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Resumo

As peconhas de escorpido sdo formadas por toxinas prejudiciais a varios
organismos, incluindo humanos. Varias técnicas foram desenvolvidas para entender
o papel das proteinas na pegonha de animais, incluindo abordagem proteémica.
Rhopalurusagamemnon (Koch, 1839) é o maior escorpido da familia Buthidae no
Cerrado brasileiro, medindo até 110 mm de comprimento total. O acidente com R.
agamemnon é doloroso e causa algumas reagdes sistémicas, mas a pegonha da

espécie permanece sem investigagao.

Exploramos a composicdo protéica da pegonha por abordagem protedmica,
transcriptdmica e atividade-especifica, identificando centenas de proteinas, incluindo
enzimas como a hialuronidase, metaloproteinase, L-aminoacido oxidase e amilase,
as duas ultimas sao relatadas pela primeira vez para peconhas de escorpido. Esses
relatos inéditos sdo importantes para demonstrar o quao distantes estamos de uma

compreensao total da diversidade das pegonhas em em composi¢ao e fungao.

Além disso, sabe-se que pegonhas escorpidnicas sdo compostas majoritariamente
de moduladores de canais ibnicos como soédio, potassio, calcio e cloreto. Os
moduladores iénicos sdao conhecidos pelo efeito neurotdxico da pegonha e pelo
efeito nociceptivo do envenenamento. No entanto os moduladores de canais iGnicos
tém mostrado potencial efeito antitumoral contra diversas linhagens de cancer de

prostata, mama e gliomas.

No presente trabalho foi isolada e caracterizada uma proteina de 7118 Da com
atividade sobre canais de sodio NaV 1.4 e 1.5 e atividade antitumoral especifica
para cancer de mama, com efeito sobre as linhagens MCF7 e MDA MB 231,

provocando apoptose como demonstrado por citometria de fluxo.

A toxina denominada Ra32 foi sequenciada por espectrometria de massa, sua
estrutura secundaria avaliada por dicroismo circular, além da predigao in silico. A
estrutura primaria da Ra32 é semelhante a 3-NaTx Css9 de Centruroidessuffusus,
que deslocam a voltagem de ativagdo para potenciais mais negativos, afetando
assim a ativacdo do canal de sodio e promovendo disparos espontaneos e

repetitivos.



Além da toxina nativa, a toxina recombinante foi expressa em E. coli com uma
modificagdo na regido C terminal, para comparagao dos efeitos. A toxina nativa se
mostrou mais potente contra as duas linhagens de cancer de mama testadas. A
toxina nativa parece induzir apoptose pelo bloqueio dos canais NaV 1.4 e 1.5,
contudo mais estudos precisam ser realizados para confirmar o mecanismo de agao

da toxina.

Esses dados destacam a diversidade unica das proteinas da pegonha do escorpiao
R. agamemnon, fornecem ideiassobre novos mecanismos de envenenamento e
ampliam o banco de dados de proteinas de peconhas escorpidnicas. Os nossos
dados podem ser importantes para compreender o mecanismo de acido de toxinas
moduladoras de canais ibnicos sobre células tumorais, além de aumentarem as
possibilidades de aplicagdo biotecnoldgica destas toxinas. A descoberta de novas
proteinas proporciona um novo cenario para o desenvolvimento de novas drogas e

sugere novos alvos moleculares para componentes da pegonha.



Abstract

Scorpion venoms are formed by toxins harmful to various organisms including
humans. Several techniques have been developed to understand the role of proteins
in animal venoms, including a proteomic approach. Rhopalurusagamemnon (Koch,
1839) is the largest scorpion of the Buthidae family living in Brazilian Cerrado,
measuring up to 110 mm in total length. The accident with R. agamemnon is painful
and causes some systemic reactions, but the venom of the species remains without

investigation.

We explored the protein composition of the venom using a proteomic, transcriptomic
and activity-specific approach, identifying hundreds of proteins, including enzymes
such as hyaluronidase, metalloproteinase, L-amino acid oxidase, and amylase, the
last two being reported for the first time for scorpion venoms. These
unprecedentedreports are important to demonstrate how far away we are from a

total understanding of the venoms’diversity in composition and function.

In addition, it is known that scorpion venoms are mainly composed of sodium,
potassium, calcium and chlorideion channel modulators. lonic modulators are known
for the venom's neurotoxic effect and the nociceptive effect of poisoning. However,
ion channel modulators have shown a potential antitumor effect against several

strains of prostate, breast and gliomas cancer cells.

In the present work, a 7118 Da protein with activity on hNaV 1.4 and 1.5 sodium
channels and specific anti-tumor activity for breast cancer towards MCF7 and MDA
MB 231 cell lines was isolated and characterized., causing apoptosis as

demonstrated by flow cytometry. .

The toxin called Ra32 was sequenced by mass spectrometry, its secondary structure
evaluated by circular dichroism, in addition to in silico prediction. The primary
structure of Ra32 is similar to Centruroidessuffusus -NaTx Css9, which shifts the
activation voltage to more negative potentials, thus affecting the activation of the

sodium channel and promoting spontaneous and repetitive firing.

In addition to the native toxin, the recombinant toxin displaying a C-terminal region
modification was expressed in E. coli to compare their activities. The native toxin

proved to be more potent against the two breast cancer strains tested. The native

VI



toxin appears to induce apoptosis by blocking the NaV 1.4 and 1.5 channels,
however further studies need to be carried out to confirm the toxin's mechanism of

action.

These data highlight the unique diversity of R. agamemnon venom proteins, provide
insights into new poisoning mechanisms, and expand the scorpion venom protein
database. Our data may be important to understand the mechanism of action of ion
channel modulating toxins on tumoral cells, in addition to increasing the possibilities
of biotechnological application of these toxins. The discovery of new proteins
provides a new scenario for the development of new drugs and suggests new

molecular targets for venom components.
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1-Introducao

1.1- Escorpiodes e potencial terapéutico da peconha

As peconhas de escorpides sdo formadas por diversos grupos de toxinas nocivas a
variosorganismos, inclusive aos seres humanos [1]. Um grupo importante sdo as
toxinas moduladoras de canais ibnicos que, em sua maioria, apresentam cadeias de
aminoacidos variaveis, e estruturas de a-hélice e folhas-3 antiparalelas estabilizados
por pontes dissulfeto[2].Essas toxinas agem principalmente em canais i6nicos de
membrana de células que controlam ofluxo de ions, principalmente Na*, K*, Cl- e

Ca?*, sendo as mais estudadas as toxinas para Na*e K*[2].

Todas as espécies de escorpides consideradas perigosas para o0 homempertencem
a familia Buthidae, a unica que tém distribuicdo geografica em todosos continentes
colonizados pela ordem Scorpiones. Estima-se que existam aproximadamente 1156
espécies na familia, entretanto, apenas seis géneros sao capazes deprovocar
acidentes graves ou fatais (Androctonus, Centruroides, Hottentotta, Leiurus,
Parabuthus e Tityus) [3].

As toxinas moduladoras de canais ibnicos escorpibnicasapresentam propriedades
farmacoldgicas heterogéneas, com algumas sendo mais ativas em mamiferos,
outras mais ativas em artropodes e outras que podem atuar sobre ambos[4]. Além
das neurotoxinas, pecgonhasescorpidnicas também apresentam uma ampla
diversidade de moléculas como mucopolissacarideos, Hialuronidases, fosfolipases,
Serotonina, inibidores de proteases e liberadores de histaminas, que exercem uma
acgao local como coadjuvantes no envenenamento, ajudando a aumentar a absorgao

e disseminagao da pegonha[5].
1.2 —-Enzimas presentes em peg¢onhas:

1.2.1 — Hialuronidase(E.C. 3.2.1.35)

Hialuronidases sdo enzimas que participam da degradagao de glicosaminoglicanos,
componentes fundamentais da derme[6], como o acido hialurénico e o sulfato de
condroitina. Sdo produzidas por bactérias e fungos,estdo presentes em nematoides

e sanguessugas, secrec¢des de bacteriéfagos e outros virus, tumores malignos,
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parasitas, crustaceos, lisossomas, espermas de mamiferos, venenos e pegonhas de

animais pertencentes a diversas familias[7].

As Hialuronidases participam de diversos processos bioldgicos, como fagocitose,
mitose, desenvolvimento e implantagdo de embrides, adesao, migragao, proliferagao

e diferenciacao celular[8].

Por estarem envolvidas em inumeros processos relativos a manutencido e
integridade da matriz extracelular, tem sido aplicada em diversas especialidades
médicas [9]. Estas hialuroglicosamidases sado usadas para acelerar a difuséo e
absorcdo de fluidos [10], promover a reducdo de edema [11], e aumentar a

eficiéncia de anestésicos[12]entre outras aplicagoes.

Estas enzimas nao sdo toxicas, mas potencializam indiretamente a toxicidade dos
venenos/peconhas[13]ao atuarem como “fator de espalhamento”, contribuindo para
o envenenamento local ou sistémico[14]por facilitar a difusdo das toxinas nos

tecidos e na circulagao das presas/vitimas[15].

A enzima contribui para a destruicdo tecidual local severa em decorréncia da
extensa degradacdo de acido hialurénico da matriz extracelular e pode causar
colapso sistémico da vitima ao degradar o acido hialurénicocirculante na corrente

sanguinea[16].

Portanto, a neutralizagao efetiva da atividade hialuronidasica de venenos/pegonhas
deve ter prioridade clinica apés envenenamentos para diminuicdo do dano tecidual,

e da difusdo de outras toxinas [13,15].

Embora esta enzima apresente importante papel no envenenamento local e

sistémico, ha poucos estudos publicados para Hialuronidases de peconhas.

1.2.2 — L-Amino acido Oxidase(E.C.1.4.3.2)

L-Amino acido oxidases (LAAOs) sdao amplamente distribuidas nas familias de
serpentesViperidae, Crotalidae e Elapidae[17]. Além das pegonhas de cobras,
diferentes LAAOs foram isoladas de animais marinhos, incluindo Achatinafulica,

Aplysiacalifornicae Aplysiapunctata, bem como de bactérias, fungos e plantas[18].

As LAAOs sao flavoenzimas que catalisam a deaminagdo oxidativa de L-
aminoacidos para formar a-cetoacidos correspondentes, perdoxido de hidrogénio e
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amodnia. Geralmente sdo glicoproteinas homodiméricas de ligagdo ao FAD com
massa molecular em torno de 110-150 kDa. Acredita-se que as LAAOs contribuam
para a toxicidade dapeg¢onha devido a produgao de peréxido de hidrogénio durante
a reacao de oxidagcao[19]. As LAAOs isoladas de peconhas de serpentes podem
apresentar atividade antimicrobiana[20], antiprotozoaria[21], antileishmania[22], ou
anticoagulante[23], podem induzir [24]ou inibir a agregacdo plaquetaria[25], s&o

citotoxicos e antiproliferativos em células tumorais[26—29].

1.2.3 — Proteases

As enzimas proteoliticas realizam hidrolise de ligagdes peptidicas e sdo conhecidas
como peptidases ou proteinases[30]. As proteases sao classificadas em quatro
grupos: serino-, metalo-, cisteino- e aspartil- proteases, as quais diferem entre si na

estrutura do sitio catalitico e no mecanismo de agao[31].

O entendimento das funcdes das proteases e das caracteristicas dos substratos é
essencial para desvendar mecanismos fisiolégicos e patoldgicos, nos quais estas
enzimas estdo envolvidas, o que pode sugerir que estas proteinas sejam alvos para

o desenvolvimento de novas terapias[32].

De igual maneira, os inibidores de protease também tém sido descritos como
possiveis agentes terapéuticos. Os inibidores de protease também tém sido
utilizados como instrumentos para o entendimento a nivel molecular de diversas
patologias, onde as proteases possuem atividade crucial[33]. Essas enzimas sao
consideradas importantes instrumentos da industria biotecnoldgica, devido a sua
utilidade como agentes bioquimicos ou na fabricacdo de produtos diversos[34],

aplicaveis a medicina, agricultura, nutricdo e a outras tecnologias [30].

As proteases exercem uma fungéo essencial em clivagem de proteinas, na cascata
de coagulagdo sanguinea, crescimento e migracdo celular, na histogénese,
morfogénese, desenvolvimento de processos inflamatérios, angiogénese, ativacao
de zimogénios, liberagdo de hormbnios, de peptideos farmacologicamente ativos de
proteinas precursoras bem como o transporte de proteinas através das membranas
[31].

Para as pegonhas de escorpides, baixas atividades proteasicas foram identificadas

e poucos trabalhos avaliam o potencial proteolitico em pegonhas escorpidnicas,
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possivelmente pela baixa relagdo com o envenenamento. As metaloproteases sao
as principais proteases encontradas na peconha de escorpido, sendo detectadas
tanto em transcriptomas quanto em screenings de atividade proteasica. Na peconha
de escorpido sdo possivelmente responsaveis poraumentar a complexidade da
peconha, aumentando o numero de peptideos ativos na sindrome do
envenenamento, semelhante ao que tem sido descrito para serpentes[35], onde

atual promovendo a hemorragia local e sistémica [36].
1.2.4 — a — Amilases(E.C. 3.2.1.1)

As a-amilases sdo uma classe de enzimas que catalisam a hidrélise do amido em
agucares, como a glicose e a maltose. As amilases sao divididas em trés
subclasses: a-B-y-amilase de acordo com o tipo de ligagao / ligagao que elas sao
capazes de clivar[37]. Alguns estudos sugerem que as enzimas presentes em
pegconhas sdo na verdade, enzimas digestivas derivadas ao longo da

evolugdo/especializagdo do aparato bucal de alguns animais [38].

Em escorpides amilases foram descritas em analises transcriptdbmicas: Tityus
serrulatus (Uniprot P85843), T. obscurus (UniprotAOA1E1WVLY), Hadrurus spadix
(Uniprot AOATW7RB82), para o qual também ja foi descrita a presenga de uma
Maltase no transcriptoma da glandula (Uniprot AOA1W7RA78).

Ainda nao se sabe a funcdo destas enzimas em pegonhas escorpidnicase nem
como enzimas presentes comumente encontradas em aparatos bucais podem ser

encontradas no télson destes animais,

1.2.5 — Fosfolipases A; (E.C. 3.1.1.4)

Fosfolipases A>sdo moléculas amplamente distribuidas em varios tipos celulares,
incluindo bactérias, fungos, plantas e animais. Sao atribuidas trés fungdes principais
as fosfolipases: como enzimas digestivas; manutencdo e remodelagcédo da
membrana; e regulacdo dos mecanismos celulares, como por exemplo, a criacdo de

lipideos bioativos[39].

