos

canais de sédio (Stevens et al.,, 2011), provocando uma ativacdo dos canais em
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potenciais mais negativos. A Tf2 é a primeira toxina de escorpido do tipo B, descrita
da peconha de T. fasciolatus. Diferentemente de outras B-NaScTxs relacionadas
(Pinheiro et al., 2003, Saucedo et al., 2012, Cologna et al., 2009, Sampaio et al., 1991,
Cohen et al., 2005), a Tf2 preferencialmente potencializa a abertura do canal hNa,1.3,
resultando em uma mudancga draméatica na voltagem de ativacdo. Como resultado, a
aplicacao de 1 uM de Tf2 em hNa,1.3 pode promover a abertura do canal em voltagens
de repouso, efeito que pode ser prejudicial para o organismo envenenado.

As B-NaScTxs interagem principalmente com o motivo S3B-S4 no interior do
sensor de voltagem, do dominio Il em canais Na, (Campos et al., 2007, Cestele et al.,
1998). Esta regiao difere em dois residuos de aminoacidos entre hNa,1.3 e as outras
duas isoformas do sistema nervoso central hNa,1.1 e 1.2 (F/A, em hNa,1.1-2 e E/S em
hNa,1.3), o que pode contribuir para um aumento da suscetibilidade de hNa,1.3 a Tf2.
Apesar dos motivos estruturais do dominio | serem idénticos nessas trés isoformas
neuronais dos canais de Na,, regides similares nos sensores de voltagem dos dominios
[ll e IV podem também contribuir para a atividade da toxina. Os residuos de aminoacido
de outras regides do canal Na, também podem contribuir para a sensibilidade a toxina

(Song et al., 2011, Zhang et al., 2011).
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Figura 24. Avaliacdo da atividade da toxina Tf2 em diferentes canais de Na* e suas
respectivas GVs. Efeito da aplicacao de 1 uM da toxina Tf2 em Na,s expressos em X. laevis.
Na coluna da esquerda é apresentado um exemplo de trago experimental. Potencial de
repouso de -90mV. Em preto observa-se o controle; em vermelho, observa-se o registro apds
a aplicagao da toxina. A direita, observa-se a relacdo condutancia (G)/ voltagem(V) antes e
ap6s a aplicagao da toxina. A 1uM a Tf2 influencia apenas o canal Na, 1.3, p<0,05, promovendo
a ativacao do canal em um potencial mais negativo. Os dados estdo representados com o erro

padréo, e nz3.
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A toxina Tf3 mostrou-se ativa nos canais hNa,1.1 a 1.7 (Fig. 25), com efeito na
inativacao dos canais, de forma semelhante a toxina Tf4 (Fig. 26). Porém, a Tf3 é mais
rapida que a Tf4 (Fig. 26). A toxina Tf3 possui identidade de 53% com a Kurtoxina
(Chuang et al., 1998), uma a-NaScTx, que também foi utilizada como molde para a
modelagem molecular desta toxina (Fig. 28). Além da atividade em canais de Na*, a
Kurtoxina é ativa em canais de Ca™ (Ca,3.1 e Ca,3.2), com alta afinidade, indicando

que a Tf3 também pode ter esses canais como alvo molecular.
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Figura 25. Avaliacao da atividade da toxina Tf3 em diferentes subtipos de canais de Na* e

suas respectivas GVs. Efeito da aplicacao de 1 uM da toxina Tf3 em Na,s expressos em X.

laevis. Na coluna da esquerda € apresentado um exemplo de trago experimental. Potencial de

repouso de -90mV. Em preto observa-se o controle; em vermelho, observa-se o registro apds

a aplicacdo da toxina. A direita, observa-se a relacdo condutancia (G)/ voltagem(V), antes e

apds a aplicacdo da toxina. A 1pM a Tf3 influencia os canais Na,1.1 a Na, 1.7, p<0,05, e ndo

afeta o canal Na,1.8. O efeito observado de aumento na amplitude das correntes e de retardo

na inativagdo do canal € caracteristico de a-NaScTxs. Os dados estdo representados com o

erro padrao, e n23.

59

40



Camargos, T. S. 2014

A exposicao de larvas de lepidoptera S. frugiperda a diferentes concentragbes
da toxina Tf4 ndo provocou paralisia ou morte. A Tf4 € a toxina mais abundante da
peconha de T. fasciolatus, porém, os ensaios anteriores realizados por Wagner 2003,
os dados obtidos pelo screening em canais Na, e em larvas nao identificaram um alvo
biol6gico especifico. Apesar da alta similaridade com outras toxinas que atuam em
canal de Na* e a interacdo lenta com os canais Na, 1.2 e 1.7 (Fig. 26), propomos que o
alvo biolégico da Tf4 é distinto. Ou ainda, que a toxina precise de um maior tempo para
interagir com o canal e atingir sua atividade maxima. Os ensaios de TEVC foram
conduzidos de forma a esperar a toxina saturar o canal para o registro das correntes de
Na*. Porém, mesmo apds 2,5 — 5 minutos os canais nos quais foi aplicada a Tf4 nao
chegaram a saturacdo, ao contrario do que ocorre com a Tf3, que saturou os canais
logo apds sua aplicagdo. A Tf4 possui 79% de identidade com a Ts4, peptideo
considerado ndo-toxico, isolado de T. serrulatus (Guatimosim et al., 1999). A Ts4 induz
reacdo alérgica como lacrimacéo, espasmos e induz a liberagcdo dose-dependente de
neurotransmissores nos sinaptossomas (GABA ou Glu) (Marangoni et al., 1990,
Sampaio et al., 1996). Além disso, mostrou-se que anticorpos anti-Ts4 sdo capazes de

reconhecer e neutralizar os efeitos da peconha de T. serrulatus (Chavez-Olortegui et

al., 1997).
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Figura 26. Avaliacao da atividade da toxina Tf4 em diferentes canais de Na* e suas
respectivas GVs. Efeito da aplicacdo de 1 uM da toxina Tf4 em Na,s expressos em X. laevis.
Na coluna da esquerda é apresentado um exemplo de trago experimental. Potencial de
repouso de -90mV. Em preto observa-se o controle; em vermelho, observa-se o registro apds a
aplicacdo da toxina. A direita, observa-se a relacdo condutancia (G)/ voltagem(V) antes e apds
a aplicagdo da toxina. A 1uM a Tf4 influencia, p<0,05, apenas os canais Na,1.2 e Na, 1.7. Os
dados estao representados com o erro padrado, e n23.
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O canal rNa,1.8 nao foi afetado por nenhuma das toxinas e fracdo testadas. A
fracdo 63 possui como composto majoritdrio com massa molecular média de 6.853 Da,
porem a mesma nao foi identificada na biblioteca transcritbmica. Para ajustar a
concentracao da fracdo a aproximadamente 1um, considerou-se a massa molecular
majoritaria como massa molecular Unica. Por eluir entre fracdes que contém toxinas
que atuam em canal de Na“, o screening foi realizado para identificar o possivel alvo
biologico. O pequeno segmento de 20 residuos de aminoacido identificado por MS/MS,
indicou que este composto é similar a Tf4, apresentando atividade significativa apenas

em Na,1.7 (Fig. 27).

62



Camargos, T. S.

20

14

FRACAO 63

hNavl .5

n=3.

. 0 ssccsee?®
80 .60 40 20 0

1 ..0‘
.
' ]
L& ]

‘.
0 sessssd

80 60 40  -20 0

‘e

o] esesee®

-20

.
L]
0 sesnsense®

-80 40 0

40

Figura 27. Avaliacao da atividade da fracao 63 em diferentes canais de Na* e suas
respectivas GVs. Efeito da aplicacdo de aproximadamente 1 uM da fracdo 63 em Na,s
expressos em X. laevis. Na coluna da esquerda € apresentado um exemplo de traco
experimental. Potencial de repouso de -90mV. Em preto observa-se o controle; em vermelho,
observa-se o registro apds a aplicacdo da fragdo. A direita, observa-se a relagdo condutancia
(G)/ voltagem(V) antes e apés a aplicagdo da toxina. A concentragdo aplicada, a fragdo 63
influencia, p<0,05, apenas o canal Na,1.7. Os dados estao representados com o erro padrao, e
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6.5. Modelos por homologia

As toxinas purificadas e identificadas neste trabalho foram modeladas de forma
a promover uma visualizacdo das principais caracteristicas eletrostaticas de cada uma
das moléculas. Por meio de simples observacdo das estruturas apresentadas nas
figuras 28 e 29, percebe-se que as toxinas do género Tityus T2, Tf3, Tf4, Ts1 e Ts2
possuem uma estrutura mais similar entre si do que quando comparadas as outras
toxinas isoladas de escorpides de outros géneros (Css2, Css4 e AaH2). Apesar das
similaridades, as afinidades toxina-canal sdo muito variaveis.

Algumas caracteristicas podem ser consideradas relevantes para a acao de
toxinas em canais de Na*, na chamada face A: um potencial eletrostatico positivo na
posicao 1 N-terminal, um potencial negativo na posicdo 2 N-terminal, um grupo
positivamente carregado na posicao 12 para as p-NaScTxs ou na posicao 58 para as
a-NaScTx e um grupamento aromatico conservado (Polikarpov et al., 1999).

A figura 28 ilustra a comparacao entre as a-NaScTx Tf3, Tf4 e AaH2. A toxina
AaH2 (PDB ID 1AHO, (Housset et al., 1994)) foi adicionada como parametro por ser
considerada uma a-NaScTx modelo e por ter um trabalho de mutagénese (Karbat et al.,
2004), permitindo uma visdo dos residuos de aminoacidos que sao mais relevantes
para sua atividade sobre canais de Na*. A AaH2 é uma a-NaScTx anti-mamifero,
possui 63 residuos de aminoacidos e foi isolada do escorpido africano Androctonus
australis (Rochat et al., 1972). Sua atividade contra insetos foi testada ap6s a mutagéao
de uma glicina (G) na posicdo 16, por uma fenilalanina (F), tornando-a ativa contra
inseto e inécua em mamifero. Na posi¢ao 17, a Tf3 possui um residuo de fenilalanina

(F), sugerindo que esta toxina possa agir em insetos. A sua inespecificidade em canais
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de Na*, agindo em em hNa,s 1.1-1.7, inviabiliza sua utilizagdo como agente inseticida,
mas a mutacao de alguns residuos poderia tornar esta possibilidade viavel. A toxina
Tf4 possui uma (F) na posi¢cdo 18, porém o ensaio in vivo demonstrou inatividade em
larvas de Lepdoptera frugiperda.