De modo geral, as fosfolipases de peconha alteram processos farmacolégicos na
presa, como atividade neurotdxicapré- e poés-sinaptica, miotoxicidade, efeitos
coagulantes, inibicio da agregacdo plaquetaria, atividade hipotensiva,

convulsivante, e mesmo indug¢ao de edema[40].
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1.3 — Atividade citotéxica de pegonhas

1.3.1 — Antibacteriano e Antifungico

A resisténcia as drogas antibidticas representa um problema de saude publica a
nivel global. Os peptideos antimicrobianos (AMPs) séo distribuidos entre uma ampla
gama de espécies, incluindo insetos, plantas, seres humanos e até mesmo
organismos unicelulares [41]. Esses peptideos s&do potentes agentes
antimicrobianos contra bactérias, fungos, virus e parasitas. Sua atividade de amplo
espectro e baixo potencial para induzir resisténcia, torna estes peptideos potenciais

agentes terapéuticos[42].

A peconha de escorpido contém uma diversidade de peptideos bioativos que
representam um recurso promissor para o design de novas drogas de uso
terapéutico[43]. Além disso, varios AMPs foram encontrados em peconhas de
escorpiao, incluindo Hadrurina[44], Escorpina[45], Opistoporinas,
Parabutoporina[46], ISCTs[47], Mucroporina[48], e StCT1 [49].

1.3.2 - Antitumoral

O cancer é um grande problema de saude publica no mundo. De fato, a luta para
encontrar uma terapéutica eficaz para curar o cancer € um dos maiores desafios da
humanidade. Essa incidéncia crescente indica a ineficacia dos métodos de
tratamento atualmente disponiveis, como quimioterapia, cirurgia e radioterapia[50].
No entanto, esses tratamentos levam a efeitos adversos graves [51]. Essas
desvantagens sao estimulos para encontrar novos medicamentos para o tratamento
do cancer a partir de fontes variadas. Assim, outras fontes naturais, como o animal,
sao fontes alternativas para encontrar novos agentes antitumorais. Entre os animais,
alguns artropodes peconhentos, como abelhas, vespas, escorpides, formigas e
aranhas, produzem moléculas farmacologicamente ativas e sdo usadas para fins
medicinais[52]. Os toxinologistas, em geral, estdo considerando a peconha de
escorpiao como uma potente fonte natural para o tratamento do cancer, pois contém
muitos compostos bioativos, como peptideos, aminas livres, nucleotideos, lipidios e

moléculas de interesse biotecnoldgico[53].

1.4 — Andlises“Omicas” de pe¢onhas escorpidnicas
O proteoma pode ser definido como o conjunto de todas as proteinas expressas em

um tecido, célula ou sistema biolégico em dado momento celular, ou como o perfil
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das proteinas celulares expressas pelo genoma de um organismo em condigdes

fisiologicas especificas[54].

A abordagem proteémica das pecgonhas escorpidnicas busca, portanto, uma
caracterizagdo mais abrangente, quantitativa e qualitativa das proteinas

responsaveis pelo envenenamento.

A transcriptbmicatambém tem se mostrado muito dtil para identificacdo e
caracterizagdo de proteinas presentes em glandulas de peconha, e requer apenas
uma pequena quantidade de tecido. As abordagens transcriptbmicas sé&o
relativamente imparciais, pois capturam quase toda a diversidade presente na
glandula de pegonha no momento da coleta do tecido, ao contrario da protedmica,
onde a supressao de ions pode confundir significativamente a ionizagao do analito e
a deteccdo de certos tipos de instrumentagdo. No entanto, usar apenas a
transcriptdmica é insuficiente isso porque, dos milhares de transcritos gerados, boa
parte deles ndo codificam para a pegonha, mas sim para as proteinas estruturais da
célula. Além disso, a transcriptdmica ndo é capaz de predizer a forma madura das
proteinas, com modificagbes pds-traducionais, e clivagens proteicas [55]. Por isso
uma abordagem que combine protebmica e transcriptbmica parece ser a mais

recomendada para a caracterizacao de peconhas animais.

Os componentes protéicos mais abundantes em peconhas escorpibnicas sem

duvida sao os moduladores de canais idbnicos.

As toxinas que atuam em canais de sodio (NaTx) sdo, em geral, polipeptideos de
61-76 residuos de aminoacidos, fortemente ligados por quatro pontes dissulfeto[1] e
atualmente sdo classificados em duas categorias, com base em seus efeitos
fisiolégicos no canal e suas propriedades de ligacao: alfa —toxinas (a-NaTxs), que se
ligam ao sitio 3 na superficie extracelular do canal e inibem o processo de
inativacao rapida[56];e beta-sddio toxinas (B-NaTxs), que se ligam ao sitio 4 do
canal e deslocam o limiar da ativagado do canal para potenciais de membrana mais

negativos[57].

Peconhas de escorpidao tém se mostrado uma fonte interessante de toxinas que

atuam de maneira especifica em canais de potassio (KTx). Com base nas
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sequéncias primarias de aminoacidos e nos residuos de cisteinas conservados, as

KTx foram classificadas em quatro familias a-, B-, y- € k-KTx[58].

Varias toxinas de escorpides especificas para canais Ca?* foram isoladas como, por
exemplo, as Imperiotoxinas (IpTxA e IpTxi) do escorpido Pandinusimperator{59]e
Maurocalcina (Mca) do escorpido Scorpiomauruspalmatus[60], que ativam o
receptor de Rianodina (Ryr), um canal de liberacdo de calcio intracelular.
Caracterizam-se por serem toxinas heterogéneas, sendo observadas diferengas de

sequéncia de aminoacidos, quantidade de pontes dissulfeto, tamanho e estrutura.

As toxinas escorpibnicas que atuam em canais de CI-, sdo polipeptideos de baixa
massa molecular, compostos por 34-38 aminoacidos e quatro pontes dissulfeto. As
toxinas de escorpides que agem em canais de ions CI- ja isoladas sao: Clorotoxina
de Leiurus quinquestriatus quinquestriatus [61], Clorotoxina-like de Androctonus
australis [62]e Clorotoxina-like Bs14 de Hottentotta tamulus sindicus [63]. As demais

toxinas para canais de cloreto descritas na literatura sao putativas.

Além das neurotoxinas, outra classe de moléculas que desempenha um importante
papel no envenenamento sdo as enzimas, que recentemente tem sido descritas por
duas abordagens principais: 1) caracterizagdo da atividade enzimatica na peconha
bruta e em seguida isolamento de enzimas de interesse[7]; 2) abordagens

transcriptbmicas e protedmicas da pegonha[64].

Recentemente abordagens protedbmicas tém sido largamente usadas para
caracterizacdo da pecgonha de diversos escorpides. Até o momento, perfis
protedmicos de 22 espécies foram descritas: 8 espécies do género Tityus; 2
espécies do género Leiurus; 2 no género Centruroides; 1 espécies nos géneros
Opisthacanthus, Urodacus, Scorpio, Mesobuthus, Androctonus, Rhopalurus,

Megacormus, Hadrurus, Paravaejovis e Serradigitus.

Em relacdo a abordagens transcriptdmicas, ainda mais espécies tém sido
exploradas, ao todo 37 espécies foram descritas: 1 espécies nos géneros
Androctonus, Isometrus, Lychas, Odontobuthus, Parabuthus, Megacormus,
Hadogenes, Hemiscorpius, Opistacanthus, Pandinus, Scorpio, Urodacus,

Superstitionia, Paravaejovis, Serradigitus; 2 espécies nos géneros Hottenttota,
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Mesobuthus, Hadrurus, Scorpiops, Heterometrus, Thorelius; 3 espécies nos géneros

Tityus ,Vaejovis; e 4 espécies no género Centruroides.

1.5-Rhopalurus agamemnon

Rhopalurus agamemnon (Koch, 1839) € o maior escorpido da familia Buthidae no
Cerrado brasileiro, medindo até 110 mm de comprimento total. Apresenta coloragao
marrom-amarelada, com patas amareladas e segmentos terminais do metasoma,
quase pretos. A espécie ocorre em areas de cerrado nos Estados de Goias, Bahia,

Piaui, Pernambuco e Tocantins [65].

Relatos de acidentes causados por Rhopalurus agamemnon sao extremamente
escassos. Os unicos relatos, supostamente causados pela espécie, descrevem
brevemente dois acidentes na regido de Teresina, Piaui. Os casos relatados
referem-se a uma mulher de 54 anos e um homem de 18 anos. A paciente
apresentava intensa dor local, agitagdo, sialorréia, taquicardia, visdo embacada,
lacrimejamento, espasmos musculares e hipotensao arterial. O segundo caso
apresentava dor local intensa, sialorréia, sonoléncia e dor irradiada no ombro
direito[66].

Figura 1 - Exemplar de Rhopalurus agamemnon (C.L. Koch, 1839)[67]. Foto tirada por Osmindo
Rodrigues Pires Junior.

A respeito da peconha de R. agamemnon, apenas se tem uma tese de doutorado
Largura, S.W. (2003), descrevendo a atividade da pegonha bruta sobre nervo ciatico
de Lithobatescatesbeianuspela técnica de sucrose-gap, sugerindo atividade sobre
canais de sédio [68]. Nao se tem registros de outros trabalhos explorando o
potencial da pegonha de R. agamemnon.
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Para melhor compreensao dos resultados a tese foi dividida em trés capitulos

Capitulo 1 - Avaliacao da atividade enzimatica e citotoxica da pegonha de

Rhopalurus agamemnon.

Capitulo 2- Analise proteémica e transcriptomica da peconha bruta de

Rhopalurus agamemnon.

Capitulo 3 - Caracterizagdo da proteina Ra32 isolada da peconha de

Rhopalurus agamemnon com atividade contra adenocarcinoma mamario.
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Capitulo 1 - Avaliacao da atividade enzimatica e citotoxica da pegonha de

Rhopalurus agamemnon.

1- Introducao
Peconhas escorpiénicas sdo misturas de varios componentes biologicamente ativos:
enzimas, peptideos, nucleotideos e outras substancias desconhecidas[2], sendo as

enzimas as mais abundantes[69][64].

As atividades biologicas das enzimas em pegonhas de escorpido incluem
protedlise, fosfolipase A2 (PLA2), hialuronidases, fosfatases e acetilcolinesterases
[70]. Estas enzimas contribuem para varias alteragbes patoldgicas na pele, células
sanguineas, sistema nervoso central e cardiovascular [71]. Particularmente, as
hialuronidases geralmente tém um efeito indireto no aumento da absorcéo de
peptideos ativos e permitem que componentes toxicos se espalhem rapidamente e

induzam reacodes sistémicas[72].

Alem das hialuronidases, as proteases sao importantes na sindrome do
envenenamento. Podem clivar proteinas em locais especificos com base na
sequéncia de aminoacidos, proximo aos residuos de aminoacidos localizados no
terminal N ou C, ou aleatoriamente. As proteases sao classificadas em quatro
grupos, de acordo com o aminoacido chave (serina, cisteina ou acido aspartico) no
sitio catalitico ou de acordo com a necessidade de um ion metalico para realizar sua
funcdo. Essas enzimas sao importantes para o metabolismo celular; por exemplo,
eles participam do processo pos-tradugao de remogao de peptideos e pro-peptideos
de sinal. As proteases também podem atuar como toxinas, que sao bem
caracterizadas em venenos de aranhas e cobras[71]. Dentre as proteases descritas
para animais peg¢onhentos, as metaloproteases sao as mais comuns. Essas
proteases precisam de um ion bivalente como cofator para ter atividade

proteolitica[73].
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2 - Objetivos

» Identificar as atividades enzimaticas de Hialuronidase, Protease, Fosfolipase,
L-aminoacido oxidase, Amilase, e inibidora de protease na peg¢onha bruta de
Rhopalurus agamemnon.

+ Determinar a citotoxicidade da pegonha de Rhopalurus agamemnon sobre
bactérias, fungos, células eucaridticas tumorais e ndo tumorais e eritrécitos
murinos.

* Avaliar a diversidade de compostos presentes na peconha de Rhopalurus
agamemnon utilizando espectrometria de massa.

3 - Materiais e métodos:

3.1 - Coleta e extragao da pegonha

Os animais da espécie Rhopalurus agamemnon foram coletados na Fazenda Nossa
Senhora Aparecida, no municipio de Monte Alegre de Goias — GO. (Licenga do
SISBIO n® 51771) A coleta dos escorpides foi feita no periodo diurno por procura
ativa sob os cupinzeiros. A extracao da peconha foi feita por meio de estimulo
elétrico (de 50 a 100 V, 300 Hz) préximo ao télson, coletada em tubos de polietileno,
solubilizada em 1 mL de agua deionizada. Em seguida, a pegonha bruta foi seca em
sistema de Speedvac (ThermoSavant —SPD 2010) e mantida refrigerada (-20°C).
(Cadastro SisGen n°”A826A3A - Anexo ).

Os animais foram mantidos em caixas plasticas no biotério do Instituto de Ciéncias

Bioldgicas da UnB e alimentados periodicamente com baratas.
3.2- Atividades inibitorias de proteases

3.2.1 - Inibicao de Tripsina:

A analise da inibicao de tripsina foi realizada segundo o método de Erlanger et.al.,
[74]com modificagdes, e obtida por meio de leitor de placas Multiskan FC (Thermo
Fisher Scientific, Inc., Massachusetts, EUA) com leitura feita pelo softwareSkanlt for
multiskan FC 2.5.1 (Thermo Fisher Scientific, Inc., Massachusetts, EUA). O
substrato utilizado foi o BAPNA - Benzoil-DL-arginil-p-nitroanilida (Sigma-Aldrich) na
concentragao final de 0,43 mg/mL. Inicialmente o substrato € diluido em 500 pl de
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DMSO e o volume final necessario completado com a adi¢ao de tampao Tris-HCI
(50 mM) + CaCl, (20 mM), pH 8,2. Para os calculos de concentracdo da enzima
(Tripsina) foi utilizado um espectrofotometro do modelo Shimadzu 1800 UV
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japéo). O preparo da enzima foi feito dissolvendo-se
uma quantidade minima de enzima em 1 mL de HCI (1mM), que foi diluida
consecutivamente em tampao Tris-HCI até atingir a concentragao final de 0,064
mg/mL medida espectrofotdbmetro (A= 280 nm) utilizando o calculo de extingdo molar
Concentragédo (mg/mL) = (A 280 x 10) / 15,9, onde 15,9 é a A'* 280 da tripsina.

3.2.2 - Inibicao de Quimotripsina:

A analise da inibicdo de quimotripsina foi realizada segundo o método de Erlanger
[74] com modificagbes, e obtida por meio de leitor de placas Multiskan FC (Thermo
Fisher Scientific, Inc., Massachusetts, EUA) e a leitura foi feita pelo software Skanlt
for Multiskan FC 2.5.1 (Thermo Fisher Scientific, Inc., Massachusetts, EUA). O
substrato GPNA - N-glutaryl-L-phenylalanine p-nitroanilide (Sigma-Aldrich) em uma
concentragao final de 0,80 mg/mL. Inicialmente o substrato é diluido em 500 pl de
DMSO e o volume final necessario completado com a adi¢ao de tampao Tris-HCI
(50 mM) + CaCl, (20 mM), pH 7,6. Para os célculos de concentracdo da enzima foi
utilizado um espectrofotdbmetro do modelo Shimadzu 1800 UV (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japao). O preparo da enzima foi feito dissolvendo-se uma
quantidade minima de enzima em 1 mL de HCI (1 mM), que foi diluida
consecutivamente em tampao Tris-HCI até atingir a concentragdo final de 0,63
mg/mL medida espectrofotdbmetro (A= 280 nm) utilizando o calculo de extingdo molar
Concentragdo (mg/mL) = (A 280 x 10) / 20,4, onde 20,4 é a A'™ 280 da

quimotripsina.