Quando as faces A das toxinas Tf3 e Tf4 sdo comparadas entre si, observa-se
uma distribuicado de cargas pouco similares em suas superficies, sendo que a Tf3 se
assemelha mais a AaH2 neste sentido. Uma regido mais carregada positivamente é
observada em Tf3 e AaH2 (R®'/K® e R®¥/K®, respectivamente) enquanto a regido
correspondente da Tf4 apresenta residuos negativos (C®4/D%).

Na face B, observa-se uma regido mais negativa nas Tf3 (E® N°°) e AaH2 (N8,
N®, T3, H®), enquanto a Tf4 possui apenas uma carga negativa na mesma regido (D2).
Os residuos basicos da regido 32 (K*, K*?, K*) parecem ser conservados nas trés
moléculas (Tf3, Tf4 e AaH2). As diferencas nos modelos das Tf3 e Tf4 justificam as

diferengas nas atividades bioldgicas.
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Figura 28. Comparacao dos potenciais eletrostaticos das a-NaScTxs T3, Tf4 e da AaHII.
Em vermelho estdo assinalados os residuos de aminoacidos carregados negativamente, em

azul, os com carga positiva e 0os brancos s&o neutros.

Em comum, Tf3, Tf4 e AaH2 apresentam um centro carregado negativamente
D%, E® e D® na face A, que também esta presente nas B-toxinas (Fig. 29). Nas a-
NaScTxs, o residuo carregado positivamente é encontrado na posi¢cao 58, sendo que
nas moléculas da Fig. 28 as posi¢des sdo K*® na AaH2, K> na Tf3 e K®' na Tf4. A lisina
na posicdo 58, uma caracteristica conservada em a-NaScTx, como proposto por

Polikapov et al., 1999.
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a)

Toxina Sequéncia aa %ld
Tf2 --KEGYAMDH-EG, GVPSNIKVWDYATNK---[8-———-— 62 100
Tb2-11|P60276 --KEGYAMDH-EG, GVPSNIKVWDYATNK———! —————— 62 100
Ts2|P68410 --KEGYAMDH-EG, YGVPDHIKVWDYATNK———! —————— 62 95
Ts1|P15226 --KEGYLMDH-EG, GLPNWVKVWDRATNK———! —————— 61 75
Tz1|Q2NME3 --KDGYLVGN-DG Y SMPNWVKTWDRATNR---®GR-—-- 64 45
Lgh-R-1|POC5H3 --DNGYLLNKATG G—APKSELWAYATNK———EGKL—— 66 39
CsslV|P60266 --KEGYLVNSYTG THLYEQAVVWPLPNKT - —-@®N-———— 66 35
AaHII|P01484 -VKDGYIVDD- !

YKLPDHVRT—-KGPG———R!H ————— 64 35
LqqIT1|P19856  -KKNGYAVDS-SGKAPE

GLSDDKKVLEISDARKKY®DFVTIN 70 32
AmmVII|Q7YXD3 -LKDGYIVND-IN&TY YKLPDHVRT——KGPG——-F&D———- 65 31
Cssll|P08900 --KEGYLVSKSTG®KYE THLYEQAVVWPLPNKT - —— @N-———— 66 29
LghVII|P59357 -VRDGYIAKP-E H

ALPDKVGI--IVDGV--K@H-—-—— 66 29
OD1|P84646 GVRDAYIADD-K T IKLPDEVPI--RIPG---K®R-———— 65 27

Cell8|POCH40 -KKDGYPVNM-EE &RY IGLPDNTNT--KMNP---FeQTAD-- 64 27
Bj-a-IT|Q56TT9 G-RDAYIADN-L INLPDKVPI--RIPG---ASR————— 64 26
LghVI|P59356 -VRDGYIAQP-E ALPDNVGI--IVDGV--K@HK---- 64 19
Consensus/85% tpsGYC...... h.tcCaC..lssph.h..b.ss....C......

Figura 29. Comparacao das sequéncias de aminoacidos da Tf2 com outras toxinas

caracterizadas em canais de Na* e potencial eletrostatico da Tf2 com outras B-NaScTx
descritas na literatura (Ts1, Css2, Css4) e com a Ts2. a) Multiplo alinhamento de
sequéncias, da Tf2 com outras toxinas de canais Na,.Na coluna da esquerda, as toxinas s~ao
identificadas por seus nomes e codigos UniProt KB. Letras maiusculas denotam aminoécidos.
h, hidrofébico; s, pequeno; b, grande; p, polar; t, pequena; a, aromatico; I, alifatico. Positivos
(+) e negativos (-). Residuos de cisteina (C) estdo marcados em preto. aa aminoacido e a
identidade estad representada por Id%. b) Vermelhos possuem carga negativa, Azuis carga
positivas e os brancos sao neutros, apresentados em Face A e Face B.
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A toxina Tf2 é idéntica a Tb2-Il, uma toxina do escorpiao Tityus bahiensis, que é
letal ap6s injecdo em mamiferos e insetos (Pimenta et al., 2001a). No entanto, o alvo
molecular de Tb2-II ainda nao foi identificado. A Tf2 é 95% idéntica a Ts2 (diferenca de
3 residuos de amino&cidos), uma toxina de T. serrulatus que inibe a inativagao rapida
de Na,1.2, Na,1.3, Na,1.5, Na,1.6 e Na,1.7, mas nao afeta Na,1.4 ou Na,1.8 (Cologna
et al., 2012). Interessantemente, a Ts2 também muda a dependéncia de voltagem de
ativacao de Na,1.3 para potenciais mais negativos (B-NaScTx).

O alinhamento de sequéncias da figura 29a foi realizado com toxinas testadas
em canais idnicos dependentes de voltagem, expressos em sistema heterdlogo, bem
como exemplos representativos de toxinas das quais as estruturas 3D foram
determinadas. A comparagdo das sequéncias permite visualizar as diferengcas e
semelhancas entre essas toxinas, permitindo inferéncias sobre a importancia de
determinados residuos de aminoacidos. Por exemplo, em Tf2, Tb2-1l, e Ts2, um cluster
conservado de residuos aromaticos formados por Y*, Y¥, Y* Y* W% e W* foi
observado (Fig. 29a), que é conhecido por ser uma caracteristica importante para a
atividade das B-NaScTxs (Pedraza Escalona and Possani, 2013, Polikarpov et al.,
1999).

Devido ao seu padréo de seletividade impar, € interessante considerar os
possiveis mecanismos de acao da Tf2. A comparacéo das sequéncias de aminoacidos
da Tf2 e Ts2 mostra trés substituicdes (S?*°A, SD, e N°'H). Como resultado da
substituicdo de S°°D, a Ts2 tem uma carga global mais negativa que pode afetar a
capacidade da toxina de interagir com o seu sitio de ligacédo, que pode estar localizado

no interior da membrana lipidica. Em Ts1, o residuo W*°, equivalente aos H>' em Ts2 e
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N°' em Tf2, é crucial para a atividade de toxina (Polikarpov et al., 1999). Sendo assim,
os diferentes efeitos entre as Tf2 e Ts2 nos canais Na, podem ocorrer devido a esta
substituicdo ou devido a diferenga de carga causada por S*°D. Porém, a fim de elucidar
os diferentes efeitos de Tf2 e Ts2 (apesar da grande similaridade de sequéncias e
estruturas), e para sanar eventuais problemas de purificacdo de umas das toxinas, é
necessario que estas sejam purificadas e testadas sob as mesmas condicbes, para
excluir a possibilidade da atividade de algum contaminante em detrimento da toxina.

Outra caracteristica observada nas estruturas da figura 28 e 29b, é a presenca
de uma regido positiva préximo do nucleo negativo E?, isto é, um residuo de lisina
situado na posicao 1 para as B-NaScTx, e na posi¢ao 2 para a a-NaScTx.

Comparando modelos da figura 29b, os grupos carregados positivamente nas
posicdes 1 e 12 (K'? para Tf2, Ts1 e Ts2, K'® para Css2 e Css4), bem como uma carga
negativa na posicdo 2 sdo possiveis determinantes da atividade de B-NaScTx,
corroborando a inferéncia de Polikarpov et al., 1999. Todas as toxinas B-NaScTx aqui
analisadas possuem estas caracteristicas, ainda que a Tf2 atue preferencialmente em
hNa,1.3, enquanto as outras ndo sdo especificas.

As sequéncias primarias de Tf2 e Ts2 diferem em trés residuos (S%°A, S°°D e
N°'H) (Fig. 29), entre os quais s6 a substituicdo na posicdo 50 provoca uma alteragdo
significativa no potencial eletrostatico da molécula. A presenca desse acido aspartico
gera um potencial negativo em Ts2, que também esta presente na Ts1 (N* residuo na
posicao equivalente) (29b, face A). Quando se compara as estruturas da Ts1 com as
de Tf2 e Ts2, observa-se um aumento e cargas positivamente carregadas proveniente

de uma arginina na posi¢ao 25/56 e uma lisina na posi¢ao 30 (Fig. 29b). O alto grau de
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conservacao de sequéncias e das estruturas de grupos carregados observados em Tf2,
Ts1 e Ts2 na face A, sugere que este padrao estrutural pode ter um papel importante
no reconhecimento e especificidade de uma determinada isoforma de Na,.

As toxinas Cssll e CsslV também possuem um residuo 4cido semelhante ao D*°
encontrado em Ts2 (E® e E*) (Fig. 29b). Embora apresentando um potencial
eletrostatico diferente em comparacao com Ts2 e Tf2, essas toxinas possuem residuos
de aminoacidos em posicées equivalentes, como se observa no consenso do
alinhamento (Fig 29a) e na face A das estruturas (Fig. 29b). Como esperado pelo seu
elevado grau de similaridade, a face B da Tf2 e Ts2 possui potenciais eletrostaticos
semelhantes. A comparacdo com a face B da Ts1, mostra que esta & mais
positivamente carregada devido a presenca de residuos R%, R® e K. Além disso,
uma regido acida, geralmente na posicdo E?, pode ser visualizada na face B, em
quase todas as toxinas, que é tida como uma regido chave em toxinas de escorpiao
que atuam em Na,s (Pedraza Escalona and Possani, 2013). No entanto, tanto Tf2 e
Ts2 apresentam um residuo aromatico nesta posicao (Y%°).