3.2.3. — Inibigao de Elastase

A analise da inibicdo de elastase foi obtido por meio de leitor de placas Multiskan FC
(Thermo Fisher Scientific, Inc., Massachusetts, EUA) e a leitura foi feita pelo
software Skanlt for Multiskan FC 2.5.1 (Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Massachusetts, EUA). O substrato SAAVpNA - n-succinyl-ala-ala- val-p-nitroanilide
(Sigma-Aldrich) foi utilizado em uma concentragao final de 0,72 mg/mL segundo
recomendagdes do fabricante. Inicialmente o substrato é diluido em 500 pL de
DMSO e em seguida o volume necessario € completado com tampéao Tris-HCI (50
mM) pH 8,5. O preparo da enzima foi feito dissolvendo-se 0,4 mg/mL de elastase
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Porcina em agua destilada. A atividade residual € medida a 405 nm apos 15 minutos

de reacéo.
3.3 - Atividades enzimaticas

3.3.1 — Atividade fosfolipasica - Turbidimetria

Para a avaliacdo da atividade fosfolipasica, utilizou-se como substrato a
fosfatidilcolina 3 mM (Sigma Aldrich) em tampao Tris-HCL 100 mM a pH 8,0. Para
solubilizar o substrato utilizou-se 1,0 mL de cloroférmio que foi seco utilizando-se
jato de ar comprimido. A fosfatidilcolina ja seca foi dissolvida em tampé&o, formando

uma emulsio.

A secrecgao bruta de R. agamemnon foi reconstituida em 10 ul de Tris-HCI 100mM

junto a 10 yl de CaCl2 10 mM e, posteriormente, incubadas a 37°C por 20 minutos.

Para o preparo do ensaio, pipetou-se 150 ul da emulsado e 20 uyl da amostra a 37°C.
Apds 60 minutos, a leitura foi realizada a 405 nm (Multiskan FC - Thermo Fisher
Scientific, Inc., Massachusetts, EUA). Para o controle negativo foi utilizado 150 ul de
emulsado, 10 pl de CaClz e 10 pl de Tris-HCI; e para o controle positivo, 150 yl de
emulsdo, 10 yl de CaCl, e 10 ul pegconha bruta de Bothrops moojeni em tampao

Tris-HCL, na concentragao de 10 mg/mL.

3.3.2- Atividade proteasica em Zimograma (Caseina, gelatina).

A atividade proteolitica em gel foi realizada em SDS-PAGE 12% contendo solugéo
de gelatina 1% como substrato. As amostras em estudo, diluidas em tampéo [75],
em condi¢gdes nao redutoras, foram submetidas a eletroforese (15 mA) a 4°C. Apds
a migracgao eletroforética, os géis foram incubados 2 vezes em Triton X-100 2,5%
por 20 minutos cada e em seguida incubados a 37 °C em tampéao Tris-HCI 50 mM,
200 mM de NaCl, 5 mM de CaCl. e 5 mM de MgCl. pH 7.4 para a zimografia com
substrato protéico e Tris-HCI 50 mM, 150mM de NaCl e 0,5 mM de CaCl; pH 7.4
para zimografia com glicosaminoglicanos. Os géis foram corados pelo Azul de
Coomassie. As zonas claras que se sobressaem no gel contra um fundo corado

demonstram a presenca de atividade proteolitica na amostra.

3.3.3 Atividade Hialuronidasica
A atividade hialuronidasica em gel foi realizada em SDS-PAGE 12% (p/v) contendo

solugao de acido hialurénico (0,5 mg/mL) como substrato. A peconha bruta diluidas
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em tampao [75], em condigdes nao redutoras, foi submetida a eletroforese (15 mA)
a 4 °C. Apos a migracéao eletroforética, o gel foi incubados 2 vezes em Triton X-100
2,5% por 20 minutos cada e em seguida incubado a 37 °C em tampéao Tris-HCI 50
mM, 150 mM de NaCl e 0,5 mM de CaCl. pH 7.4 para zimografia. O gel foi corado
pelo Azul de Coomassie. As zonas claras que se sobressaem no gel contra um

fundo corado demonstram a presenca de atividade hialuronidasica na amostra.

3.3.4 - Atividade L-amino oxidase (LAAO)
A avaliagdo da atividade LAAO foi mensurada utilizando Prussian blue como

revelador, de acordo com Yu et.al. [76] com adaptacdes para meio liquido.

O método consiste em avaliar a formacdo de H202 apdés a atividade LAAO. O
Prussian blue é preparado segundo os seguintes passos: 1- prepara-se 1g/L de
FeCls.6H20 (solugao A), 2- prepara-se 1g/L de Ks[Fe!'(CN)s] (solugdo B). Misturam-

se as solugdes A e B na hora do uso.

Como substrato utilizou-se L-Histidina, L-Fenilalanina, L-cisteina, L-triptofanooul-
leucina 30 uM (em agua); e como padrdo LAAO purificada de Bothrops atrox —
sigma - (40 mg/mL em Tris-HCI 20 mM pH 7,0).

A reacao se da pela adigdo de 10uL da pegonha bruta de R. agamemnon, ou de
LAAO purificada, em 90 uL de L-leucina e incubado a 37 °C por 30 min. Apds esse
periodo foi adicionado 400 puL de Prussian blue para avaliar a presenga de H2Oo.
Apds 5 min foi medida a absorbancia a 620 nm (Leitor de placas Multiskan FC -
Thermo Fisher Scientific, Inc., Massachusetts, EUA). Quanto mais préoximo ao azul,
maior a presenca de H-O2 no meio, enquanto que reagbes mais esverdeadas

contém menos H202 no meio.

3.3.5- Atividade Amilolitica
A determinacgao da atividade amilolitica foi realizada segundo Miller, 1959 [77] com

adaptacgdes.

A solugcdo de para da é previamente preparada com DNS (acidodinitrosalicilico)
dissolvendo 1g em 20 mL de NaOH 2N, entao foi misturado com tartarato de sédio
potassio (30g); aquecido em placa quente sob agitagdo (50-70°C) e o volume
completado para 100mL com agua destilada.
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Para a atividade amilolitica em solug&o foi utilizado Amido soluvel (1% p/v) em
tampao fosfato de sédio com NaCl 6,7mM, pH 6,9.A reacao € formada pela mistura
da solugdo de amido 50uL e saliva 50 pyL. A mistura é incubada a 25 "C por 3
minutos, e entdo a reagao é parada com DNS e a solugao é fervida por 5 minutos.
Apos arrefecimento, a mistura é lida em espectrofotometro a 540 nm (Leitor de
placas Multiskan FC - Thermo Fisher Scientific, Inc., Massachusetts, EUA). Como
controle de atividade enzimatica foi utilizada saliva humana; e maltose foi utilizada

como solugédo padréo (2 mg/mL)
Para determinacao de unidades de atividade enzimatica é feito o calculo abaixo:

B OD(teste)x | |maltose (uM)x DE
a= OD(maltose)x t

Onde: Ea = atividade enzimatica, OD = densidade ética, [ ] = concentragdo, DE=

diluicao da enzima e t = tempo de incubacao;

3.3.6- Atividade Amilolitica em zimografia

O zimograma da atividade amilolitica foi realizada de acordo com Upadhyay, 2005
[78]. O gel de separacéo foi feito com 8% de acrilamida e a concentragdo de amido
foi de 0,2 mg/mL. A voltagem aplicada foi de 150 V a 4 °C (marcador molecular
Precision Plus ProteinTM Dual color - BioRad). Apds a migracao eletroforética, o gel
foi lavado duas vezes com uma solugao de Triton X-100 a 2% por 30 min, lavado
com Tris-HCI 50 mM, pH 5,5 por 5 min, e incubado em Tris-HCI 50 mM, CaCl, 6
mM, NaCl 0,4 mM, NaN3 3 mM, pH 5,5 durante 24 h. O gel foi corado com solug¢ao
de Lugol por 24h (iodo 8 mM e iodeto de potassio 602 mM em agua) a temperatura

ambiente.
3.4- Citotoxicidade

3.4.1 — Antibacteriano

A avaliagdo da atividade antimicrobiana foi feita em meio liquido. Para isso os
microorganismos testados sao cultivados em meio Mueller-Hinton por 24h a 37 °C.
Apos este periodo, os microorganismos sao monitorados quanto a densidade 6ptica,
que deve ser 1 a 595 nm [79] (Multiskan FC - Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Massachusetts, EUA).
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Ao constatarmos a fase de crescimento exponencial, os microorganismos sao
diluidos na proporgao 1:50, para Gram-negativos e 1:100 para Gram-positivos até
atingir a concentrgéo de 5x10° células por mL. Incubou-se a solugéo de células com
a amostra de interesse na proporgao 1:1 (v/v) em uma placa de 96 pogos durante
24h a 37 °C.

As bactérias utilizadas Gram-negativa Escherichia coli (ATCC 25922) e as Gram-
positiva Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Como controle de crescimento
usou-se o meio Mueller-Hinton e como controle de inibicdo Ofloxacino 400 mg/mL.

Todos os testes foram realizados em triplicata.

3.4.2- Antifungico

Para avaliacdo da atividade antifungica, utilizou-se Candida albicans (ATCC 14053).
Culturas destes fungosforamfeitas em meio liquido estéril BHI (Brain-Heart infusion).
Apos incubacao overnight a 37 °C, uma aliquota desta cultura foi transferida para 10
mL de meio fresco e incubada a 37 °C sob agitagdo constante, até densidade 6tica
de 1,0 a 595 nm (Multiskan FC - Thermo Fisher Scientific, Inc., Massachusetts,
EUA).

As fragdes foram solubilizadas em agua estéril em concentragdes que variam de 3 a
300 pg. O volume final foi de 200 pl, sendo 100 pl da solugdo da fragdo a ser
testada e outros 100 pyl da suspensao de fungo. Os controles positivos foram feitos
em triplicata e foi constituido de 100 ul da suspensao de fungo e 100 uyl do meio
BHI. O controle negativo, também em triplicata, foi constituido de 100 pl de
formaldeido 0,4% e 100 pl de suspenséo de fungo. A leitura da absorbancia foi feita

a 595 nm apods 24h de incubacéao a 37 °C.

3.4.3- Viabilidade Celular

Foram utilizadas células de adenocarcinoma mamario (MCF7), fibroblastos murinos
(NIH 3T3) e melanoma murino (B16F10). As células foram mantidas em garrafas de
cultivo de 75 cm?, contendo meio Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM)com
antibidtico 1% v/v (estreptomicina e penicilina) enriquecido com 10% v/v de soro
fetal bovino (SFB). As garrafas foram incubadas em estufa a 37 °C com atmosfera
de 5% de CO.. A adesdo e o crescimento celular foram acompanhados pela
observacdo em microscoépio invertido. Apds evidenciar a adesao e crescimento

celular sem contaminacéo, realizou-se a contagem das células em camara de

34



Neubauer. A contagem permitia a obtencdo de suspensbes de células
naconcentracdo de 8x10% células/mL de DMEM, para a execugdo do ensaio de

viabilidade celular.

A viabilidade celular foi avaliada por meio do método MTT, que se baseia na medida
da atividade da enzima desidrogenase mitocondrial, a qual quando ativa, é capaz de
metabolizar o reagente (MTT) em um composto colorido denominado azul de
formazan. Para isso 100 ul de células foram depositadas em placas de 96 pocos.
Apods 24h de incubacdo, o meio de cultura foi removido e o meio fresco contendo as
fracdes diluidas foi adicionado. Os controles positivos foram feitos em triplicata, nos
quais as células receberam meio novo sem adicdo de amostras. Os controles
negativos, também em triplicata, as células ndo receberam um novo meio. As
microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C, com 5% de CO2 por 24h. Apds
esse periodo, o meio foi desprezado e acrescentou-se 150 pl de uma solugao de
meio e MTT 5 mg/mL. As microplacas foram incubadas por 3h a 37 °C para
incorporacao do MTT e formacgao dos cristais de formazan. Posteriormente, esses
foram solubilizados pela adicao de 100 pyl de DMSO. A analise espectrofotométrica
foi realizada em um leitor de placas a 590nm (Multiskan FC - Thermo Fisher
Scientific, Inc., Massachusetts, EUA). A viabilidade celular foi determinada pela

média da triplicata decada fragao testada.

3.4.4 — Atividade Hemolitica

Para mensurar a taxa de hemdlise foi utilizado o protocolo modificado de Onuma
etal. (1999). Uma suspensdo de eritrocitos murinos cedidos pelo biotério da
Universidade de Brasilia foi preparada em tampao salino (NaCl 150 mM, Tris-HCI 10

mM, e CaCl2 10 mM pH 7,4) no momentodo uso.

As hemacias foram separadas do plasma por sedimentacdo e lavadas trés vezes
com tampao salino. Apds a lavagem foi preparada uma solugao de 2% de heméacias
em tampao, e 150 uL desta solucédo foi incubada com 150 yL da amostra a ser

testada.

Todas as amostras foram dissolvidas em tampao e testadas em triplicata. A leitura
foi feita a 405 nm em leitora de placa (Multiskan FC, ThermoScientific, USA) e como
controles foram utilizados Triton X-100 1% como controle de hemdlise, e tampao

salino como auséncia de hemdlise.
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3.5 - Eletroforese em gel de poliacrilamida - SDS PAGE

A separacdo dos componentes proteicos presentes na secrecao bruta foi realizada
por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo duodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE), sob condi¢des redutoras[75]. O gel de poliacrilamida 15% separador
foi preparado em tampao Tris pH 8,8 na presenga de SDS. As amostras foram
preparadas na concentragcdo de 10 yg em tampao de amostra (Tris-HCI 0,5 M pH
6,8, glicerol, SDS 10% e azul de bromofenol 0,5%). O gel foi submetido a
eletroforese em sistema mini-gel a 4 °C, sob voltagem de 180 V e corrente de 40
mA. Ao final da corrida, o gel foi lavado 3 vezes (20 min. cada) com Triton-X 100

2,5% e em seguida com agua destilada para coloragdo com nitrato de prata

Baseado no método descrito por Blum et al, 1987 [80], os géis foram deixados em
solugao fixadora (metanol 50%, acido acético glacial 12% e formaldeido 0,05%), sob
leve agitacado durante duas horas. Logo depois, lavados trés vezes em solugao de
etanol 50% durante 20 minutos cada lavagem. Em seguida, pré-tratados durante 1
minuto com solugéo de tiossulfato de sédio 0,01%, e lavados trés vezes com agua
destilada por 20 segundos. Apds pré-tratamento, o gel foi transferido para a solugao
corante (nitrato de prata 0,2% e formaldeido 0,075%). Apdés 20 minutos foram
lavados trés vezes com agua destilada durante 20 segundos, e colocados na
solugéo reveladora (carbonato de sodio 6%, formaldeido 0,05% e tiossulfato de
sédio 0,01%), até a visualizagdo das bandas de proteina. A revelacéo foi
interrompida pela adi¢ado da solugdo de parada (metanol 50% e acido acético glacial
12%).