De maneira geral a Tf2 possui todas as caracteristicas importantes
mencionados por Polikarpov et al. 1999, para a atuagdo em um canal Na,. Ou seja, um
potencial eletrostatico positivo na posicdo 1 (K'), um potencial negativo na posicdo 2
(E?), um grupo carregado positivamente na posicdo 12 (K'®) e um nlcleo aromatico
expostos ao solvente (Y4, Y¥, Y* Y* W* e W*). Em todas as estruturas
apresentadas, o residuo negativo central (E? ou D%E®) é rodeado pelo nicleo

aromatico.
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Na face B, a Tf2 e Ts2 possuem um Y?® ao invés de E?®. Como sugerido por
Cohen et al. 2005, a neutralizacdo da carga deste residuo acido resultou numa
diminuicdo da afinidade da Css4 em trés vezes. Talvez essa neutralizacdo poderia
representar um indicio para a alta especificidade de Tf2 para hNa,1.3. A Css2 e Css4
também possuem todas estas caracteristicas, mas o residuo basico na posicao 12 esta
na posicao 13, que esta localizado na face B, e ndo na face A como sugerido por
Polikarpov et. al 1999. Apesar dessa diferenca, os peptideos mantém sua atividade de

B-NaScTx.
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7. Conclusao

Este trabalho possibilitou uma analise da composicao da peconha por meio da
andlise proteémica e transcritdmica da glandula do escorpido Tityus fasciolatus. Os
escorpides representam um modelo evoluciondrio, uma vez que foram os primeiros
animais a povoar o ambiente terrestre. Ao longo de milhdes de anos, o processo
evolutivo selecionou caracteristicas que l|hes conferiram sucesso adaptativo a
diferentes ambientes e condi¢gdes. Dentre suas ferramentas de sobrevivéncia, merece
destaque a peconha, um complexo arsenal de moléculas com diferentes alvos
biolégicos, cujas aplicabilidades vao além da defesa.

As moléculas identificadas pela biblioteca transcritbmica fornecem elementos
sobre a evolugcado da composicao da pegonha, assim como, melhor compreensao sobre
a sintomatologia das picadas. As sequéncias identificadas corroboram a hipétese de
um ancestral comum as toxinas moduladoras de canais de Na*. O total de 9.130
transcritos compdéem o acervo de sequéncias de nucleotideos e residuos de
aminodcidos, que juntamente com a listagem de 212 massas moleculares com seus
respectivos tempos de retencado, fornecem informagdes para estudos posteriores. Um

total de 18 sequéncias de provaveis NaScTxs e 15 provaveis KTxs foram identificadas.

A abordagem por screening eletrofisiolégico em diferentes canais é uma aliada
na compreensdo de quais sdo os sitios com maior relevancia tanto para seletividade
como para a poténcia de uma toxina. Resta, entdo, a possibilidade de estudos de
mutagénese e in silico para que a importancia de alguns residuos de aminoacidos seja
corroborada ou refutada. Este trabalho permitiu a descricdo da toxina Tf2, que possui

alta especificidade ao subtipo de canal hNa,1.3. Ademais, um estudo de mutagénese
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comparativo poderia elucidar a caracteristica Unica da atividade biol6gica dessa
molécula. A toxina Tf3 atua em varios canais de Na*, de maneira inespecifica, porém
com acgao rapida quando comparada a Tf4. Esta, por sua vez, tem acdo mais especifica

e lenta nos hNa,1.2 e hNa,1.7. A fragdo 63 atua lentamente em hNa,1.7.
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8. Perspectivas

v Refinamento dos dados obtidos através da biblioteca transcritdmica.

v' Sequéncias nucleotidicas poderdao ser subclonadas em vetores de expressao,
para producao de toxinas e posterior caracterizacao biolégica.

v Purificacdo das toxinas que provavelmente atuam em canais de Na® e K, e
testa-las em sistema de Patch clamp para identificar seus alvos biologicos.

v Ensaios in vivo com a toxina Tf2.

v Busca de outros alvos biolégicos para a Tf4.

v" Refinamento da atividade da Tf3 sob os diferentes canais de Na*, com menores
concentragdes e andlise do seu efeito em canais de Ca**.

v' Purificacao e caracterizacao dos peptideos que compdem a fragao 63.

v' Ensaios das toxinas com canais de insetos, para avaliar suas atividades sobre

esses organismos.
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Anexo I

Contigs que codificam toxinas, com o nome do contig, tradugdo cédon-aminoacido (nn/aa), provavel massa molecular (levando em
consideragao as pontes dissulfeto, e quando existir sinal GKK no C-terminal , e a presenga de amidagao ) e niumero de contigs que
codificam a mesma molécula (#contigs). As toxinas apresentadas a seguir foram inferidas a partir de sequéncia nucleotidica obtida
pela biblioteca transcritdmica, e somente as que tinham peptideo sinal, toxina madura e stop codon estao na tabela. O peptideo
sinal esta em negrito, os pré-peptideos estdo em duplo sublinhado, as toxinas maduras estdo em sublinhado simples e o

processamento pos-traducional esta em italico. Os parametros foram obtidos por similaridade e programas auxiliares.

nn/aa Provavel massa

Nome molecular [M+H]*

# contigs

Putativas NaScTx
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1 GTT TTT ACC GTT CCA AAT TAA TTA AAT TGT ATC TTT TCT GAA AAA 45
46 ACT AAC GAA GAA CAT TCG ATC CGA ACG ATG AAA GGA ATG ATC TTG 90
M K G M I L 30
91 TTT ATT AGC TGC TTA TTG CTG ATC GAC ATT GTC GTA GGA GGC AAA 135
31 F I S C L L L I D I v v G G K 45
>contig
78'78 Frame - 136 GAA GGT TAT CCA GCG GAT TCC AAA GGT TGC AAA GTT ACT TGT TTT 180
1 46 E G Y P A D S K G C K \ T C F 60
181 TTT ACA GGT GTG GGA TAC TGC GAT ACA GAA TGC AAA CTG AAA AAG 225
61 F T G \ G Y C D T E C K L K K 75
6.694,94
226 GCA TCA TCG GGC TAT TGC GCG TGG CCG GCG TGT TAC TGC TAC GGG 270
76 A S S G Y C A W P A C Y C Y G 90
271 CTT CCA GAT TCA GTG CCA GTT TAT GAT AAT GCT TCG AAT AAA TGT 315
91 L P D S \4 P \4 Y D N A S N K C 105
316 AAC AAA AAA TAA ATT TGT CAT CAC TGA AAT CCC TTC ACA AAT GAA 360
106 N K K %
361 CTG TAA TAA GTT TGG CAA AAA ATA AAA TAA GGT TGC GTT 399
1 CAA TGA GGA AGG AGA CCA ACC GAT TAA ACA GTA TAT AAT CGG AGA 45
46 TTT TAC AGT TCG AAA TTA ATT AAA TCG TCT CTT TTC TGA AAA TCT 90
91 AAC GAA GAA GAA TCG ATC TGA ACG ATG AAA CGA ATG ATC TTG TTT 135
M K R M I L F 45
136 ATT AGC TGC TTA TTG CTG ATC GAC ATT GTC GTA GGA GGC AAA GAA 180
46 I S C L L L I D I \4 \4 G G K E 60
>contig
7879 Framg _ 181 GGT TAT CCA GCG GAT TCC AAA GGT TGC AAA GTT ACT TGT TTT TTT 225 6 637 92
61 G Y P A D S K G C K \% T C F F 75 ° 4
1
226 ACA GGT GTG GGA TAC TGC GAT ACA GAA TGC AAA CTG AAA AAG GCA 270
76 T G \ G Y C D T E C K L K K A 90
271 TCA TCG GGC TAT TGC GCG TGG CCG GCG TGT TAC TGC TAC GGG CTT 315
91 S S G Y C A W P A C Y C Y G L 105
316 CCA GAT TCA GTG CCA GTT TAT GAT AAT GCT TCG AAT AAA TGT AAC 360
106 P D S \ P \ Y D N A S N K C N 120
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361 AAA ARA TAA ATT TGT CAT CAC TGA AAT CCC TTC ACA AAT GAA CTG 405
121 K K *
406  TAA TAA GTT TGG CA- 420
2 AAT GAG GAA GGA GAC CAA CCG ATT AAA CAG TAT ATA ATC GGA GAT 46
47 TTT ACA GTT CGA AAT TAA TTA AAT CGT CTC TTT TCT GAA AAT CTA 91
92 ACG AAG AAG AAT CGA TCT GAA CGA TGA AAC GAA TGA TCT TGT TTA 136
137  TTA GCT GCT TAT TGC TGA TCG GCA TTG TCG TAG AAT GTA AAG AAG 181
182  GTT ACC TCA TGG ATC ACG AAG GTT GCA AAC TTA GTT GCT TTA TCA 226
227  GAC CAT CGG GAT ACT GCG GCA GTG AAT GCA AAA TTA AAA AGG GCT 271
272 CAT CGG GCT ATT GCG CCT GGC CAT AGC TGC TTA TTG CTG ATC GAC 316 6.888.13
91 H R A I A P G H s C L L L I D 105 . ’
317  ATT GTC GTA GGA GGC AAA GAA GGT TAT CCA GCG GAT TCC AAA GGT 361
106 I v vV 6 G K E G Y P A D S K G 120
>contig 7882
— 362  TGC AAA GTT ACT TGT TTT TTT ACA GGT GTG GGA TAC TGC GAT ACA 406 1
Frame -2 120 ¢ K v T Cc F F T G VvV G Y C D T 135
407  GAA TGC AAA CTG ARA AAG GCA TCA TCG GGC TAT TGC GCG TGG CCG 451
136 E C K L K K A S s G Y C A W P 150
452  GCG TGT TAC TGC TAC GGG CTT CCA AAT TGG GTG AAA GTT TGG GAG 496
151 A C Y ¢ Y G L P N W V K V W E 165
497  AGA GCA ACG AAC AGA TGT GGC AAA AAA TAA ATT TGT TTC ACT GAA 541
166 R A T N R C G K K *
542  AAC CCT TTA CAA ATG AAC TGT AAT AAG TTT GGC A-- 577
1 GTT TTT ACC GTT CCA AAT TAA TTA AAT TGT ATC TTT TCT GAA ARA 45
46 ACT AAC GAA GAA CAT TCG ATC CGA ACG ATG AAA GGA ATG ATC TTG 90
M K G M I L 30
91 TTT ATT AGC TGC TTA TTG CTG ATC GGC ATT GTC GTA GAA TGT AAA 135
, 31 F I s ¢ L L L I G I V V E C K 45
>contig -
7883 Frame - | 136 GAA GGT TAC CTC ATG GAT CAC GAA GGT TGC AAA CTT AGT TGC TTT 180 6.921,15
46 E G Y L M D H E G C K L 8 C F 60
1 12
181  ATC AGA CCA TCG GGA TAC TGC GGC AGT GAA TGC AAA ATT AAA AAG 225
61 I R P S G Y C G s E C K I K K 75
226  GGC TCA TCG GGC TAT TGC GCC TGG CCA GCG TGT TAC TGC TAC GGG 270
76 G s s G Y C A W P A C Y C Y G 90
271 CTT CCA AAT TGG GTG AAA GTT TGG GAG AGA GCA ACG AAC AGA TGT 315
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91 L P N W V K V W E R A T N R C 105
316  GGC AAA AAA TAA ATT TGT TTC ACT GAA AAC CCT TTA CAA ATG AAC 360
106 G K K *
361  TGT AAT AAG TTT GGC AAA AAT AAA AAA ATG TTC C-- 396
3 TTC AGA CGT GTG CTC TTC CGA TCT ATG ATT TAC TCG ATT ATG ATT 47
M I Y s I M I 15
48 GCT ATT ACC TGT TTA TTG ATT GAA GGC ATC GAG AGT AAG AAA GAC 92
16 A I T € L L I E GG I E S K K D 30
93 GGA TAT CCT GTG GAA TAT AAA AAC TGC GCC TTC GCC TGC AGC TAT 137
31 G Y p VvV E Y K N C A F A C S ¥ 45
. 138  GAT GAT GAG TAC TGC GAT AAA CTG TGC AAA GAC AAA AAG GCA GAC 182
>contig 46 D D E Y C D K L C K D K K A D 60
1885 Frame - 7.454,3
3 183  AGT GGA TAT TGT TAT TGG GTT CAC ATC ATC TGC TAC TGC TAT GGT 227
61 s 6 Y C¢C Y W Vv H I I Cc Y C Y G 75
228 CTA CCT GAC AGC GAA CCA GTT AAG TAC AAT GGA AAA TGC AGA CCT 272
76 L p D S E P V K Y N G K C R P 90
273  GGT GGT GGT AAG AAG TAA ATA AGC CAC GTC GGA TAA TCG AGA ATA 317
91 G G G K K *
318 CTT CGA GCG AGT ATT GCT GAT AAA TAA TGT CTG AGA AAA ACC TCT 362
363 TAA TGA AAT AAA ATG ATT GTA TAA ATG ACG AAA --- 398
2 GAT GGT TCG TTC CGC GAC CTT TCC ACA GAT ATT AAA CCT CAG TTG 46
47 CAA TAA AAA ACG ATA ATT AGC AGA AGA TAA ATA ATG AGC CGG GCG 91
92 GAG GAG ACC CCA ATA ACT CGA ACA TTC GCC ATG AAT AAC TTC ATT 136
M N N F I 45
137  CTC TTG GTIC GTC GTT TGC TTA GTG ACC GCG GGC ACG GAG GGC AAG 181
>contig 1923 46 L L vV vV Vv ¢ L V T A 6 T E G K 60 47234
. ’
Frame -2 182  AAA GAC GGA TAC CCG GTG AAA CAC GAT AAC TGC GGC TAC ATT TGC 226
61 K D G Y P VvV K H D N C G Y I C 75
227  TGG AAC TAC GAC AAC GAA TTC TGC GAT AAG CTA TGC AAA GAC AAG 271
76 W N Y D N E F C D K L C K D K 90
272  AAA GCT GAC AGC GGA TAC TGC TAC TGG CTT CAC ATC CTC TGC TAC 316
91 K A D S G Y C Y W L H I L C Y 105
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317 TGC TAC GGG CTT CCC GAT GGC GAA CCC ATC AAA ACC TTC GGA ACA 361
106 C Y G L P D G E P I K T F G T 120
362 TGC AGA TCC GGA AAG AAG TAA ACC AGC CGC CTG TTG GTC CCA GAT 406
121 c R S G K K *
407 CCG CCT GGT CGA TGA ATG TTT CTG AAA ACC ATT CCC G-- 445
3 CTT CCG ATC TGA AAA TCT AAC GAA GTA GAA TCG ATC TGA ACG ATG 47
48 AAA CGA ATG ATC TTG TTT ATT AGC TGC TTA TTG CTG ATC GGC ATT 92
M I L F I S C L L L I G I 30
93 GTC GTA GAA TGT AAA GAA GGT TAC CTT AGC TGC TTA TTG CTG ATC 137
31 v v E C K E G Y L S C L L L I 45
138 GAC ATT GTC GTA GGA GGC AAA GAA GGT TAT CCA GCG GAT TCC AAA 182
46 D I A A G G K BE G Y P A D S K 60
)ij[]ti4g 183 GGT TGC AAA CTT ACT TGT TTT TTT ACA GGT GTG GGA TAC TGC GAT 227
- o0l G C K L T C F F T G \4 G Y C D 75
4569 6.623,90
Frame _3 228 ACA GAA TGC AAA CTG AAA AAG GCA TCA TCG GGC TAT TGC GCG TGG 272
76 T E C K L K K A S S G Y C A W 90
273 CCG GCG TGT TAC TGC TAC GGG CTT CCA GAT TCA GCG TCA GTT TGG 317
91 P A C Y C Y G L P D S A S \ W 105
318 GAC AGT GCT ACG AAT AAA TGT GGC AAA AAA TAA ATT TAT CAT TAC 362
106 D S A T N K C G K K *
363 TGA AAT CCC TTT ACA ATG AAC TGT AAT AAG TTT GGG AAA AAT AAA 407
408 TAA AGT TCG CAT TAA ATT ACT AAA AAA AAA AAA AAA AAA CAA AAA 452
2 GTG CTC TTC CGA TCT TAA CGA CGT AGA ATC GAT CTG AAC GAT GAA 46
1 \4 L F R S * R R R I D L N D E 15
47 ACG AAT GAT CTT GTT TAT TAG CTG CTT ATT GCT GAT CGG CAT TGT 91
16 T N D L \ Y * L L I A D R H C 30
>contig
45r78 - 92 CGT AGA ATG TAA AGA AGG TTA CCT CAT GGA TCA CGA AGG TTG CAA 136 66551 93
31 R R M * R R L P H G S R R L Q 45 4
Frame -2
137 ACT TAG TTG CTT TAT CAG ACC ATC GGG ATA CTG CGG CAG TGA ATG 181
46 T * L L Y 0 T I G I L R Q * M 60
182 CAA AAT TAA AAA GGG CTC ATC GGG CTA TTG CGC CTG GCC ATT ATT 226
6l Q N * K G L I G L L R L A I I 75
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227  AGC TGC TTA TTG CTG ATA GAC ATT GTC GTA GGA GGC AAA GAA GGT 271
76 S cC L L L I D I Vv V G G K E G 90
272 TAT CCA GCG GAT TCC AAA GGT TGC AAA CTT ACT TGT TTT TTT ACA 316
91 Y P A D S K G C K L T ¢ F F T 105
317 GGT GTG GGA TAC TGC GAT ACA GAA TGC AAA CTG AAA AAG GCA TCA 361
106 G vV G Y C D T E C K L K K A s 120
362 TCG GGC TAT TGC GCG TGG CCG GCG TGT TAC TGC TAC GGG CTT CCA 406
121 S G Y C A W P A C Y C Y G L P 135
407 GAT TCA GTG CCA GTT TAT GAT AAT GCT TCG AAT AAA TGT AAC AAA 451
136 D $ Vv P VvV Y D N A S N K C N K 150
452  AAA TAA ATT TGT CAT CAC TGA AAT CCC TTC ACA AAT GAA CTG TAA 496
151 K *
497 TAA GTT TGG CAA AAA ATA AAA TAA GGT TGC GTT --- 532
3 CTA ACG AAG TAG AAT CGA TCT GAA CGA TGA AAC GAA TGA TCT TGT 47
1 L T K * N R S E R * N E * S C 15
48 TTA TTA GCT GCT TAT TGC TGA TCG GCA TTG TCG TAG AAT GTA AAG 92
16 L L A A Y C * S A L S * N V K 30
93 AAG GTT ACC TGC TGC TTA TTG CTG ATC GAC ATT GTC GTA GGA GGC 137
31 K v T ¢ ¢ L L L I D I VvV V G G 45
138 AAA GAA GGT TAT CCA GCG GAT TCC AAA GGT TGC AAA CTT ACT TGT 182
46 K E G Y P A D S K G C K L T ¢C 60