4- Resultados:

4.1 - Atividade enzimatica
Os ensaios para atividades como inibidor de tripsina, quimotripsina e elastase,
atividade fosfolipasica, atividade gelatinolitica e proteasica, nao tem atividade para

as condicbes testadas como apresentados nas figuras 2 a 4 abaixo.
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Figura 2 - Inibidor de protease. Preto - Atividade inibitéria de tripsina da peconha de R. agamemnon
sobre BApNA. O tampao de ensaio usado foi Tris-HCI com CaCl: pH 8,2 a 25°C por 30 minutos. O
controle positivo contém enzima e substrato, e o controle negativo contém somente substrato. Cinza
claro - Atividade inibitoria de quimotripsina da pegconha de R. agamemnon sobre GApNA. O tampao de
ensaio usado foi Tris-HCI, pH 7,6 a 37 °C por 30 minutos. O controle positivo contém enzima e substrato,
e o controle negativo contém somente substrato. Cinza escuro - Atividade inibitéria de Elastase Porcina
da pegconha de R. agamemnon sobre SAAVpNA. O tampao usado foi Tris-HCI pH 8,5 a 25° C por 30
minutos. O controle positivo contem enzima e substrato, e o controle negativo contem somente
substrato. Todas as reagGes foram lidas em espectrofotometro a 405nm.
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Figura 3 - Atividade fosfolipasica. Atividade fosfolipasica da pegonha de R. agamemnon sobre
fosfatidilcolina (Sigma Aldrich). O tampao de ensaio usado foi Tris-HCI pH 8,0 a 25 °C por 15 minutos. O
controle positivo contém pegonha de Bothrops moojeni e substrato, e o controle negativo contém
somente substrato. A reacao foi lida em espectrofotometro a 405nm. # - é a diferenga significativa entre a
peconha de R. agamemnon e o controle negativo (p<0.05)
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Figura 4 - Zimograma de atividade gelatinogenolitica em SDS- PAGE 12 % da peconha de bruta de R.
agamemnon.Trip: controle com tripsina. RA: 10ug da pe¢conha bruta de R. agamemnon nao reduzida. O
gel foi corado com Comassie blue G250.

A atividade caseinolitica em zimografia, SDS-PAGE 12% copolimerizado com
caseina 0,5% (p/v), incubado em pH 8,0, revelou uma pequena banda em torno de

23 kDa para a pegonha nao reduzida, como mostrado na figura 4 abaixo:
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Figura 5-Zimogramade caseina em SDS-PAGE 12 % da peg¢onha bruta de R.agamemnon. MM: molecular.
RA: 10ug da peconha bruta de R. agamemnon nao reduzida. O gel foi corado com Comassie blue G250.
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4.1.1 - Atividade hialuronidasica

A atividade hialuronidasica foi avaliada por meio de zimografia. A aplicagédo de 10ug
de peconha bruta de R. agamemnon em gel SDS-PAGE 12% copolimerizado com
0,1% (p/v) de acido hialurénico, incubado em pH 8,0, revelou uma banda com
atividade hialuronidasica, por volta de 45kDa para a amostra ndo reduzida, como

mostrado na figura 5 abaixo:
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Figura 6 - Zimograma de hialuronidase da pegonha de bruta de Rhopalurusagamemnon. MM: marcador
molecular. RA: 10 ug da pegconha bruta de R. agamemnon nao reduzida. O gel foi corado com Comassie
blue G250.

4.1.2 - Atividade L-Amino Oxidase (LAAO):

A atividade L-amino oxidase foi avaliada utilizando como substrato o aminoacido L-
leucina 30 pyM. A figura 3 a seguir apresenta a atividade LAAO segundo o método
de Prussian blue, comparando a quantidade de oxigénio liberado pela reagao entre
o0 substrato e as peconhas brutas de Bothropsmoojeni, Crotalussp, e R.
agamemnon. Como controle positivo de LAAO foi utilizado uma L-amino oxidase
purificada de Bothropsatrox (Sigma Aldrich), e como controle negativo, o tampao de
ensaio Tris-HCI pH 7,0.

A figura 7 ainda demonstra que a peconha bruta de B. moojeni e a LAAO comercial

produzem praticamente a mesma quantidade de perdxido de oxigénio; muito
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semelhante ao que é demonstrado também para a peconha bruta de R.
agamemnon. Em contrapartida, a peconha de Crotalusdurissus, apresentou baixa

atividade amino oxidasica quando comparado aos controles.

Todas as pegonhas, bem como a LAAO comercial, foram utilizadas em uma

concentragéo de 4mg/mL.
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Figura 7 - Atividade LAAO. A - Atividade de diferentes pegonhas para L-Leucina. B - Atividade das
pecgonhas brutas de Rhopalurusagamemnon e Bothropsmoojeni para diferentes L-aminoacidos. Tris-HCI
controle negativo de atividade LAAO.Bm: peg¢onha bruta de Bothropsmoojeni 4 mg/mL. LAAO: L-amino
oxidase comercial, purificada a partir da pegonha bruta de Bothropsatrox, 4 mg/mL (Sigma Aldrich). Cd:
peconha bruta de Crotalusdurissus 4mg/mL. Ra: pe¢gonha bruta de Rhopalurusagamemnon 4 mg/mL. ## -
é a diferenca significativa entre a pegonha de R. agamemnon e as pegonhas de C. durissus e B. atrox —
LAAO comercial (p<0.05).

4.1.3 - Atividade amilolitica

A atividade amilolitica foi avaliada utilizando o acido dinitrosalicilico e também por
zimografia utilizando amido de milho como substrato. A figura 8A a seguir apresenta
a quantidade de produto formado apds trés minutos de atividade enzimatica. Como
controles foram usados saliva humana (para atividade amilase positiva) e o proprio
tampéao de ensaio (amilase negativo). A figura 8B apresenta a atividade amilolitica

em gel da peconha de R. agamemnon com uma unica banda em torno de 50kDa.

A peconha bruta de R. agamemnon utilizando o acido dinitrosalicilico apresentou
atividade amilolitica quase 50% maior que a saliva testada. Os resultados sao

apresentados em unidades de atividade enzimatica.
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Figura 8. A - Atividade amilolitica. da pegonha bruta de R. agamemnon. Tampao fosfato de sédio 0,02M
controle negativo de atividade. Saliva: 1mL de saliva humana centrifugada. RA: pe¢onha bruta de
Rhopalurus agamemnon 4mg/mL. B — Atividade amilolitica em gel: Ctrl+ é saliva humana centrifugada;
MM é o marcador molecular (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards ); e RA é pegonha bruta de
Rhopalurus agamemnon (46 ug). # - é a diferenga significativa entre a peconha de R. agamemnon e o
controle negativo, bem como entre a saliva e o controle negativo (p<0.05).

4.2- Citotoxicidade

4.2.1 - Atividade antibacteriana e antifungica:
A peconha bruta de R. agamemnon nao apresentou atividade inibitéria contra E.
coli, S. aureus e C. albicans nas condicdes e concentragdes testadas como

apresentado na figura 9 abaixo:
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Figura 9 - Atividade antimicrobiana. Efeito da pegonha bruta de R. agamemnon sobre linhagens de
bactérias Gram-positivas - S. aureus (SA); Gram-negativas - E.coli (EC); e o fungo C. albicans (CA). O
tratamento foi realizado com a incubagao por 24h das células com diferentes concentragées de peconha
(200-0.3 pg/mL. A viabilidade celular foi avaliada por turbidimetria a 595 nm. Os dados sdo expressos em
media * SD (desvio padrao) de experimentos realizados em triplicata.
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4.2.2 — Viabilidade celular

Para avaliar o potencial citotoxico da pegonha bruta de R. agamemnon foram
realizados testes de viabilidade, por meio do método do MTT, em células de
adenocarcinoma mamario (MCF7), melanoma murino (B16F10) e fibroblastos
murinos (NIH 3T3). As células foram tratadas com diferentes concentragbes de

peconha e apds 24h foram avaliadas quanto a sobrevivéncia.

Os resultados obtidos mostraram que a peconha bruta foi citotoxica, de maneira
dose-dependente, para células MCF7. O efeito da pegconha de R. agamemnon sobre
a viabilidade de células MCF7 €& mostrado na figura 10. Foram testadas
concentragbes de 11,5 a 1500 pg/mL, e o IC50 foi calculado em 101.2 pg/mL

(concentracao capaz de reduzir o numero de células viaveis pela metade).
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Figura 10 - Atividade citotoxica. Efeito da pegonha bruta de R. agamemnon sobre as células de
adenocarcinoma mamario (MCF7). O tratamento foi realizado com a incubagao por 24h das células com
diferentes concentragées de pegonha (1500-11.5 ug/mL. A viabilidade celular foi avaliada pelo método de
MTT, e o IC50 determinado em 101.2 pug/mL de pegonha bruta. Os dados sdo expressos em media * SD
(desvio padrao) de experimentos realizados em triplicata.

O efeito citotoxico da peconha bruta sobre células B16F10 e NIH 3T3 é mostrado
nas figuras 11 e 12 respectivamente. Foram testadas concentracdes de 11,5 a 1500
Mg/mL, e apds 24 horas de tratamento o efeito citotdxico ndo pdde ser observado. O
efeito da pegonha bruta sobre estas linhagens nao foi dose-dependente, na faixa de
concentragdes avaliadas, e mesmo a maior concentragao de pegonha testada sobre
essas células nao foi capaz de reduzir o numero de células viaveis, o que

impossibilitou o calculo do IC50 por meio deste experimento. Este resultado sugere
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gque o melanoma e os fibroblastos murinos sio resistentes ao efeito citotéxico da

peconha bruta de R. agamemnon.
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Figura 11 - Atividade citotoxica. Efeito da pegonha bruta de R. agamemnon sobre células de melanoma
murino (B16F10). O tratamento foi realizado com a incubagdao por 24h das células com diferentes
concentragoes de peconha (1500-11.5 pg/mL. A viabilidade celular foi avaliada pelo método de MTT. A
maior concentragdo testada ndo foi suficiente para diminuir a viabilidade celular. Os dados sao
expressos em media * SD (desvio padrao) de experimentos realizados em triplicata.
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Figura 12 - Atividade citotoxica. Efeito da pegonha bruta de R. agamemnon sobre células de fibroblastos
murinos (NIH 3T3). O tratamento foi realizado com a incubagdo por 24h das células com diferentes
concentragoes de peconha (1500-11.5 pg/mL. A viabilidade celular foi avaliada pelo método de MTT. A
maior concentragdo testada nao foi suficiente para diminuir a viabilidade celular. Os dados sao
expressos em media * SD (desvio padrao) de experimentos realizados em triplicata.
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4.2.3 - Atividade hemolitica:

A peconha bruta de R. agamemnon foi testada também quanto ao seu potencial
hemolitico. Apds 1 h incubada com eritrécitos murinos a 2%, € possivel notar que a
peconha bruta ndo apresenta hemadlise nas concentragdes testadas, apresentando
na dose mais alta apenas 24 £ 0.5 % de hemdlise quando comparado com Triton-X
100.
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Figura 13 - Atividade hemolitica. Avaliagdo do efeito da pegconha bruta de R. agamemnon sobre
eritrécitos murinos. O tratamento foi realizado com a incubagao por 24h das células com diferentes
concentragées de pegonha (2000-0.9 pg/mL). Triton X-100 foi utilizado ¢ como controle de hemdlise e
Tris-salina foi utilizado como controle de ndo hemélise. A maior concentragao testada nao foi suficiente
para obter uma hemolise significativa. Os dados sdo expressos em media * SD (desvio padrao) de
experimentos realizados em triplicata.

4.3 - Gel prata

A analise do perfil proteicos do gel SDS-PAGE da pegonha de R. agamemnon
apresentou bandas de 97, 67, 50, 45, 40, 32 kDa, alem de muitas bandas menores
entre 14-30 kDa (figura 14).
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Figura 14 - SDS-PAGE. Perfil eletroforético da pegonha bruta de R. agamemnon reduzido em SDS-PAGE
15% seguido por coloragdo com nitrato de prata. A peconha foi aplicada em uma concentracéo de 10 pg.
A esquerda é possivel ver o marcador molecular.
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5 — Discussao

A maior parte dos trabalhos que se propdéem a isolar componentes da pegonha de
escorpides direciona os esfor¢cos para caracterizar moduladores de canais idnicos, o
que faz destes polipeptideos os componentes melhor estudados em peconhas
escorpibnicas. Em geral, acredita-se que a atividade tdxica da peconha de
escorpides € predominantemente atribuida aos moduladores de canis ibnicos,
especialmente os canais de Na*, K*, Ca* e CI [2]. Estudos recentes tém
apresentado, além desses peptideos, outras moléculas que desempenham um
papel no envenenamento ou que possuem potencial biotecnolégico também estao
presentes nas peconhas de escorpides, como mucopolissacarideos, nucleotideos,
aminas vasoativas (serotoninaou histamina), inibidores da protease e

enzimas[81,82].

E hipotetizado que os inibidores de protease desempenham um papel essencial na
sobrevivéncia de animais peconhentos através da protecdo de toxinas peptidicas
contra a degradacao por proteases em suas presas ou predadores [83]. No entanto,
a funcado biolégica dos inibidores de protease em pegonhas de escorpides
permanece desconhecida. Diferente do que se tem descrito para algumas espécies
de escorpidoes da familia Buthidae, como, por exemplo, o inibidor de protease de
Mesobuthus europeus [83] e o inibidor de tripsina de Lychas mucronatus [81], a
peconha de Rhopalurus agamemnon nao apresentou atividades como inibidor de

tripsina, quimotripsina e elastase.

As fosfolipases atuam catalisando a hidrélise dos glicerofosfolipideos, produzindo
acidos graxos. Esses acidos graxos estdo envolvidos na formacdo de acido
araquidénico e prostaglandinas durante a formacéo do edema pulmonar, bem como
na destruigdo tecidual atribuida a lise das membranas lipidicas durante a difusdo da
peconha na sindrome do envenamento [84]. Apesar da descricdo das fosfolipases
nas peconhas de escorpidao, nenhuma atividade foi detectada nas peconhas de T.
serrulatus, T. bahiensis e T. stigmurus [82]. Resultados semelhantes também foram
relatados por Almeida et al. (2012), que também nao encontraram a presencga de
fosfolipases na glandula de pegonha de Tityus spp utilizando analise transcriptémica
[85]. Alem disso atividade fosfolipasica também néo foi detectada para Rhopalurus
Jjunceus [72], resultados que corroboram os resultados encontrados no presente

trabalho. A auséncia da atividade fosfolipasica pode justificar porque o
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envenenamento em humanos € menos severo quando comparado a outras

espécies da familia Buthidae.