. 183 TTT TTT ACA GGT GTG GGA TAC TGC GAT ACA GAA TGC AAA CTG AAA 227

>contlg;4580 61 F F T G V G Y C D T E C K L K 75 6.520,89
228 ARG GCA TCA TCG GGC TAT TGC GCG TGG CCG GCG TGT TAC TGC TAC 272
76 K A S S G Y C A W P A C Y C Y 90
273 GGG CTT CCA GAT TCA GCG TCA GTT TGG GAC AGT GCT ACG AAT AAA 317
91 G L P D S A S V W D S A T N K 105
318 TGT GGC AAA AAA TAA ATT TAT CAT CAC TGA AAT CCC TTT ACA AAT 362
106 C G K K *
363 GAA TGT AAT AAA TTT GGC AAA AAA AAA AAA AAT AGT TCG TCT TGC 407
408 GAC G-- 413
>contig
5135 — 3 GAC GAT GGC ATT AGA GAT CCA ACT AAC TAA AGC GCC TTG TCG AAT 47 7.397,29

vi
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Frame -3 48 ATC GAA GAT CCA CAA ATA ACG AAG ATG ATT TAC TCG ATT ATG ATT 92
M I Y S I M I 30
93 GCT ATT ACC TGT TTA TTG ATT GAA GGC ATC GAG AGT AAG AAA GAC 137
31 A I T C L L I E 66 I E S K K D 45
138  GGA TAT CCT GTG GAA TAT AAA AAC TGC GCC TTC GCC TGC AGC TAT 182
46 G Y P VvV E Y K N C A F A C s X 60
183  GAT GAT GAG TAC TGC GAT AAA CTG TGC AAA GAC AAA AAG GCA GAC 227
61 p p E Y C D XK L C K D K K A D 75
228  AGT GGA TAT TGT TAT TGG GTT CAC ATC ATC TGC TAC TGC TAT GGT 272
76 s 66 Y ¢ Y W Vv H I I Cc Y C Y G 90
273  CTA CCT GAC AGC GAA CCA GTT AAG TAC AAT GGA AAA TGC AGA CCT 317
91 L P D S E P VvV K Y N G K C R P 105
318  GGT GGT GGT AAG AAG TAA ATA AGC CAC GTC GGA TAA TCG AGA ATA 362
106 G G G K K *
363 CTT CGA GCG AGT ATT GCT GAT AAA TAA TGT CTG AGA AAA ACC TCT 407
408  TAA TGA AAT AAA ATG ATT GTA TAA ATG ACA A-- 440
2 CTC TTC CGA TCT CGA CGT AGA ATC GAT CTG AAC GAT GAA ACG AAT 46
1 L ¥ R S R R R I D L N D E T N 15
47 GAT CTT GTT ATT AGC TGC TTA TTG TTG ATC GAC ATT GTC GTA GGA 91
16 p L v I s ¢ L L L I D I V V G 30
92 GGC AAA GAA GGT TAT CCA GTG GAT TCC AGA GGT TGC AAA CTT ACT 136
31 G K E G Y P VvV D S R G C K L T 45
) 137  TGT TTT TTT ACA GGT GTG GGA TAC TGC GAT ACA GAA TGC AAA CTG 181
>contig 1408 | 46 c ¥ F T G V G Y C D T E C K L 60
— 6.679,94
Frame -2
182  AAA AAG GCA TCA TCG GGC TAT TGC GCG TGG CCG GCG TGT TAC TGC 226
61 K XK A s S G Y C A W P A Cc Y C 75
227  TAC GGG CTT CCA GAT TCA GCG TCA GTT TGG GAC AGT GCT ACG AAT 271
76 Y 6 L P D S A s vV W D S A T N 90
272  AAA TGT GGC AAA AAA TAA ATT TAT CAT CAC TGA AAT CCC TTT ACA 316
91 K C G K K *
317  AAT GAA TGT AAT AAA TTT GAA AAA AAA AAA AAA AAT --- 355
>contig_1409 >contig M12 1409 Toxin-like TcoNTxPl Frame = -1 6.958. 19
. ’
Frame -1 1 ATT AGC TGC TTA TTG TTG ATC GAC ATT GTC GTA GGA GGC AAA GAA 45
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1 I s ¢ L L L I D I V V G G K & 15
46 GGT TAT CCA GTG GAT TCC AGA GGT TGC AAA CTT ACT TGT TTT TTT 90
16 G Y P v D s R G C K L T C F _F 30
91 ACA GGT GTG GGA TAC TGC GAT ACA GAA TGC AAA CTG AAA AAG GCA 135
31 T G VvV G Y Cc D T E C K L K K _ A 45
136  TCA TCG GGC TAT TGC GCG TGG CCG GCG TGT TAC TGC TAC GGG CTT 180
46 s s G Y Cc A W P A C Y C Y G L 60
181  CCA AAT TGG GTG AAA GTT TGG GAG AGA GCA ACG AAC AGA TGT GGC 225
61 P N W VvV K Vv W E R A T N R C G 75
226  AAA AGT TAA ATT TGT TTC ACT GAA AAC CCT 255
76 K S *
2 AGG ATG AAG TCG GCC CTG GCA GTT GTT CTG TTA TTT TTG TTG TTG 46
M K S A L A V V L L F L L L 15
47 GAA ATG GAA AAA GGA GAG GCG AAA GAC GGT TAC GCC GTA GGT GGC 91
16 E M E K G E A XK D G Y A V G G 30
92 GAT CGC TGT CGA GTT CGA TGC AGT CCA CTA GGA AAA AAT AAG GAT 136 C-terminal :
31 D R C R V R C S P L G K N K 0D 45
PC=7.085, 26
137  TGC GAG ACG GCT TGT AGA AAG AAA GCC GGA AGC TAC TAC GGA TAT 181 PCL=7.198, 34
>contig 4856 [“¢ ¢ E T A C R X K A G S5 ¥ ¥ 6 ¥ 60 PCLS=7.285,37
Frame +2 182  TGC TAC CTC TGG TTC TGC TAT TGC GAG AAT GTT AGC AAA TCC GCG 226 PCLSD=7.400,40
61 c Yy L W F C Y C E N V S K S8 A 75 PCLSDG=7.457,4
227  GTT GTT TGG GGA AAT CCC ACT CTC GGA CCA TGT CTT TCC GAC GGA 271 2
76 v V. W 6 N P T L G P C L S D G 90
272  TAA GTC ACG CTA CCC AGA GTA GTA GTT TCT ATA AAA GAG TGA TCT 316
91 *
317  GGA ATT ATA AGC GCG TCA CCT AAT TAA TGT GTA ATG TTT CCT GGA 361
362 ATT TAT TAA AAA TTA ACC AGA AAT CTC CAA --- 394
1 AAT ATG TTT AAG CTG GAA ATA ATT CTG GCA CTC CTA TTC TTT GGA 45 C-terminal
M F K L E I I L A L L F F G 15 PEC= 7.149,17
>contig 8669 PECH=7.285,23
— 46 GCG AGA GCG GGG GAT GTA AGA GAT GGT TAC CCA ATA CTT TCA GAT 90
Frame -1 16 A R A G D V R D G Y P I L S D 30 PECHV=7.384,3
PECHVW=
91 GGC TGC AAG TAT ACT TGC AAA CCC CTT GGA GAG AAT GAA TTC TGC 135 7.570, 38
31 G C K Yy T C K P L G E N E F C 45 ) 4
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PECHVWI=
136  AGT AGA ATT TGC AAA GAG AAA GCG GGT AGT TGG TAC GGA TAC TGT 180 7 683,47
16 s R I ¢ K E K A G S W Y G Y cC 60 . ’
PECHVWIK=7.811
181  TAT TTT TTT GGT TGC TAT TGC ACC GAT GTT TCG AAG AAA GCC GTG 225 56
61 Yy ¥ F G C Y ¢ T D V S K K A V 75 !
226 CTT TTT GGA GAC TCG GGC ACC CCT GAA TGT CAC GTT TGG ATA AAA 270
76 L F 6 D S G T P E C H V W I K 90
271  TAA GAT GAT TTA CTG CAG GCT TAC TTT TCT ACC GTT TAT CCG TCT 315
91 *
3 TTA TTA ATT TTC AGT CGA CCC GAC GCA AAG CAG CGC AAC ATG ACT 47
M T 15
48 GCG GGA TGG GCC TGT CTG CTG GTG TCG CTC GTC CTT CTC TGG GGT 92
16 A G W A ¢ L L VvV S L V L L W G 30
7.308,43
93 GCG GGA GGA AGC AGA GAC GGT TTT CTC CTG GAT CGA AAT TTC TGC 137
31 A 6 6 S R D G F L L D R N F C 45
138  CGA ATC AAG TGT TCC TTT CTG GGG TCC AAC TCG ATG TGC GCG GAT 182
>contig_1383 46 R I K C S F L G S N S M C A D 60
Frame -3 183  CGG TGC ACC GTC CTG GGA GCT TCC GCC GGT TAC TGC AAC AAT TAC 227
61 R ¢ T Vv L 6 A S A G Y C N N Y 75
228  GCT TGT TTC TGC ACG GAT TTG AGG GAC CGG GTG AAG ATC TGG GGG 272
76 A ¢ F C¢c T D L R D R V K I W G 90
273  GAC GCG GTC CGC TGT CGC AAG CCT TAA GCA TTA TGG TAA TTG CCA 317
91 D A VvV R C R K p *
318 TAT GAT TAT CAC GTT TTC CTG TAC CGA AAA TAA ACC AAT TGT GCC 362
363 CGC T-- 368
3 AAC ATT CGT AAT GTA ATA AAT ATT ATT TTT AGT ATT CAG TCG AAG 47
48 CCT AAG CTT TTC ATA ATA AAG ATC TAA ACA AGA AAC TCT AAG AAA 92
, 93 ATA ACA ATG AAT AAT GCT AAA TTA TTG ATC TAT TAT ATA ACA GTA 137
>contig M N N A K L L I Y Y I T V 45
4817 Frame - 6.628,94
3 138 ATG AGC TCG ATT AAT TTG GCG ACG ACG GAT GCG AAC CAG TGG TAT 182
46 M 8 s I N L A T T D A N O W Y 60
183 CCG ATA AAC AAT GAG ACC GTC AGC TAT TAC CTG TGT CAT CAC AGA 227
61 P I N N E T Vv S Y Y L C H H R 75
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228  GAA GAC ACA AAC CGA TGC ATG GAA ATT TGC AAA CTT TTC GAC AGC 272
76 E D T N R C M E I ¢ X L F D 5 90
273  GAG AAT GCC ACA GGG TTT TGT CTG ACC ACC TTG TGT TAC TGC ATC 317
91 E N A T G F ¢ L T T L C Y Cc I 105
318  AAA CAT GAA AGC ATT TAA AAT CAA GTC TTC TTT AGC TGA ATG ATT 362
106 K H E s I *
363 TAA ATG AGC T-- 374
3 TGC ATA CTG TAA AAT CTT GCG AAT GAG TAC ATA AAG TTG CAA TTA 47
48 TTT GAA TTA ATT TTA ATT AAA ATA AAG ATG ACT GCT CTG TTC TAT 92
M T A L F Y 30
93 TTG CTG CTT CTA ACT TCG GTT ATA ATT GAA ACT CAT CAA GAA TGT 137
31 L L L L T S8 Vv I I E T H Q E ¢C 45
138  GAT ATG GCG GTG CTA CAC GGA GAT TTT CCA AGA CAA AAT AAT GGA 182
46 p M A VvV L H G D F P R QO N N G 60
>contig 183  CAT TTA TAT GTA TGT AAA GAT GTC GAG AAG TGT TCC CTT ATT TGT 227
4818 Frame - | 61 H L Y v ¢ K D V E K C S L I ¢C 75 7.647,60
3 228  AAA GAA CAC GGT ATA AAG AAG ACA GAT TAT GCA AAG TGT TGC TAT 272
76 K E H G I K K T D Y A K C C Y 90
273  GAA AAT TGT TTT TGT GAA CAT TTG CAT GGG AAA AAA ATA AGA AAA 317
91 E N ¢ F C E H L H G K K I R K 105
318 CAA AAT GTG TCT TAA AAA ATT TGA AAT ATG AAA AAA GTT TCG TGT 362
106 QO N VvV 8§ *
363  AAT ATG AGT TTT TTT TTT ATT TAT TAA ATA AAT --- 398
3 CAG AAA ACA GCC TGC ATA AAA GTA TCA ACA TTA AGT CGA CTT ATC 47
48 ATC ATC GAA TAA ATC GAT CGA TTT TTC ACA AGC GTT ACA AGA TTT 92
93 TCA TCG CTT ATT TCA TCG TAA GAG ATG GTA AAA TCT GCA ATG AAG 137
M V K S A M K 45
>contig 1615
— 138  ATT GTA ATT CTC ATA CTC TTT GTIT TTG CTG ATC AGA GTG GAG AGT 182 8.142,57
Frame -3 46 1 v I L I L F V L L I R V E S 60
183  AAG AGA AAT GGT TAT CCA GAT ATT AAT GAT GGT AAA TCC TTT ACC 227
61 K R N G Y P D I N D G K S F T 75
228  TGC CGT ACC ACC GTT GAA GAT TCT GAC GAA GAC TTT TGC GTA AAT 272
76 Cc R T T Vv E D S D E D F C V N 90
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273  GTA TGT AAA AGT ATT CAA GGA AGA ACC GGA AAC TGT TGC TTG GGA 317
91 v ¢ K s I 9 G R T G N C C L G 105
318 ACA TGC TTT TGT TTG GAT CTA CCT GAT GAA CAG AAA ATC GIT GAT 362
106 T ¢ F ¢ L D L P D E Q K I V D 120
363  GTC ATG GAC TCC ACC ATA GAA TAC TGC GAA TGG GAA GAA GAA GAA 407
121 v M D S T 1 E Y C E W E E E E 135
408  GAA GAA TGA GAA AAT GAA TTA CAT GTT AAA GTG GCA ACA ATA AAT 452
136 E E *
453  AAA TTC AGA TTC ATA TGC --- 473
Putativas KTxs
3 CGT GTG CTC TTC CGA TCT ATC GAA TTC GAG ATG GTIG GCC ACG AAT 47
M V A T N 15
48 CGT TGC TGT GTC TTC GCT CTG TTG TTT GCG CTG CTG CTG GTT CAC 92
16 R ¢ ¢ V F A L L F A L L L V H 30
93 TCC CTG ACG GAG GCG GGA AAA GGA AAA GAA ATC TTA GGA AAA ATC 137
31 s L T E A G K G XK E I L G K I 45
138  AAG GAC AAA CTA ATC GAA GCG AAA GAC AAG ATT AAG GCT GGA TGG 182
>contig 11 46 K D K L I E A K D K I K A G W 60 32374 20
. 14
Frame -3 183  GAA AGG TTG ACG TCA GAG TCG GAG TAC GCC TGT CCC GCC ATT GAT 227
61 E R L T s E s E Y A C¢c P A I D 75
228  AAG TTC TGC GAG GAC CAT TGC GCC GCT AAG AAA GCC GTC GGA AAA 272
76 K F C E D H C A A K K A V G K 90
273  TGC GAC GAT TTC AAG TGC AAT TGC ATC AAA TTG TAA TCT CTG TAA 317
91 c bp D F K C N C I K L *
318 ATC CCC TTC TTT ACG TCA ATT AAA ACA ATA TTC GTG GAT AGA TCG 362
363  GAA GAG CGT CGT GTA --- 380
, 3 GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC TAG AAA ATG AAA TTT ATT ATT 47
>contig 865 M XK F I I 15
Frame -3 4.453,03 7
48 GCT CTA CTT CTC CTT ACT GCA TTA ACT TTA GCG TCA ATT CCC GTC 92
16 A L L L L T A L T L A S I P V 30
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93 AGT GAA GCG ACA CAG AAG AAC TGT CGT TCC AAA AGG GAT TGC CAA 137
31 S E A T 9 K N C R S K R D C 0 45
138 ACC GTG TGT ATG GTT GTT GAT AGA TGT CAA TAT GGA ACT TGT TAC 182
46 T vV ¢ M VvV Vv D R C O Y G T C ¥ 60
183  TGC AAA GGA AAT GGA AAA TAA TAT TAA TGA AAT TAA TTC ATT CCT 227
61 cC K G N G K *
228  ATA TCG ATT ACA TTA TTT TCG TGA ATA AAC TAA AGA AAT AAA AAT 272
273  AAT TCT TTG AAT TTT TGT TTG GCC C-- 299
3 GCT CTT CCG ATC TGT TAG AAA AAT CAA AAT CGA AAG CAT AGA CTC 47
48 ATC GAA AGC AGC ATG CAC TCC TCC GCT TTC ATT TTA ATT CTC TTT 92
M H S 8 A F I L I L F 30
93 TCC TTG GCA GTA ATC AAC CCT ATA TTC TTC GAT ATG AAA GCA GAA 137
31 s L A VvV I N P I F F D M K A E 45
>contig 1133 | 138 GCT GGG TGT ATG CTA GRA TAT TGT GCA GGG CAG TGC AGA GGG ARA 182
- 46 A G C M L E Y C A G cC R G K 60
Frame -3 A 2 3.194,42
183  GTT AGT CAA GAC TAC TGT CTT AAG AAT TGC AGA TGC ATT CGA AGA 227
61 v 8§ 9o D Y ¢ L K N C R C I R R 75
228  GAT TTG ACT ATA AAT GAA TTA CTT CTA AGT GGA ATG AAA GTT TAA 272
76 p L T I N E L L L S G M K V * 90
273  TGG CTT AAA ATA TTC GGT TGA TTT CCT GAT TGT TCC TGA TGA TAT 317
318 TTT GTT TCT GAA GAA AAT CTG TAA AAA AAT AAA CAA TAA AAT TTA 362
363 TTT TGT CG- 371
1 TTT TGT TCA AAA GCA ATT TCA GAG AAA GGT GAA ACA GTG CTG AAA 45
46 AAC ATG AAA GCT TTC TAC GGT ATA CTG ATA ATA TTT ATT TTT ATT 90
M K A F Y G I L I I F I F 1 30
. 91 TCG ATG CTC GAT TTG AGC CAG CAA GTT TTT ATA AAT GCA AGA TGT 135
>contig 1184 | 31 s M L D L S @ @ Vv F I N A R C 45
— 3.983,93
Frame +1
136  AGA GGA TCG CCT GAG TGT TTG CCG AAG TGT AAA GAA GCA ATA GGG 180
46 R G S P E C L P K C K E A I G 60
181  AAG TCG GCC GGC AAA TGT ATG AAC GGT AAA TGC AAA TGC TAT CCA 225
61 K s A G K C M N G K C K C Y P 75
226  TGA GAT TGC CGC GAA ATA TTA TCA AAT CAT TCT GAA CTG TTT ATG 270
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76 *
271  ARA AAC GTG TTG ATA CTT TAC TGC TAA TAA TAT TAT AAT GAA CAT 315
316  TTA AGA ACA GAG A-- 330
2 ATA CTG ATC ATA TTT ATT TTA ATT TCG ATG CGT AAG TAT ATT TTT 46
M R K Y I F 15
47 CGC TTC ATT GCT AAT GTA TAC GGA TTT AAT AAA ATC ATT CAT TTT 91
16 R F I A N V Y G F N K I I H F 30
92 ARA TAT ATT TCA GTC GAT TTG AGC CAG CAA GTT TTT ATA AAT GCA 136
31 K Y I s Vv D L S Q@ ©Q Vv F I N A 45
>contig 4778 | 137 AGA TGT AGA GGA TCG CCT GAG TGT TTG CCG AAG TGT AAA GAA GCA 181 3.983. 93 12
Frame -2 46 R C R G S P E C L P K C K E A 60 : ’
182  ATA GGG AAG TCG GCC GGC AAA TGT ATG AAC GGT AAA TGC ARA TGC 226
61 I 6 K S A G K C M N G K C K C 75
227  TAT CCA TGA GAT TGC CGC GAA ATA TTA TCA AAT CAT TCT GAA CTG 271
76 Y p ¢
272 TTT ATG AAA AAC GTG TTG ATA CTT TAC TGC TAA TAA TAT TAT AAT 316
317  GAA CAT TTA AGA ACA GAG --- 337
2 AGT CTT CAA AAG GAT ATC AGC CAT AAA AGT TTT ATA TTC AAT TCT 46
47 GAT AAT ACG AAA AAC ATG AAA GTT TTA TGT GGT ATT CTG ATA ATA 91
M XK V L ¢ 6 I L I I 30
92 TTT ATC TTA TGT TCA ATG TTT TAT TTA AGC CAA GAA GTT GTT ATA 136
31 F I L C€C S M F Y L S Q E V V I 45
137  GGT CAA AGA TGT TAC AGA TCG CCT GAC TGT AAT TCA GCG TGT AAG 181
. 46 G 9 R C Y R S P D C N S8 A C K 60
>contig 1230
Frame -2 182  AAA TTT ATA GGA AAG GCT ACA GGC AAA TGT ACA AAT GGC AGA TGC 226 3.775,76 3
61 K F I G K A T G K C T N G R C 75
227  GAC TGT TAA ACA TAA CTG TAC TGT TCC CGT AARA AGA GTA ATA CAT 271
76 D c *
272 GTA CTT GAT TAT TGT ATA CTA AGC ACT ATC ATG TAA TTT TCG CAT 316
317  GCT AAC GTA GTA ATT GTA AAA TAT TTT ACA CAG TTT CAC ATT CAA 361
362  AGG ATT CTA CAG TGT AAG TCT GIT CAG TTA AAA ATA GTT GIC AAA 406
407  ATT AAA ATG ATT TGA TGT TAT GAA TTC GAC ACA AAT GAC TCT GGC 451
452  TTT TGA TAA AAA TTA ACT TCT AAT GAC AAG ATT CTG TAT TTC TTT 496
497  TGT TTT TTT GAA TTA AAA TTA CAT AAT CAG TGA A-- 532
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1 TTA ACA GAC CTT GCA GGT GTG ACG TGT GGA TGA AAC TTC AGT TTA 45
46 TTC GAT CTA TTA AGT GGT AAC AGC ATG CAT TTC TCC GGT GTT GTT 90
M H F S G V V 30
91 TTA ATT CTT CTC TCC ATG ACT CTG GTC AAT TTT GTT TTC GTC GAA 135
31 L I L L 8§ M T L V N F V F V E 45
>contig 1286 | 136 ACC CAA GTT AAA ACT GGC CAA TAT GTT AAA TGC AAA TAT AAT CTT 180 4.558.00 3
Frame -1 46 T 9 Vv K T G o Y VvV K C K Y N L 60 . ’
181  TGT GAA AAG TCA TGC CAA GAA GAA ARA GGA AAA AGA ACG GGA TAT 225
61 Cc E K S Cc o E E K G K R T G XY 75
226  TGT AGC AAT CCA GAG TGT GTA TGC TCC AAG GAC TAR AAT AAA ACA 270
76 c s N P E C VvV _Cc s K _ D *
271  CAT GCT TTA AAA ACT GAA AAG TCA TGC CAA GAA GAA AAA G-- 312
1 AAT ATT TTG AAC AGA CTA TTA TCC TTC TCT GAA AAT ATG CAA CTT 45