Proteases sao importantes componentes de pegonhas em geral. Essas enzimas
estdo envolvidas no processamento poés-traducional de outros componentes
contidos na pegonha, assim como na inibicdo da agregagao plaquetaria, na
modulagdo da producdo de citocinas ou na ativacdo do sistema complemento. A
atividade de protease foi detectada em varias peconhas de escorpido. Entretanto,
pouca informagao sobre sua estrutura primaria foi acessivel. Em nosso trabalho,
nao detectamos atividade gelatinolitica na pegonha de Rhopalurus agamemnon. No
trabalho de Almeida et al. (2002) [70], uma atividade de gelatinase associada a
serino proteases foi observada em peconhas de T. serrulatus e T. bahiensis. Além
disso, uma atividade de gelatinase atribuida a presenca de uma metaloproteinase

foi observada na pegonha de Hemiscorpius lepturus[71].

A atividade proteasica detectada para a pegonha de R. agamemnon se deu quando
o substrato usado foi caseina, apresentando uma banda em aproximadamente 23
kDa. Ao testarmos a atividade proteasica em substratos colorimétricos, a peconha
bruta de R. agamemnon nao apresentou atividade para as condigbes testadas.
Essas discrepancias podem ser devido aos métodos utilizados e/ou variacbes
intraespecificas / interespecificas na composicdo da peconha [82], ou ainda a
peconha de R. agamemnon pode possuir outros tipos de proteases como cisteino e

metaloproteases que nao seriam detectadas com o substrato BapNa.

A hialuronidase é uma enzima conhecida pela sua fung¢ao difusora nos tecidos, e
esta presente nas peconhas de muitas cobras, abelhas, aranhas e escorpides. Sua
atividade potencializa a toxicidade da pegonha promovendo a perda da integridade
da matriz extracelular nos tecidos conectivos moles que circundam o0s vasos
sanguineos, aumentando assim a difusdo sistémica de toxinas [86]. Um
componente de 44,8 kDa exibindo atividade de hialuronidase foi encontrado nas
peconhas de T. stigmurus, T. pachyuruse T. costatus [87]. Em T. serrulatus, uma
molécula de 51 kDa exibindo atividade de espalhamento de toxina também foi
purificada [5], bem como uma hialuronidase foi isolada a partir da peconha de T.
bahiensis [82]. Em Rhopalurus junceus uma fragao foi identificada com atividade

hialuronidasica e massa molecular de aproximadamente 45kDa [72,88]. Nossos
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resultados sdo semelhantes aos encontrados para R. junceus, também
apresentando atividade hialuronidasica em zimograma, com massa molecular

aproximada de 45 kDa.

L-aminoacidos oxidases sao flavoenzimas que catalisam a deaminag¢ao oxidativa de
L-aminoacidos em a-cetoacidos com a producdo de amobnia e peroxido de
hidrogénio (H202) [89]. Sdo amplamente encontrados em pegonhas de cobra e
acredita-se que contribuam para a toxicidade do envenenamento. O mecanismo
desses efeitos toxicos e se eles sdo resultantes da atividade enzimatica ainda é
incerto, embora muitos trabalhos tenham descrito os efeitos biologicos e
farmacolégicos das L-aminoacido oxidases. Exercem uma variedade de efeitos
biolégicos e farmacolégicos, incluindo citotoxicidade, indugédo de apoptose, ativagao
e inibicdo da agregacado plaquetaria, hemorragia, hemodlise, edema e morte de
bactérias e parasitas [18,90]. Essa € a primeira descricdo de uma L-aminoacido
oxidase para peconha de escorpido e a sua funcdo na peconha é desconhecida, o
que torna a pegconha de Rhopalurus agamemnon uma fonte muito interessante de

compostos biologicamente ativos, e que merecem ser melhor explorados.

As amilases sao hidrolases que tem a funcdo de degradar carboidratos. Elas sao
predominantemente produzidas pelas glandulas parétidas e pancreas. A digestdo do
amido tem inicio na boca por agao da enzima a-amilase salivar, conhecida também
por ptialina, que hidrolisa as ligacées o(1—4) das cadeias do amido, produzindo
glicose, maltose e oligossacarideos. Até o presente momento nao existem
descrigdes de atividade amilasica em pegonhas escorpidnicas. Sabe-se, no entanto,
que picadas escorpidnicas graves aumentam os niveis de amilase sérica devido aos
danos no pancreas. O papel desta enzima na pegonha nao esta claro e até agora

nao podemos afirmar se a enzima por si s6 seria uma toxina.

A peconha bruta de R. agamemnon nao apresentou atividade inibitéria contra as
bactérias E. coli, S. aureus e tado pouco contra o fungo C. albicans nas condi¢des e
concentragdes testadas. Esse resultado € inesperado quando se trata de toxinas
escorpidnicas. De maneira geral pegonhas escorpidnicas apresentam atividade
antimicrobiana e antitumoral, principalmente devido aos peptideos sem pontes
dissulfeto (NDBP’s), como por exemplo, a Mauriporin, um NBDP isolado a partir da
peconha de Androctonus mauritanicus, que além de sua potente atividade seletiva
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contra células de cancer de prostata, apresenta uma potente atividade
antimicrobiana contra uma variedade de bactérias Gram-positivas, e Gram-
negativas [91]. Outros peptideos antimicrobianos descritos na pegonha de escorpiao
sdo as Opistoporinas 1 e 2 de Opistophtalmus carinatus; as Pandininas 1 e 2 e a
Scorpina de Pandinus imperator; a Hadrurina de Hadrurus aztecus; a Parabutorina
de Parabuthus schlechteri; o peptideo BmKbpp de Buthus martensii; os peptideos

IsCT 1 e 2 de Opisthacanthus madascariensis [45)].

Por outro lado, ao contrario dos NDBP’s, outros componentes da peconha
escorpidnica podem ser altamente especificos, como por exemplo, os moduladores

de canais ibnicos.

Os canais de cloreto e potassio, por exemplo, sdo superexpressos em algumas
células de glioma, o que os torna alternativas promissoras e alvos de terapias

anticancerigenas.

Esta uma propriedade caracteristica da clorotoxina, um peptideo isolado a partir da
peconha do escorpiao Leiurus quinquestriatus hebraeus, que se liga
especificamente aos canais de cloreto [61,92] que estdo firmemente envolvidos no
mecanismo de mobilidade das células cancerosas [93]; e prejudica a invasao de

glioma in vitro [94,95].

O mesmo se da para os canais de soédio voltagem dependentes que séao
funcionalmente superexpressos em varios tipos de canceres humanos, e
diretamente relacionados com a progressao metastatica [96,97]. Aparentemente,
eles estdo envolvidos no processo metastatico através de suas interagdes com
diferentes tipos de proteinas citoplasmaticas e enzimas, como a adenilato ciclase e
fosfoquinase que medeiam a transducéo de sinais regulando a motilidade celular
[97].

Peptideo Analgésico-Antitumoral (AGAP), foi purificado da pegonha do escorpidao
chinés Buthus martensii [98], tem 66 residuos de aminoacidos com quatro pontes
dissulfeto e pertence as toxinas escorpidnicas de cadeia longa que reconhecem
canais de sédio [99]. AGAP tem atividade antiproliferativa por parar o ciclo celular na
fase G1 de células SW480 de adenocarcinoma do célon humano[100]. AGAP
também inibe a proliferagao de células de gliomas SHG-44[101].
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Esses estudos anteriores podem justificar, em parte, porque a pegonha de
Rhopalurus agamemnon apresentou atividade inibitoria para MCF-7 e nenhuma
atividade inibitéria para B16F10 e NIH3T3. Esses resultados s&do semelhantes aos
encontrados para Buthus martensii, cuja pegonha bruta inibiu seletivamente o
crescimento e a proliferacdo de células MCF-7, induzindo apoptose [102].
Possivelmente diferengas estruturais entre esses tipos celulares justificam a

diferenca de sensibilidade observada.

A banda em torno de 45 kDa é semelhante ao que ja foi descrito para Tityus
bahiensis T. obscurus T. serrulatus; A banda visualizada em 67 kDa para R.
agamemnon é semelhante a encontrada em 63 kDa exclusivamente na pegonha de
T. obscurus. J4 as bandas abaixo de 14 kDa ndo foram exploradas pela
eletroforese, mas foram detectadas pela espectrometria de massa do tipo MALDI-
TOF, que favorece a ionizacdo de componentes de baixa massa, como peptideos
moduladores de canais i6nicos [2]. As duas abordagens s&o importantes para
demonstrar a riqueza de compostos na pegonha de Rhopalurus agamemnon, no
entanto uma abordagem mais profunda precisa ser realizada para que seja possivel

fazer uma melhor caracterizacdo quimica da pegonha.
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Capitulo 2- Analise proteémicae transcriptomicada pec¢onha bruta de

Rhopalurus agamemnon.

1-Introducao

Os escorpides artropodes carnivoros muito bem-sucedidos que habitam o planeta a
450 milhdes de anos, e habitam todos os principais ecossistemas terrestres de
nosso planeta [103]. Seu sucesso depende da producdo da peconha rica em
compostos neurotoxicos muito potente que paralisa e mata suas presas e repele

suas competidores ou predadores [43].

Muitos componentes da peconha escorpibnicasdo potenciais para o
desenvolvimento de drogas [11,45,104] ou sao ferramentas uteis para
pesquisa,portanto é de extrema importancia caracterizar sua rica complexidade. E
importante ressaltar que estima-se que menos de 2% dos componentes da pegonha
escorpionica tenham sido identificados das mais de 2000 espécies de escorpides

descritas atualmente [105].

Uma das razdes para a lacuna de conhecimento da constituicdo de peconhas esta
nas dificuldades impostas pela necessidade de coletar um numero relativamente
grande de espécimes de ambientes naturais para extrair a pegonha e purifica-la em
quantidade grande para avaliar as atividades bioldgicas. Portanto, alternativas
devem ser propostas para superar o falta de espécimes para caracterizagao
bioquimica classica. Duas tecnologias ajudaram parcialmente lidar com esta
limitacdo no passado recente: a triagem de bibliotecas de cDNA construidas a partir
de mRNAs de glandula de pegonha [106,107] e a expressdo heterdloga dos

peptideos codificados para caracterizagao [108].

Com o advento de técnicas de alto rendimento para analises transcriptomicas
e protedmicas é possivel aumentar o numero de proteinas identificadas em
peconhas. Apenas alguns individuos sdao necessarios para caracterizagao
protedmica e transcriptémica [69,107]. 2- Objetivos

* Realizar o sequenciamento de novo dos peptideos originados da digestao
triptica da peconha bruta de R. agamemnon utilizando fragmentagao do tipo
ETD.

51



» Descrever por meio de analise do transcriptoma da glandula de pegonha o
possivel conteudo protéico presente na glandula.

 Caracterizar o proteoma da peconha do escorpido brasileiro
Rhopalurusagamemnon pela abordagem de Shotgun.

» Descrever o  transcriptoma da glandula de peconha de
Rhopalurusagamemnon

3- Materiais e métodos

3.1 PROTEOMICA

3.1.1 - Digestao protéica da pegonha

A peconha foi extraida como descrito no item 1.1 do capitulo 1 desta tese.

Uma aliquota de cem microgramas de proteina foi digerida com Tripsina (SIGMA-
proteomic grade). A solucdo de proteina foi adicionado 15ul de bicarbonato de
aménio (NH4HCO3) 50 mM e 1,5 pl de 1, 4-Dithio- DL-threitol (DTT) 100 mM e
incubado a 90 °C durante 7 minutos. Apds arrefecimento até a temperatura
ambiente, adicionou-se 3 uL de iodoacetamida (IAA) 100 mM e incubou-se durante
25 minutos no escuro. Apds esse periodo acrescentou-se 1 yL de 0,1 ug / pL de
tripsina modificada para espectrometria de massas e incubou-se a 37 ° C durante 4
h. Finalmente, adicionou-se mais 1 yL de tripsina e incubou-se durante a noite a 30
°C.

3.1.2 - Cromatografia liquida acoplada a Espectrometria de massa LC-MS/MS

As amostras de peptideos foram ressuspensas em acido férmico a 0,5% (FA) e
fracionadas utilizando um sistema nano HPLC Easy-nLC Il (Proxeon) numa
embalagem interna 2 cm x 150 pm; Pré-coluna (Reprosil-Pur C18-AQ, 5 um, 120 A,
Dr. Maisch) e 20 cm x 75 ym i.d. (Reprosil-Pur C18-AQ, 3 uym, 120 A, Dr. Maisch)
acoplado a um espectrémetro de massa LTQ Velos Orbitrap (ThermoScientific). A
cromatografia foi realizada a 300 nL / min com 95% de agua, 5% de ACN e 0,1% de
FA como fase mével A e 95%, 5% de agua e 0,1% de FA como fase B. O
espectrometro de massa Orbitrap foi controlado pelo software Tune 2.6.0 e Xcalibur

2.1 e foi configurado para operar no modo de aquisigao dependente de dados (DDA)
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para alternar automaticamente entre MS completo e aquisicdo de MS / MS. Os 10

ions mais intensos foram selecionados para fragmentagao por ETD-MS / MS.

3.1.3 - Analise de dados

‘Para a andlise dos dados, os arquivos com a extensdo “.raw” gerados pelo
espectrémetro, foram importados pelo software Peaks Studio 7 para a realizagao de
sequenciamento de novo dos peptideos a partir dos espectros e buscas em bancos
de dados. Como parametros de analise foram escolhidos ion precursor de 15ppm e
tolerancia de fragmentagéo 0,6 Da. Como modificagbes fixas Carbamidometilagéo

de cisteina e oxidacao, metilacao, hexose e amidagcdo como modificagdes variaveis.

As sequéncias encontradas foram confrontadas contra o Banco de dados Buthidae
do Uniprot (3849 entradas em 02/2019), bem como o banco de LAAO do Uniprot
(65547 entradas em 02/2019) gerados no formato FASTA, Apenas as proteinas
possuindo pelo menos um peptideo unico foram aceitos e as proteinas foram
filtradas a 1% de FDR.Os dados estdo disponiveis no ProteomeXchange sob o
numero PXD020465.

3.2 - TRANSCRIPTOMICA

3.2.1 - Coleta das glandulas

Para remover as glandulas de pegonha, os escorpides foram primeiro anestesiados
por aproximadamente 15 minutos em hipotermia (4 °C). Uma vez totalmente
anestesiado, o télson foi removido com tesoura cirurgica e cortado com uma lamina
microcirurgica da base até a ponta. Pingas foram usadas para descascar cada lado
do télson para acessar as glandulas de peg¢onha. As glandulas foram removidas
usando pingas cirurgicas curvas raspando o interior de cada lado telson. O tecido da
glandula foi imediatamente transferido para 100 yL de RNAlater. As glandulas no
RNAIlater foram mantidas a 4 °C durante a noite e transferidas para -80° C até o uso

posterior.