M Q L 15
46 TTC TAC GGT TTA CTG TTA ATG TTT GTC TTA TGT TCC TCG ATC CAT 90
16 F ¥ 6 L L L M F V L C S S I H 30
91 TTG AGT GAG CAA TGG TGC TCC ACC TGC CTC GAT CTT GCT TGC GGA 135
. 31 L s E Q W ¢ s T Cc L D L A C G 45
>contig 1571 4.503.89 3
Frame -1 136  GCC TCG AGA GAA TGT TAC GAT CCC TGT TTT AAA GCA TTC GGA AGA 180 . ’
46 A s R E Cc Y Db P ¢ F K A F G R 60
181  GCT CAC GGC ARA TGT ATG AAT AAC AARA TGC AGA TGT TAT ACA TAA 225
61 A H G K Cc M N N K C R _C Y T * 75
226  CAT CTT ACT GTT TAC GTA AGA AAT ACA AGA TTA CTG TGG AAT AGT 270
271  TTG TTA ATA ATA ATA ARA ATG TAA AAT TAA ARA TAAR GTT TGA ATA 315
316 TGT G-- 321
3 CTC TTC CGA TCT GGT GAA ACA GTG ATT TGC CGA AAA ATG ARA GCT 47
M K A 15
: 48 TTC TAC GGT ATA CTG ATA ATA TTT ATT TTT ATT TCG ATG GTC GAT 92
>contig 4765
9g_ 16 F Y G I L I I F I F I S M V D 30 4.426,17 12
Frame -3
93 TTG AGC CAG CAA GTT TTT ATA AAT GCA ACA TGT AAA ATA TCA GAT 137
31 L s 9 9 v F I N A T C K I S D 45
138 CAG TGT AGG CCG AAG TGT AGA GAA GCA GTA GGA AGG CCT AAC AGC 182
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46 Q C R P K C R E A V G R P N S 60
183  AAA TGT ATA AAC AAA AAA TGC AAA TGT TAT CCA TCA AGT GGA TAA 227
61 K C I N K K C K C Y P s § G * 75
228  CAT TTG CAT TTT TTG TTA ATG ATG TTT ATG TTA AAA ATG CAA ATG 272
273  TTA TCT ATG AGA TTG CCG TGG AAG ATT ATC AAA TCA TTG TGG ACT 317
318  GTT TAC GAA GAA ATG TAT TGA TAA TTT ACT AAT AAT AAT AAT AAT 362
363  AAT AAT GTA AAT TTA AGA ATA TAT TAG TAG TAC TGC ATA ACT ATG 407
408  ATT TAG TGT AGG CCT ATT TTA ATA TCA AAG TTT TGA CAA TAA CTT 452
453 AAT GAT TTA AAA TTA TAA TGT AAA TTT TCT GTA TTG TTT TTG TTT 497
498  TCT TCA AAT AAA ATT CAT AAG CAT GAA -—— 527
2 TTA CGT CTT TGA AGT CAT TAA ATT CAT TAC TGA TGT TAT TAC TAT 46
47 AGT TTA TTG CAT TTT ATC GTA TAA ATA GTA ACA TTT TGT TCA AARA 9
92 GCA ATT TCA GAG AAA GGT GAA ACA GTG CTG AAA AAC ATG AAA GCT 136
M K A 45
137 TTC TAC GGT ATA CTG ATA ATA TTT ATT TTA CTT TCG ATG CTC GAT 181
46 F ¥ ¢6 I L I I F I L L S M L D 60
182  TTG AGC CAG CAA GTT TTT ATA AAT GCA ACA TGT AAA ATA TCA GAT 226
61 L S Q@ Q@ Vv F I N A T C K I S D 75
‘ 227  CAG TGT AGG CCG AAG TGT AGA GAA GCA GTA GGA AGG CCT AAC AGC 271
>contig 7980 | 76 Q ¢ R P K C R E A V G R P N S 90 5 131.56
Frame -2 ’ !
272 ABAA TGT ATA AAC AAA AAA TGC AAA TGT TAT CAA AAT GCA AAT GTT 316
91 K Cc 1 N XK K C K C Y o N A N V 105
317 ATC CAC TTG AGT GGA TAA CAT TTG CAT TTT TTG TTA ATG ATG TTT 361
106 I _H 1L S G *
362 ATG TTA AAA ATG CAA ATG TTA TCT ATG AGA TTG CCG TGG AAG ATT 406
407  ATC AAA TCA TTG TGG ACT GTT TAC GAA GAA ATG TAT TGA TAA TTT 451
452  ACT AAT AAT AAT AAT AAT GTA AAT TTA AGA ATA TAT TAG TAG TAC 496
497  TGC ATA ACT ATG ATT TAG TGT AGG CCT ATT TTA ACA TCA AAG TTT 541
542  TGA CAA TAA CTT AAT GAT TTA AAA TTA TAA TGT AAA TTT TCT GTA 586
587  TTG TTT TTG TTT TCT TCA AAT AAA ATT CAT AAG CAT GA- 625
1 TCA GAC GTG TGC TCT TCC GAT CTC ATG AAT CTC AAG CAT CGC ATC 45
M N L K H R I 15
>contig 8010
— 46 TTT ATA GGA TTG CTT CTA GCG ATT GGC ATA TTC AGC TTT GCT ARA 90 3.961, 66
Frame -1 16 F I 6 L L L A I G I F § F A K 30
91 GCT GGT GTC AAC GAT GAC AAA GAT TGC AAT CAT TTA GGT CGG CCA 135
31 A G vV N D D K D C N H L G R P 45
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136  TGC AAT TCC CAC AGA GAT TGT TGT AGC TAT GGA GAA CGA TGC ATC 180
46 ¢ N S H R D C ¢ s Y G E R C I 60
181  AGC ACT GGA TAT AAA TAT TAA AAC ATG GAA AAT GCA TAA ATG GCA 225
61 s T 6 Y K Y «x
226 AAT GCA AAT GTC ACG GA- 243
3 GCT CTT CCG ATC TGT TAG AAA AAT CAA AAT CGA AAG CAT AGA CTC 47
48 ATC GAA AGC AGC ATG CAC TCC TCC GCT TTC ATT TTA ATT CTC TTT 92
M H S S A F I L I L F 30
93 TCC TTG GCA GTA ATC AAC CCT ATA TTC TTC GAT ATG AAA GCA GAA 137
31 S L A VvV I N P I F F D M K A E 45
138  GCT GGG TGT ATG CCA GAA TAT TGT TCA ATG CTG TGC AGA GGG ACA 182
>contig 1131 46 _A G C M P E Y C S M L C R G T 60
Frame -3 183  GTT AGT CAA AAC TAT TGT CTT AAG AAT TGC AAA TGC ATT CCA AGA 227 3.224,44
61 v s 9 N Y ¢ L K N C K C 1 P R 75
228 TTA ATA TTA AAA AAG TTG ACT GTA AAT GAA TTA CTA AGT GAA AAC 272
76 L I L K K L T 14 N E L L S E N 90
273 AAA AAT TTA ATG GCT TAA AAT ATT CAG TTG ATT TCC TGA TTG TTT 317
91 K N L M A *
318 CTG ATG AAA ATG TTG TAA AAA AAT ACA ATA AAA TTT ATT TTG TCG 362
363 CAC TCA --- 371
1 ATT TAA TTT TTG CAA TTA ACA GTG AAA TAG TTT TAA ATT TGA ATA 45
46 AAT TTT CTG CAT TTT CAG AAG ATG AAT AAG GCA TAT TTA GTG GCT 90
M N K A Y L V A 30
91 ATC TTA GTT CTT TCT GTG CTT CTG GTG GCA AAT GTG TCA CCA ATA 135
. 31 I L vV L s VvV L L VvV A N V s P I 45
>contig 2403 4.091.97
Frame -1 136  GAA GGA GTG CCT ACG GGA GGA TGT CCA CTC TCG GAT GCA TTA TGT 180 . ’
46 E G Vv P T G G C P L S D A L C 60
181  GCT AAA TAT TGC AAG TCG AAT AAA TAT GGC AAA ACT GGA AAA TGT 225
61 A K Y C K S N K Y G K T G K C 75
226  ACT GGC ACA AAT AAA GGG ACT TGT AAA TGT TTG GTT TAA TGC CGA 270
76 T 6 T N K G T C K C L v *
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271  ATG GAT AAG AAT TGT TCT AAA GAA TAA AAC TGT ATA AAG CCG 312
1 GAA AAA CAG ACG TCA TTG TCG AAT AGT TAA CAT TTG AGA GAA AGG 45
46 AGT TAT TGT AAT GAA TTG TTT CTA ATT CAT AAG CAG TAG TTT ATG 90
91 AAT TGC AGA AAT ATA ATT TGA AAT ATT ACA AGA AAA AAG TGT ATT 135
136  TCT CGA AGC AGT TTT CAA GTA AAG ATG AAT AAA GCG CTT TTA ATG 180
M N K A L L M 60
. 181  GTT ATC TTG GTT CTT TCC GTG CTT CTA GTG GCA AAT GTG TCA CCA 225
>contig 5984 | 1 v 1 1. Vv L S$ Vv L L V A N V S P 75 4.020.86
Frame +1 ) !
226  ATA AGA GTG CCT ACA GGA GGA TGT CCT TTT TCG GAT GCA CTT TGT 270
76 I R Vv P T G G C P F S D A L C 90
271  TCC ACT TAT TGC AAG AGG AAT AAG TAT GGC AGA TTT GGA AAA TGT 315
91 s T Y ¢ K R N K Y G R F G K C 105
316  TAT GGA ACA AGT TGT AAA TGC TTG ATT TAA TAC AGA TTG GAG A-- 360
106 Y 6 T s ¢ K C L I *
3 TCT TCT CTG ATA CCG AAG AGA AAT CGA GCT CTG ATT ACG TAG AAC 47
48 AGA AAA GTT TTT GCT GAA TAT TTC GAA TAA TTC GTA TAG TTA ATT 92
93 CGA GBAA GTT TGC CAA AAG ATA GAA GCT ATG AAG TCC GCC ATC GTG 137
M XK S A I V 45
138  TTA TTG ATA TTT ATT TTC GTT TAC ACA TCT CTG GCT CAG CAC TAC 182
46 L L I F I F V Y T S L A Q H Y 60
183  CAA AAA GAA GAA TGG TAT CCT TTC AGA GTT GGT AAT GGC CAC CTC 227
61 © XK _E E W _ Y P _F R V G N G H L 75
>contig 7803 | 228 AGT TGC TCC AAC AGA CTC GGG ATG TCC GAA AAC GAC TTT TGT CGC 272
— 76 s ¢ s N R L G M S E N D F C R 90 6.078,85
Frame +3
273  AAG TTA TGC AAT CGA GAC GGT AAA TGG AGG AAT TCG AAA TGT ARA 317
91 K L ¢ N R D G K W R N S K C K 105
318  GAG CAT TAC TGC TAT TGC GGT CCT CAA CGT TTC TAC CGT GCT ATC 362
106 E H Y Cc Y Cc G P O R F Y R A I 120
363 AAA CTT TAG ATT CGC TTC CCA CGA AAA ACA TAC TGT TTG CAA ATT 407
121 K L *
408  ATG TAA TCT TAC TAT CGA TTT TCT TTA TCC AGT TTC CAT GTA TTT 452
453  GCG AAT TCG TTG TCA AAC AAA TCA TAA TTA CAA GTG TTT GCT GTA 497
498  GTT AAC ATT ATA AAA TTG TTG ATT AAT GAA TTA TCA TTG TAA TCT 542
543  GTA AAA TGC TAT TTC TTT GAA TAA AAT CGA AC- 575
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Outras
3 TAT TTC TGG CAT AGC AAC ATG AAT CTC AAG CAT CGC ATC TTT ATA 47
M N L K H R I F I 15