3.2.2 — Extragcao de RNA

A glandula de pegonha foi retirada do RNAlater e colocada em um tubo RNA-free
com 20 pL de Trizol (Invitrogen). Na solugao de Trizol a glandula foi macerada com
uma alga plastica e. em seguida, mais 480 pL de Trizol foram adicionados a amostra

e homogeneizado até dissolver completamente o tecido. As amostras foram
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colocadas em gelo por 5 minutos e adicionados 100 pL de cloroférmio,

homogeneizadas e deixadas a temperatura ambiente por 2 minutos.

As amostras foram entdo centrifugadas a 12000 xg por 15 minutos a 4 °C e o
sobrenadante (contendo RNA) transferido para outro tubo com 250 pL de
isopropanol gelado (4 °C), homogeneizado e incubado em gelo por 5 minutos. Em
seguida foram novamente centrifugadas a 12000 xg por 10 minutos a 4 °C, o

sobrenadante descartado e o pellet dissolvido em 500 uL de etanol 75% v/v.

As amostras foram centrifugadas pela terceira vez a 12000 xg por 5 minutos a 4 °C,
o sobrenadante descartado e o pellet seco por evaporagao a temperatura ambiente.
A amostra de RNA foi quantificada em um espectrofotdbmetro de micro volume tipo

Nanodrop (ThermoScientific) segundo recomendagdes do fabricante.

3.2.3 — Sequenciamento de RNA

O mRNA foi transcrito reversamente, fragmentado e ligado a um identificador
multiplex (MID) exclusivo de 10 bases preparado usando protocolos padrao e
aplicado a um PicoTitrePlate (PTP) para amplificagdo e sequenciamento
simultdneos em uma plataforma Roche 454 GS FLX + Titanium (Australian

GenomeResearchFacility).

3.2.4 — Controle de qualidade e Assembly

As sequéncias foram processadas para remover sequéncias de baixa qualidade
antes da montagem de novo em sequéncias contiguas (contigs) usando a v3.4.0.1
do software MIRA. Os contigs foram processados usando CLC MainWorkBench
(CLC-Bio) e o conjunto Blast2GO. As sequéncias foram confrontadas com oBLASTp

e anotadas.

4- Resultados

4.1 - Ildentificacdo de proteinas e peptideos na peconha de Rhopalurus
agamemnon utilizando proteémica shotgun e transcriptoma da glandula de

peconha.
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A analise protedmica identificou 230 componentes protéicos presentes da peconha
analisada. (anexo IlI) quando confrontados com o banco de dados ‘Buthidae’ do

Uniprot.

A analise transcriptdmica sequenciou 20200 fragmentos protéicos, destes 1235

sequéncias foram identificados/classificados como componentes da pegonha.

Dentre as classes de proteinas identificadas tanto no proteoma quanto no
transcriptoma estdo os moduladores de canais ibnicos, enzimas, peptideos
antimicrobianos, peptideos imunomoduladores, peptideos miotdxicos, peptideos

ricos em cisteina, inibidor de proteases e proteinas CRISP.

Apenas uma classe de proteinas foi encontrada exclusivamente em uma das
analises: Os peptideos potencializadores de bradicinina foram encontrados
exclusivamente na analise protebmica, e as Scoloptoxinas foram encontradas

apenas na analise do transcriptoma.
4.2- Classes de proteinas identificadas

4.2.1 - Identificagao das toxinas moduladoras de canais de Sédio (NaTx)

Os componentes da peconha de escorpido mais bem estudados s&do as toxinas
moduladoras de canais ibnicos, em especial as que modulam canais de soédio
(NaTx). Sdo os componentes mais abundantes na peconha e responsaveis pela
toxicidade em humanos [4]. Este grupo pode ser dividido em duas classes: a-toxinas
que se ligam ao Sitio 3 e B-toxinas que se ligam ao Sitio 4. Possuem de 60-80
residuos de aminoacidos estruturados em quatro pontes dissulfeto altamente

conservadas [56].

A analise protedmicada peconha bruta de R. agamemnon em LC-MS identificou 39
toxinas moduladoras de canais de sddio correspondendo a mais de 46% das toxinas

identificadas (figura 14).

3.2.2 - Identificagao de toxinas moduladoras de canais de potassio (KTx)

Os canais de potassio, assim como os canais de sédio, sdo uma grande familia de
proteinas transmembrana com papel importante em processos celulares como
manutencdo do potencial de membrana em repouso, liberacdo de

neurotransmissores e excitabilidade neuronal. Muitas toxinas escorpiénicas que
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atuam em canais de potassio (KTx) tem sido caracterizadas devido ao potencial
para prospeccdo contra células tumorais, tratamento de doencas autoimunes e
disturbios neurolégicos. As KTxs de escorpido podem ser divididas em quatro

grupos principais: q, B, y € K-KTx segundo as estruturas secundarias [109].

O proteoma da pegonha bruta de R. agamemnon identificou cinco KTxs,
aproximadamente 6% das toxinas identificadas, o que sugere que estas estejam em

menor quantidade na pegonha desta espécie (figura 14).

A analise do transcriptoma identificou 519 sequéncias como moduladores de canais
ibnicos como sodio, potassio e calcio, representando 42% dos componentes

identificados no transcriptoma da gléandula (figura 15).

4.2.3 - Identificagao de enzimas
Das enzimas encontradas pela analise protebmica a maioria sdo metaloproteases
(50% do total de enzimas), seguidas de amilase (23%), Enzima conversora de
angiotensina (11.5%), CRISP - Cystein-rich secretory protein (7.6%), Hialuronidase
(3.8%) e Fosfodiesterase (3.8%).

Resultados similares sdo observados na analise do transcriptoma que apresenta
uma maior porcentagem de metaloproteases (59%), seguidas por enzimas
conversoras de angiotensina — ACE (9%), cisteino protease (8%), serino protease
(7%), hialuronidase (6%), quimotripsina-like (5%), maltase e fosfolipase (3% cada) e

acetilcolinesterase (0.6%).

Estudos prévios demonstraram atividade L-amino oxidase (LAAQO) na pegonha bruta
de R. agamemnon, o que nos fez buscar alguma ocorréncia desta proteina na
analise protebmica. Como nado existem LAAOs descritas para pegonha de
escorpiao, um banco de dados de LAAOs do Uniprot foi confrontado com as
proteinas sequenciadas. Dois peptideos foram compativeis com uma LAAO da
peconha da cobra Daboia russeii, representando 10% de cobertura (tabela 1).

Nenhuma sequéncia similar a LAAO foi encontrada no transcriptoma.

4.2.4 - Peptideos sem ponte dissulfeto - NDBP
Os peptideos sem ponte dissulfeto (NDBP) formam um grande grupo de toxinas
escorpibnicas que abriga moléculas estruturalmente muito diferentes e com

multiplas atividades bioldgicas, entre elas atividades antimicrobianas, antitumorais,

56



hemoliticas, antiinflamatorias, imunomodulatérias e potencializadora de bradicinina.
[110].

4.2.4.1 - Identificagcao de peptideos antimicrobianos
Os peptideos antimicrobianos estdo incluidos no grande grupo de peptideos sem
ponte dissulfeto (NDBP).

A analise protedbmica da pegonha de R. agamemnon identificou quatro peptideos
antimicrobianos semelhante a Scorpin de Pandinus imperator que possui atividade

antimalarica e antimicrobiana (tabela 1) .

O transcriptoma identificou 41 sequéncias de peptideos antimicrobianos, a maioria
da familia das defensinas de Rhipicephalus microplus (carrapato-de-boi), Bombyx
mori (bicho-da-seda); além de peptideos semelhantes a Mauriporin de Androctonus

mauritanicus e Ponericin-W-like de Lychas mucronatus.

A baixa ocorréncia de peptideos antimicrobianos no proteoma (~4%) (figuras 1 e 2),
e no transcriptoma (~3%), alémda auséncia de atividade biolégica (vide capitulo 1)
sugerem que estes NDBP possam ter outras atividades biolégicas ou atividade

antimicrobiana insignificante.

4.2.4.2 - Peptideos pontecializadores de bradicinina - BPP

A bradicinina é um peptideo vasoativo que desempenha um papel importante na
regulacdo da pressao arterial, pois aumenta a vaso dilatagcdo e permeabilidade
capilar e consequentemente reduz a pressao arterial. A enzima conversora da
angiotensina (ECA) inativa proteoliticamente a bradicinina. Os BPPs atuam como
inibidores da ECA e sao candidatos a farmacos para tratamento de hipertenséao.
Neste trabalho, a analise protedmica identificou dois peptideos escorpibnicos
possivelmente com atividade potencializadora de bradicinina e entre as enzimas
pelo menos uma entrada compativel com a ECA (figura 15), sugerindo a presenca
destas proteinas na pegonha, apesar de aparentemente terem atividades opostas
[110].

4.2.4.3 - Peptideos que atuam na contragao muscular

Neste trabalho foi encontrado, no proteoma e no transcriptoma, um peptideo
semelhante a Fulicilin (Fulicin-like) (tabela 1). A Fulicilin € um neuropeptideo
inicialmente isolado do ganglio do caramujo-gigante-africano Achatina fulica. Este

Y



peptideo possui residuos de aminoacidos na isomeria D, neste caso D-Asn, e atua
prolongando a contragdo tetanica do musculo retrator peniano do caramujo além de

modular a contragdo dos musculos bucais e ventriculares [111].

Além da Fulicin também foi identificado, tanto no proteoma como no transcriptoma,
o peptideo Orcokinin que também atua na contracdo de musculatura lisa e foi

descrito em crustaceos, mas nao descritos para aracnideos [112].

4.2.4.4 - Imunomoduladores

Os peptideos imumoduladores da pegonha de escorpidao pertencem a grande familia
de peptideos catidnicos de defesa. Geralmente interagem com as membranas
biolégicas e atuam como formadores de poros, causando a desestabilizagcdo da
membrana celular que, eventualmente, leva a lise e morte celular. No entanto, estes
peptideos também podem estar relacionados a fungéo celular, interagindo com
moléculas de sinalizacdo celular e, consequentemente, modulando a resposta

imune da célula [110].

No proteoma apenas dois peptideos venom allergen 5-like (figura 15) foram
identificados na pegonha de R. agamemnon. Estes peptideos foram primeiramente
isolados na pegonha da vespa Polybia paulista [113]. Sua fungdo é ainda

desconhecida, mas tem sido relacionada a resposta alérgica em humanos[114].

No transcriptoma 45 sequéncias identificadas como Venom allergen 5, semelhantes
as encontradas em Tityus serrulatus, Microctonus hyperodae (vespa-parasita) e

Lycosa singoriensis (aranha-de-grama).

4.2.5- Peptideos ricos em cisteina (CRP).

Os peptideos ricos em pontes dissulfeto (CRP) de pegonhas animais como cobras,
aranhas, escorpides e certos caramujos marinhos do género Conus, representam
uma das grandes bibliotecas de diversidade de moléculas bioativas da natureza. Os
CRPs isolados da pegconha de Conus sdao os mais bem elucidados pela sua
capacidade de alterar a fungdo de canais ibnicos especificos [115]. Os CRPs de
escorpiao possivelmente atuam modulando canais i6nicos, mas sua fungao

especifica nestes animais ainda nao foi elucidada [116].

No proteoma da pegonha de R. agamemnon dois CRPs (figuras 1 e 2) semelhantes
aos encontrados no cDNA de Tityus serrulatus foram identificados; e no

58



transcriptoma14 sequéncias de CRPs semelhantes aos de Tityus costatus foram
identificados. No entanto investigagbes mais detalhadas s&o necessarias para

sugerir o papel destes CRPs na pegonha e no envenenamento.

4.2.6- Scoloptoxins

Scoloptoxins (SLPTXs) s&o toxinas de centipedes que atuam em canais de calcio,
potassio e sodio [117] e estdo entre os grupos mais diversos e abundantes de
toxinas presentes nesses animais [118]. As SLPTXs estdo classificadas em 31
familias reconhecidas com tamanhos de proteina de 3 a 24 kDa, que contém de 3 a

18 residuos de cisteina, ou podem ser também peptideos lineares [118,119].

Apenas na analise do transcriptoma da glandula de R. agamemnon identificou 89
sequéncias similares a U-Scoloptoxin com até 12 cisteinas na estrutura primaria e

massa maior de 11 kDa.

4.2.7 -Inibidor de protease e proteinas CRISP

Apesar da pegconha de R. agamemnon nao apresentar atividade inibitéria de serino
proteases (vide capitulo 1), 75% dos inibidores de protease identificados no
transcriptoma, sao sequéncias de inibidores de serino proteases, contra 16% de
cisteino proteases e 7% de inibidores de metaloproteases. A maior parte dos
inibidores de serino protease é similar ao BmKTT-3 encontrados na pegonha de
Mesobuthus martensii, que alem da atividade inibidora de tripsina, também inibe as

correntes em canais de potassio Kv1.3 [120].

Outra proteina identificada no transcriptoma foi a proteina CRISP (Cysteine-rich
secretory protein) que tem sido relacionadas ao influxo de ions em alguns processos
biolégicos, como capacitagao espermatica [121], no entanto a funcdo destas

proteinas em pegonhas de artropodes ainda nao esta elucidada.
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Figura 15 - A - Protedmica total da peconha de R. agamemnon confrontada com o banco 'Buthidae' do
NCBI. HK: Proteinas de manuten¢ao; Desconhecido: proteinas com fungdao desconhecida; NaTX: toxinas
que atuam nos canais de sédio; Enz: Enzimas; AMP: Peptideos antimicrobianos; BPP: peptideos
potenciadores de bradicinina; SMC: contragdo do musculo liso; KTx: toxinas que atuam nos canais de
potassio; Imuno: Proteinas imunomoduladoras; CRP: proteinas ricas em cisteina; e NDBP: peptideos em
ponte de dissulfeto. B - Enzimas identificadas no veneno de Ra. Listamos desde as mais abundantes até
as menos abundantes Metaloproteinases (Metalo), Amilases (Amy), Enzima Conversora de Angiotensina
(ACE), Hialuronidase (Hya) e Fosfodiesterase (Pho).Ao todo 230 proteinas foramlistadas
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Tabela 1 - Proteinas identificadas no proteoma da pe¢conha de Rhopalurus agamemnon. Proteinas identificadas na peconha de Rhopalurus
agamemnon. As proteinas foram identificas nos bancos Buthidae do Uniprot e NCBI. A L-amino oxidase (LAAO) marcada com (*) sé foi
identificada quando os dados de protedmica foram confrontados com um banco de dados especifico de LAAOs do Uniprot. Da esquerda para a
direita a tabela apresenta: 1- a proteina identificada; 2- a percentagem de cobertura no Peaks; 3- niumero de acesso no Uniprot; 4- massa
molecular da proteina original; 5- fragmento sequenciado; 6- numero de peptideos sequenciados; e 7- organismo de referéncia no banco de
dados. Foram listadas na tabela as proteinas caracteristicas de cada grupo protéico.