48 GGA TTG CTT CTA GCG ATT GGC ATA TTC AGC TTT GCT AAA GCT GGT 92

16 G L L L A I 66 I F S F A K A G 30

93 GTC AAC GAT GAC AAA GAT TGC AAT CAT TTA GGT CGG CCA TGC AAT

137

31 vV N D D K D C N H L G R P C N 45

>contig 1378
— 138  TAC CAC AGA GAT TGT TGT AGC TAT GGA GAA CGA TGC ATC AGC ACT 4.901,08

Frame -3 182

46 Y # R D C C s Y G E R C I s T 60

183  GGA TAT AAA TAT TAT TGT AAA GTA GAT CCA GGT CCA TGA AAT GAC

227

61 G Y XK Y Y C K VvV D P G P *

228  ATC CTC ACT CTT TTA ATA ACT GTA CCA ATG AAA TTT CTA TTT TAA

272

273 ATT ARA AGG TTT TAA AGC AGA TCG GAA GAG CG- 305

3 CTC TTC CGA TCT ATC AAT ATG AAG ATT GCT TTC ATC GTG TTG CTC 47

M K I A F I V L L 15

48 CTC GTT CTC AAT TGC ATT GAT AAC ACT CAC GCA ATG GAA ATA AAT 92

16 L vV L N C I D N T H A M E I N 30

93 TAC ACT GAT CGC GAT TTG GAC AAT GTA TTC ATA GAC AAG AGG CAA

137

31 Yy T D R D L D N V F I D K R 9 45

>contig 1424 | 138 ATA TGC CAT GAT TTA GGA AGT ACA TGT TCA TCA GGC TCT CAA AAC 5.467.20

Frame +3 182 ) !

46 I ¢ H D L G S T C S S G S Q N 60

183  TGT TGC GAA CCA TAT TGC TGC AGC TTC GGA CAA TGT TCA TCT TGT

227

61 cC ¢C E P Y C C sS F G ©Q C s s C 75

228  TAA CCA TCT GTA TTT ACG ATT TTA TTC CAG AGA AAA TCT GGA ATT

272

76 *

273 ARA CTA ATA AAA ATC TGT AAT AGT AAA TAA GCC AAT GAT TGT TTT

317
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318 AGA AARA ATA TAT TTT AAT GTA TTT CAA AAA GTA ACT TTG CCA TAT
362
363 TAA ATT TAA AAA ATT AAT GGA AAA TTC TCT TAA ATT TTT CAA AC- 40
2 ATA AAA CGA TAC GAG AAT TTA AAA AAA TTA CTT TTG CAA GCA ACA 46
47 GAT AGA ATT CCA AGT GAT TTC ATA AAT TCG AAT AAA AGT CAA AARA 91
92 AAG ATG AAA GCA ATC ATT ATC TTC TTT GTG TTG GCT CTC ATC TTA
136
M K A I I I F F V L A L I L 45
137  TGT CTT TAT GCC GTA ACA ACT GTA GAA GGT GCT TGC CAA TTT TGG
181
46 c L Y A VvV T T V E G A C O F W 60
>contig 8631 | 182 AGT TGC AAT AGC AGT TGT TTA TCG AGA GGA TAC AGA GGA GGA TCG 3.581, 44
Frame -2 226 ) !
61 s ¢ N s s ¢ L S R G Y R G G s 75
227  TGC TGG GGA GCA CTT AAT CAA TTT TGC CAA TGC TAT TGA AGG ATC
271
76 c W G A L N ©Q F C Q C Y *
272  GAT AAT ATT CAT AAT GTT AAA TAT CAC CGA AAT CAA CTT AAA ACC
316
317 ATT TTA AAT GTT TGA TCT TAA TCG TAG ATT TGT ATA GAA TTA AAG
361
362  TGT GCA AG- 370
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Anexo II

ARTIGO SUBMETIDO

The scorpion toxin Tf2 from 7ifyus fasciolatus promotes Na, 1.3

opening

Camargos, TS.', Bosmans, F.%°, Rego, S.C.!, Mourdo, CBF. ' Schwartz, EF.'*

! Departamento de Ciéncias Fisiologicas, Laboratorio de Toxinologia, Universidade de Brasilia,

Brasilia, DF, Brazil.

% Department of Physiology, Johns Hopkins University - School of Medicine, Baltimore, MD,
USA

% Solomon H. Snyder Department of Neuroscience, Johns Hopkins University - School of
Medicine, Baltimore, MD, USA.

*Corresponding author: efschwa@unb.br (EFS)

Abstract

We identified Tf2, the first -scorpion toxin from the venom of the Brazilian scorpion 7ityus
tasciolatus. Tf2 selectively activates human (h)Na, 1.3, a neuronal voltage-gated sodium (Nay)
subtype involved in epilepsy and nociception. Tf2 shifts hNav1.3 activation voltage to more
negative values, thereby opening the channel at resting membrane potentials. Seven other
tested mammalian Na, channels (Na,1.1-1.2; Na, 1.4-1.8) are insensitive to TfZ upon
application of 1 uM toxin. Therefore, the identification of Tf2 represents a unique addition to

the repertoire of animal toxins that can be used to investigate Na, channel function.
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CAPITULO DO LIVRO

Scorpion Venom Gland Transcriptomics

Martha Rendon-Anaya, Thalita S. Camargos, Ernesto Ortiz
Abstract

For decades, the study of venomous animals has focused on the isolation and biochemical
characterization of specific venom components that have medical or biotechnological
importance. Indeed, scorpions have been extensively studied under this optics, which has led to
the identification of hundreds of different transcripts encoding toxic peptides. However,
scorpions are interesting organisms not only because of their toxin diversity but also because
they represent the most ancient terrestrial animals that fossil records have identified. About
2,000 species have been described around the world, which also implies that scorpions are
extremely well-adapted arthropods that have managed to survive in different environmental
conditions. Even though the divergence timing of scorpions places them as interesting model
organisms for evolutionary inferences, little is known about the genomic organization,

speciation events, and population dynamics of these arthropods.

Different “omic” approaches have become a very powerful strategy for understanding the
complexity of venomous animals. Transcriptomics, in particular, has been widely used to
explore the transcriptional diversity of venom glands of several scorpion species. Recently,
high-throughput sequencing platforms have substantially improved our capacity to describe
biological features of scorpions but, most importantly, have outlined new directions toward a

more complete understanding of the evolution of these arthropods.

In this chapter, those transcriptomic strategies followed in the last two decades that went from
cDNA cloning to next-generation sequencing methods will be described. Some biological and
evolutionary questions about scorpion speciation and venom diversification will also be

addressed. Finally, an attempt to raise some future directions in the field will be made.
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