Proteina Cobertura n° acesso MM Peptideos sequenciados #peptideos Org referencia

Orcokinin-A like 61% XP_023222256.1 21971 ...NLYFQDPAFYLHANRYFRHPGG.. 55 Centruroides
sculpturatus

Hialuronidase 47% XP_023226974 17433 .. KEEWEKSAKEWMLKTLKLTQD... 5 Isometroides

(fragmento) vescus

B-NaTX (fragmento)  100% trlQ6V4Y4|Q6V4Y4 7137 ...KEGYLVKSDGCKYDCFWLGEN... 6 Centruroides
sculpturatus

a-KTx 50% sp|QITXD1|KAX24 4189 ...TIINEKCFATSQCWTPCKK... 1 Centruroides
noxius

BPP 40% sp|C9X4J0|NDB2 8731 ...FKFGGFLKMWKSKLAKKLRAK... 31 Tityus
discrepans

Antimicrobiano 34% tr/AOA218QXF7|A0A21 8421 ...LIPSLVGGLISAFK... 7 Tityus serrulatus

putativo BQXFT

Metaloprotease 32% trlAOATETWVY7|A0OA1 45165  ...DGKCIVIEFLSVLESNFTKRFLN... 2 Tityus obscurus

E1WVY7

Fulicilin-like 27% XP_023218547.1 22515  ...VSEPEQAMSNRGWSV... 7 Centruroides
Sculpturatus

a-amilase 8% trAGATETWVLYIA0AT 59579 ... MAVAFMLAWPYGLPR... 4 Tityus obscurus

E1WVL9




Fosfolipaseputativa 6% trADA218QXEZ2IAOAZ 32741 ...GIFDIADEILPITTNFFR... 1
18QXE2

LAAO* 10% G8XQX1|OXLA_DABR 56888  ...EGNLSPGAVDMIGDLLNEDSGY 2 Daboia russelii
R

Tityus serrulatus
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Figura 16 - A - Transcriptoma total da pegonha de Ra. HK: Proteinas de manutenc¢ao; Desconhecido: proteinas
com funcdo desconhecida; NaTX: toxinas que atuam nos canais de sédio; Enz: Enzimas; AMP: Peptideos
antimicrobianos; BPP: peptideos potenciadores de bradicinina; SMC: contragao do musculo liso; KTx: toxinas
que atuam nos canais de potassio; Imuno: Proteinas imunomoduladoras; CRP: proteinas ricas em cisteina; e
NDBP: peptideos em ponte de dissulfeto. B - Enzimas identificadas no veneno de Ra. Listamos desde as mais
abundantes até as menos abundantes Metaloproteinases (Metalo), Amilases (Amy), Enzima Conversora de
Angiotensina (ACE), Hialuronidase (Hya) e Fosfodiesterase (Pho). B — Enzimas identificadas no transcriptoma
da glandula de pegonha de R. agamemnon. Em ordem de abundancia foram identificadas: metalloproteases
(metallo), Enzima conversora de angiotensina (ACE) e cisteino protease (cisteine), serino proteases (serine),
Hialuronidase (hyalu), Quimotripsina (Chymo), Maltase (maltase), Fosfolipase (phospho) e Acetilcolinesterase
(ACh).



Tabela 2 - Proteinas identificadas na glandula de peconha de Rhopalurus agamemnon. Da esquerda para a direita a tabela apresenta: 1- a proteina
identificada; 2- a percentagem de cobertura no Blastp; 3- numero de acesso no NCBI; 4- massa molecular da proteina madura; 5- nimero de
aminoacidos na proteina; 6- identificagdo do gene ao qual pertence a proteina; e 7- organismo de referéncia no banco de dados. Foram selecionadas
proteinas representativas de cada grupo protéico.

Proteina Cobertura n’ acesso MM #aminoacidos Gene ID Org referencia

blast
maltase A2-like 100% XP_023234442.1 75529 659 111634004 Centruroides sculpturatus
Venomallergen 5-like 99% XP_023241578.1 47216 418 111639863 Centruroides sculpturatus
alpha-toxin CvivV4 100% XP_023238166.1 9263 83 111636994 Centruroides sculpturatus
KTx Ts15 93% QPD99020.1 6870 63 NI Tityus serrulatus
ToAP2 100% SBQ16531 9654 79 ToAP2 Tityus obscurus
Putative antimicrobial 100% Q5G8B5 8412 73 NI Tityus costatus
peptide clone 4
SjAPI-2-like 100% XP_023229070 8773 81 111629404 Centruroides sculpturatus
kunitz-type serine 97% XP_023212076 16300 144 111614934 Centruroides sculpturatus

protease inhibitor A-like




5- Discussao

Neste estudo, um total de 7435 peptideos foram sequenciados e destes, 230 sequéncias
de proteinas foram confirmadas na pegconha de R. agamemnon pela analise protedmica.
Nas pec¢onhas de escorpido, os componentes protéicos sao responsaveis por 30 a 75%
do peso seco obtido pela eletro estimulagdo [122]. Com o desenvolvimento de técnicas
protedmicas, como cromatografia liquida e espectrometria de massa, numeros crescentes
de componentes da peconha podem ser efetivamente separados e identificados. Até
agora, existem aproximadamente 790 proteinas registradas no Programa de Anotagao
Animal UniProt (www.uniprot.org/program/Toxins) de peconhas de escorpido, mas isso
ainda € 1% menor do que o numero total esperado de componentes na ordem

Scorpiones[123].

Na analise transcriptdmica foram identificadas 1235 sequéncias de proteinas classificadas
como toxinas, e que foram divididas em toxinas classicas com atividade neurotdxica,
enzimas, peptideos antimicrobianos, entre outros, como apresentado na figura 15. Além
disso, a analise transcriptdmica identificou aproximadamente 18000 sequéncias de
proteinas estruturais e nao identificadas. As analises protedmica e transcriptomica foram
feitas em momentos diferentes e apresentaram um grande consenso, identificando os
mesmos grupos de proteina em ambas as analises, o que reforca a presenga destas

proteinas na pegonha de R. agamemnon.

No que diz respeito aos NDBPs, alguns peptideos antimicrobianos ja foram isolados da
peconha de escorpides, como por exemplo, a Mauriporin [91] que foi identificada no cDNA
da glandula do escorpido Androctonus mauritanicus e possui atividade antiproliferativa
contra linhagens de cancer de prostata, bem potente atividade antimicrobiana de amplo
espectro com valores de MIC (minimal inhibitory concentration) entre 5 e 10 uyM e

atividade antibiofilme.

Neste estudoforam identificados quatro peptideos antimicrobianos semelhantes a Scorpin
de Pandinus imperator que possui atividade antimalarica e antimicrobiana, no entanto

experimentalmente a atividade antimicrobiana da peconha bruta nao foi detectada.

Os peptideos de pegonha de escorpiao com atividade em contragcdo muscular, geralmente
estdo relacionados a liberacédo de calcio, o que torna interessante encontrar um peptideo
como o Fulicilin que possui um mecanismo de agao diferente; mas a baixa ocorréncia nao

sugere uma potente atividade sobre musculatura lisa na pecgonha bruta, no entanto



ensaios farmacolégicos precisam ser feitos para afirmar a presengca de atividade

biolbgica.

Dentre as proteinas identificadas também podemos destacar 6 que representam classes
proteicas distintas: peptideos orcokinin-A like que € uma classe de peptideos miotrépicos
que aumentam a frequéncia e a amplitude das contragdes espontdneas do intestino
posterior (21kDa). Nao existem estudos sobre o potencial farmacoldgico destes peptideos

na peconha de escorpides;

E também as enzimas como hialuronidase (fragmento com 17 kDa), metaloproteases (45
kDa), amilase (59 kDa), fosfolipase (32 kDa) e L-amino oxidase (56 kDa), representando
as enzimas. Supde-se que as enzimas tenham um papel secundario no envenenamento,
seja atuando como fator de espalhamento, como as hialuronidases, ou contribuindo para
a formacado de edema, como asfosfolipases [71] e/ou causando a resposta sistémica ao
acidente [124].

Além dos efeitos relacionados ao quadro de envenenamento, as enzimas presentes em
peconhas podem apresentar um potencial biotecnolégico. A LAAO, especialmente as
isoladas a partir de pegonhas de cobra, pode ter atividade como antiviral, antiparasitaria,
bactericida, citotdxica, entre outras [125]. A presenca desta enzima na peconha

escorpidnica € uma ocorréncia nova e que merece uma investigagcdo mais detalhada.

Outra enzima inesperada encontrada na pegonha de R. agamemnon é a a-amilase. Até o
momento ndo existem registros desta enzima em toxinas escorpiénicas, mas sabe-se que
acidentes com algumas espécies de Tityus causa pancreatite causando alteragcbes
estruturais no pancreas e provocando uma hiperestimulagdo e liberacdo de enzimas
pancreaticas [126]. Sugerimos que a amilase presente na pegonha possa causar falha
pancreatica em modelos in vivo, necessitando estudos para confirmar esta hipotese. A
analise transcriptdbmica indicou a presenca de maltase no tecido da glandula, no entanto o

papel destas enzimas em pecgonhas ainda € desconhecido.

Outros componentes considerados atipicos também foram encontrados, por exemplo,
venom allergens. Os alérgenos de veneno de inseto conhecidos sao proteinas de 10-50
kDa contendo 100—400 residuos de aminoacidos, que possivelmente atuam modulando o
sistema imune do hospedeiro [127]. Em artrépodes que se alimentam de sangue, como
carrapatos e mosquitos as proteinas do alérgeno 5 fazem parte de um coquetel de

proteinas salivares que se acredita funcionar tanto em a supressdo do sistema



imunologico do hospedeiro ou na prevencao da coagulagao para prolongar a alimentagéo
[128]. Em escorpides n&o existe uma relagcdo obvia entre a severidade dos acidentes e a
presenga de compostos alérgicos [129] o que pode sugerir que estes compostos sejam

adjuvantes a outros componentes da pegonha.

Esses componentes podem apresentar uma ampla gama de atividades biolégicas, como
alergia, imunorregulagdo e desempenham papéis semelhantes a horménios, que
enriqueceram o conhecimento da diversidade acerca de pegonhas em geral pela

variedade em composicao e funcdes [130].

O inibidor BmKTT-3, identificado no transcriptoma da glandula de R. agamemnon, alem
da atividade inibidora de tripsina, também possui atividade inibidora de canal de potassio
Kv1.3, o que pode sugerir que os inibidores de serino protease de R. agamemnon tenham
atividades secundarias em canais ibnicos e por isso a atividade biolégica ndo foi
identificada. Isso aumenta o potencial uso da pegonha de R. agamemnon em alvos

importantes como o canal Kv 1.3, alvo de estudo em doencgas auto-imunes [131].

Proteinas CRISP também identificada no transcriptoma de R. agamemnon pertence a
uma ampla familia de proteinas encontradas em pegonhas de serpentes [132], lagartos
[133], aranhas [134], escorpides [135] e caramujos do género Conus [136]. Essas
proteinas ndo tém funcéo bioldgica definida em pegonhas animais, no entanto tem sido

largamente identificada em analises “6micas” de diversas pegonhas.



Capitulo 3 - Caracterizagao da proteina Ra32 isolada da peconha de Rhopalurus

agamemnon com atividade contra adenocarcinoma mamario.

1-Introducao

O céancer é um grande problema de saude publica no mundo. De fato, a luta para
encontrar uma terapéutica eficaz para curar o cancer € um dos maiores desafios da
humanidade. Essa incidéncia crescente indica a ineficacia dos métodos de tratamento
atualmente disponiveis, como quimioterapia, cirurgia e radioterapia [50]. No entanto,
esses tratamentos levam a efeitos adversos graves [52]. Essas desvantagens séao
estimulos para encontrar novos medicamentos para o tratamento do cancer a partir de
fontes variadas. Assim, outras fontes naturais, como o animal, sdo fontes alternativas para
encontrar um novo agente anticancer. Entre os animais, alguns artrépodes pegonhentos,
como abelhas, vespas, escorpides, formigas, aranhas e lagartas, produzem moléculas
farmacologicamente ativas e sdo usadas para fins medicinais [104]. Os toxinologistas em
geral, estdo considerando a pegonha de escorpido como uma potente fonte natural para o
tratamento do cancer, pois contém muitos compostos bioativos, como peptideos, aminas

livres, nucleotideos, lipidios e moléculas de interesse biotecnoldgico.

O céncer de mama € o mais incidente no Brasil e responsavel por 16% dos 6bitos em
2020 [137,138]. O cancer é caracterizado por resisténcia a morte celular, evasao de
supressores de crescimento e proliferacdo, angiogénese, ganho de propriedades
metastaticas e evasao de morte celular, que s&o marcas registradas da doencga [139].
Durante o processo de aquisicdo dessas caracteristicas, as células tumorais modificam
varios mecanismos normais de sinalizagdo celular e usam proteinas funcionalmente
diversas. Entre eles destacamos a fungao dos canais idnicos, cuja relagdo com o cancer

ainda nao esta bem esclarecida.

Alguns trabalhos tém relacionado a superexpressao funcional de canais ibnicos com o
comportamento de progressdo e metastase tumoral, e sugerem que estes canais sejam

alvos para o tratamento de algumas linhagens tumorais [43,101].

Peconhas escorpidnicas sao ricas fontes de moduladores de canais i6nicos [95,140], o
que permite aos pesquisadores explorar o potencial destas peconhas no tratamento do

cancer.



2 - Objetivos
» Descrever a atividade antitumoral contra cancer de mama humano in vitro usando
como modelo as linhagens MCF7 e MDA MB 231.

« Avaliar o mecanismo de morte celular das linhagens de cancer de mama utilizando
citometria de fluxo.

» Hipotetizar a possivel relacdo entre a atividade antitumoral de um modulador de
canal de sodio voltagem dependente utilizando a técnica de whole-cell patch

clamp.

3- Materiais e métodos:
A coleta dos animais bem como a extracdo da peconha foi feita tal como descrito no

capitulo 1 desta tese.

3.1- Cromatografia liquida de Alta eficiéncia (HPLC)

Aliquotas de 1mg da peconha de Rhopalurus agamemnon foram fracionadas em HPLC
(Shimadzu Co. Kyoto, Japan serie LC 20A), utilizando uma coluna de fase reversa
Shimadzu shimpack GIST C18 (250 x 4.6mm, 5u, Analitica, Inc., USA). A cromatografia
foi realizada em gradiente linear da solugéo A (0,12% de acido trifluoracético - TFA em
agua) a 60% da solucéo B (0,10% de TFA em acetonitrila), a um fluxo de 1.0 mL/min., por
60 minutos. A deteccao foi feita por ultravioleta a 216 e 280 nm. As fragcbes foram
coletadas manualmente e secas em um concentrador a vacuo (ThermoSavant SPD121P

— ThermoScientific).

A fracado de interesse foi purificada em uma segunda etapa cromatografica em HPLC
(Shimadzu Co. Kyoto, Japan serie LC 20A), utilizando uma coluna de fase reversa
Shimadzu shimpack GIST C18 (250 x 4.6mm, 5u, Analitica, Inc., USA). A cromatografia
foi realizada em gradiente linear da solugéo A (0,12% de &cido trifluoracético - TFA em
agua) a 60% da solugéo B (0,10% de TFA em acetonitrila), a um fluxo de 1.0 mL/min., por
40 minutos. A deteccao foi feita por ultravioleta a 216 e 280 nm. As fragdes foram
coletadas manualmente e secas em um concentrador a vacuo (ThermoSavant SPD121P

— ThermoScientific).

3.2 - Espectrometria de massa e sequenciamento de novo
A inspecao das massas moleculares dos compostos foi realizada em sistema MALDI-TOF

(MS). As fragbes foram misturadas em uma matriz saturada de acido sinapinico dissolvida



em acetonitrila/agua/TFA 0.12%, na propor¢ao 1:1 v/v (matrizzamostra). As analises foram
realizadas em espectrometro de massa MALDI-TOF/TOF Ultraflex Il (BrukerDaltonics,

Alemanha) operando no modo linear positivo, utilizando calibragédo externa.

O sequenciamento de novo da toxina de interesse foi feito utilizando o espectrémetro de
massa AB Sciex 5600 Electrospray Triple TOF system. Para tanto, 10 pg da toxina
purificada foi reduzida, alquilada e digerida. Para a redugao e alquilagao foi utilizada uma
solugado de 2-iodoetanol e trietilfosfina (100 yL de iodoethanol, 25 pL de Trietilfosfina, 0.5
mL de carbonato de aménio 1M pH11, 4.875 mL de acetonitrila e 4.5 mL de agua
deionizada — volume final 10 mL). A fragdo cromatografica foi adicionada 40 pL da
solucdo de reducgao e alquilagao, a solugao com a amostra foi incubada a 37 °C por 1h e
seca a vacuo por 3h para retirada da solugao de reducéao e alquilagao. Depois de reduzida
e alquilada, a amostra foi incubada com 25 uL de Tripsina (40 ng/uL) dissolvida em 50
mM de bicarbonato de aménio e 10% de acetonitrila pH 8.0. Apds a digestdo a amostra foi
adicionado 50 yL do reagente de extracédo (50% acetronitrila e 5% acido férmico v/v) para

inativar a tripsina e facilitar a degragéo do bicarbonato de aménio, e secas a vacuo.

Para analise em espectrometro de massa, a amostra foi dissolvida em 30 uL de acido
férmico (1% v/v), homogeneizada em vortex e centrifugada a 10.000 rpm/10 min a 4 °C.
Do sobrenadante foram retirados 20 pL e injetado em espectrémetro de massa AB Sciex

5600 Electrospray Triple TOF system.

O espectro de massa multi cargas obtido no AB Sciex 5600 foi deconvoluido pelo
software Unidec. UniDec é um algoritmo de deconvolugao Bayesiana que pode ser usado
para deconvoluir espectros de massa. Foi desenvolvido pelo Dr. Michael Marty e esta
disponivel gratuitamente sob a licenca BSD modificada [141]
http://proteomicsnews.blogspot.com/2018/04/metaunidec-deconvolution-software-
that.html.

3.3-Expressao recombinante e purificagao da toxina
A toxina de interesse foi expressa em E.coli, o plasmideo foi produzido pela GeneArt™ —
Invitrogen. No laboratério 5 ug do plasmideo foi reconstituido em 50 uL agua deionizada e

estocado a -20 °C até a transformacao.

Para a expressao protéica o plasmideo precisa ser introduzido em um vetor, neste caso,
E. coli BL21 (DE3). Para isso 1 uL do plasmideo (100 ng/uL) foi adicionada a 100 uL de



células competentes e incubadas em gelo por 30 minutos. Entdo as células levaram um

choque térmico a 42 °C por 60 segundos e colocadas nhovamente no gelo por 2 minutos.

As celulas foram incubadas em 1mLde meio LB broth sem antibiético a 37 °C por 1h e
depois 50 pyL do meio foi transferido para uma placa de LB-agar com 100 pug/mL de

ampicilina e incubadas a 37 °C por 18h.

Uma colbnia isolada foi retirada e transferida para um tubo com 50 mL de meio

LB/Ampicilina e crescido sob agitagao (250 rpm) por 18h a 37 °C.

Para expressao em larga escala, cada tubo com 50 mL é foi usado para inocular 1L de
meio LB/Ampicilina. Os frascos sdo incubados a 37 °C sob agitagcéo (250 rpm) por 3h até
que a ODgpo= 0.8-1.0. Entdo abaixa-se a temperatura para 16 °C e incuba por 45 minutos
quando entdo acrescenta-se IPTG a uma concentracao final de 1 mM e deixa expressar
por 18h.

No dia seguinte as culturas foram centrifugadas a 8000 rpm por 15 a 4 °C e o pellet
dissolvido em tamp&o TN (10 mM Tris-HCL e 10 mM NaCl) com 15mM de imidazol, pH
7.5. Para cada 1g de pellet sdo necessarios 20 mL de tampao. As células foram entédo

lisadas (28kpsi, 4 °C) e centrifugadas a 18500 rpm por 15 minutos a 4 °C.

O sobrenadante contém a proteina de interesse e foi purificado em uma coluna de
afinidade contendo beads de niquel (Ni-NTA beads Thermo-Scientific). A coluna foi
equilibrada com tampao TN com 15 mM de imidazol pH 7.5, e o complexo com a toxina

de interesse foi eluido com tampao TN com 500 mM de imidazol pH 7.5.

A proteina eluida foi lavada com tampao TN sem imidazol e concentrada até o volume de
5 mL em tubos de centrifuga com filtro de 30kDa, centrifugadas a 4000 rpm por 10

minutos a 4 °C.

O complexo protéico foi clivado utilizando TEV protease (concentragao final 0.5 mg/mL)
em um tampao redox com GSH (concentracéao final 0.18 mg/mL) e GSSG (concentracao

final 0.24 mg/mL), sob agitacédo por 24h a temperatura ambiente.

Para a purificacdo em HPLC, o complexo protéico clivado foi precipitado com 100 uL de
TFA, centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi recuperado e
aplicado em uma coluna semi preparativa Phenomenex Jupiter C4 (250 x 10 mm, 10y,
300A). As amostras foram coletadas manualmente e secas a vacuo.



3.4 - Espectroscopia por dicroismo circular

O perfil estrutura secundaria da fracdo F32 foi caracterizada por medidas de dicroismo
circular (CD) realizadas em um espectropolarimetro Jasco J-815, equipado com um
sistema Peltier (Jasco, Japao) e uma bomba de agua. A Ra32 (25uM) foi analisada em
uma cubeta de quartzo de0,1 cm, na presenca de agua e de SDS 35 mM a 25 °C. Cinco
medidas consecutivas foram realizadas na regido distante da UV visivel (190-260 nm), a
meédia final entre os espectros foi obtida, da média dos espectros subtrairam-se os
espectros referentes a linha de base da agua e SDS. A elipticidade observada foi
convertida em elipticidade molar ([6]) (deg.cm 2 .dmol-') baseada na massa molecular por
residuo de 115 Da [142].

A obtencao da helicidade foi estimada considerando os valores de [6] A 208nm usando a

equacao determinada por Greenfield & Fasmam (1969) [143].

2.5 - Ensaio de viabilidade celular (MTT)

A viabilidade celular foi avaliada pelo método MTT estabelecido por Mosmann— 1983
[144]. A linhagem mantida no banco de células em nitrogénio liquido foram
descongeladas e 500ul das aliquotas foram lentamente adicionadas em um frasco de
cultura de células com 5 mL de meio de cultura DMEM completo (tamponado com
bicarbonato de sddio, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidtico) e
incubados em estufa a 37°C e 5% de COz por 24h.

Ao atingir o crescimento 6timo, as células foram removidas com uma solugao de tripsina
(0.25% p/v em EDTA 0.53 mM) e centrifugadas a 750g por 5 minutos. O sobrenadante &
descartado e as células ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura. Para determinagao
do numero de células foi usada camara de Neubauer, onde as células sdo contadas em

microscopio invertido.

As linhagens utilizadas foram MCF7 (ATCC HTB-22) MDA MB 231 (ATCC HTB-26), e
cada fracao foi diluida em meio de cultura e adicionada aos pogos. Os ensaios foram
realizados em ftriplicata. O grupo controle é feito apenas com células e meio de cultura e a

viabilidade celular sera determinada pela média da triplicata de cada fragcao testada.

3.5.1 - Avaliagao de morte celular utilizando citometria de fluxo
A linhagem de adenocarcinoma mamario humano (MCF7) e a linhagem de
adenocarcinoma mamario humano metastatico (MDA MB 231) foram transferidas para

uma placa de 12 pogos na concentragdo de 5 x 10* células/pogo e incubadas a



temperatura de 37 °C. As células foram tratadas com a concentragao do ICso da fragcéo
Ra32 por 24 horas 37 °C. O meio de cultura foi entdo descartado e as células lavadas
duas vezes com meio de cultura sem soro. As células foram removidas dos pogos com a
adicdo de 500 pL de solugao de tripsina-EDTA e incubadas a 37 °C por 2 minutos. A
suspensao (meio de cultura, tripsina e células) foi centrifugada a 2500 rpm por 5 minutos,
e as ceélulas ressuspensas em 100 yL de PBS gelado. As células foram tratadas com
Anexina V-FITC (Sigma Aldrich) e iodeto de propidio (Sigma Aldrich), incubadas por 15
minutos sobre o gelo e analisadas no citbmetro Guava Muse — Luminex® segundo

protocolo do fabricante.

3.6— Eletrofisiologia em QPatch — automated patch clamp

Para avaliacdo do efeito da toxina sobre canais de sddio, foi feito o ensaio de Whole-cell
patch-clamp no sistema QPatch-16X automated electrophysiology platform
(SophionBiosciences,Ballerup, Denmark), a 24 °C. Como solug¢ao externa foi usado 2 mM
CaClz, 1 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 4 mM KCI, 145 mM NaCl, 10 mM sucrose, pH 7.4
com NaOH, e 305 mOsm. E como solucao interna foi usado 140 mM CsF, 1mM EGTA, 5
mM CsOH, 10 mM HEPES, 10 mM NaCl, pH 7.4 com CsOH, e 320 mOsm.

As células foram mantidas em um potencial de repouso de -80 mV, seguido de um pré-

pulso de -120 mV por 200 ms e entdo uma despolarizagao até 0 mV por 50ms

4- Resultados

4.1 - Cromatografia liquida de Alta eficiéncia (HPLC)

Aliquotas de 1,0 mg da pegonha bruta de R. agamemnon foram fracionadas em coluna
Shimadzu shimpack GISTC+s por RP-HPLC a um fluxo de 1 mL/min, obtendo-se o perfil
cromatografico abaixo (Figura 17). Cada corrida cromatografica resultou, em média, em

39 fragbes que foram coletadas manualmente.
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Figura 17 - A - Perfil cromatografico da pegonha de R. agamemnon em coluna C18 (Shimadzu shimpack GIST
C18 250 x 4.6mm, 5y, Analitica, Inc., USA) em sistema HPLC com um fluxo de 1 mL/min e monitoramento
realizado a 216 nm.

As fragbes cromatograficas foram submetidas a um screening de atividade antitumoral

como ilustrado na tabela 3:

Tabela 3 — Screening de atividade antitumoral das fragdes isoladas da pegconha de R. agamemnon contra
linhagem MCF?7.

Fracao Massa (Da) Peso (mg/mL) Antitumoral (%)
F8 316 0,044 37,5
F13 554 e 583 0,054 14
F14 4432, 4436 e 4440 0,006 22,3
F15 3973 € 4438 0,053 -
F17 884, 2091, 3843, 4036 € 4184 0,056 14,1
F25 625, 1282, 1693, 1787,3387, 3978, 5265, 0,038 28

6710 e 7108
F26 626, 686, 874, 1120, 3384, 3980, 5260, 0,087 30
6713, 6718 e 7110
F27 1283, 1835, 2379 0,433 62,5
F28 1835, 3800, 5219 e 7053 0,032 42,6
F29 7113 0,185 -
F31 7000, 7226 e 7364. 0,068 13,3
F32 1282, 1514, 1787, 3774, 6981, 71809, 0,671 49,6

7562 e 9099.




F34

F35
F36

F37
F38

F39

1283, 1787, 6622, 6944, 7168, 7423 e
7471

1282, 1787, 5884, 6620

1282, 1786, 3537, 7086

7123
4151, 4783, 7124, 7655, 8060 e 8468

7178

0,046

0,060
0,344

0,035
0,048

0,096

35,6

86
24,1

34,3

A fragdo F32 foi selecionada para continuar o trabalho devido a abundancia no

cromatograma e atividade antitumoral de 49,6% contra MCF7.

4.2 - Espectrometria de massa e sequenciamento de novo
A fracdo 32 que apresentou atividade contra o crescimento de MCF7 apresentou um

unico componente de massa apds a etapa de purificagdo, como mostrado na figura 18
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Figura 18 - Espectro de massa. A —Recromatografia da nRA32 apresentando grau de pureza satisfatorio e
inserto da espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF modo linear na faixa de 3000 a 18000 Da dafracao
nRA32 com massa de 7118.41 Da.

A fracdo nRA32 foi reduzida, alquilada, digerida com ftripsina e sequenciada por

sequenciamento de novo, como ilustrado na figura 19 abaixo:
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Figura 19 - Sequenciamento de novo da fragdo nRA32 de R. agamemnon pelo software ProteinPilot (AB Sciex)
apresentando os fragmentos tripticos das séries b e y com sequencia primaria KSDGCKYSCM, como ilustrado
no quadro a esquerda.

A sequéncia da nRA32 foi buscada no banco de dados Blastp, e algumas sequéncias
semelhantes foram encontradas como CllI5¢c de Centruroides sculpturatus, Css 39 de C.
suffusus e Cn5 de C. noxius (figura 20).Essas toxinas sao classificadas como B-NaTx, que
se ligam ligam-se aos canais de sodio voltagem-dependente (Nav) e mudam a voltagem
de ativagéo para potenciais mais negativos, afetando assim a ativagado do canal de sédio
e promovendo disparos espontaneos e repetitivos. Essas toxinas sao letais para
crustaceos (Cambarellus montezumae spp.), provocam paralisia reversivel em insetos

(Achaeta spp.), mas nao é toxica para os ratos [145].

Ra32 KEGYLVKKSDGCKYSCMVIAGDSNCDKECKSKTWEGSYGYCYAGGCYCTGMPENKQVYPL PGKSC--- 65
Css39 KEGYLVNKSTGCKYGCLLLGKNEGCDKECKAKNQGGSYGYCYAFGCWCEGLPESTPTYPL PNKSCSKK 68
Cn5 KEGYLVNKSTGCKYGCLLLGKNEGCDKECKAKNQGGSYGYCYAFGCWCEGLPESTPTYPL PNKSCSKK 68
CII5c KEGYLVNKSTGCKYSCFWLGKNQNCDLECKAKNQGGSYGYCYAFGCWCEGLPESTPTYPI PGKSCSSK 68

Mokl .k REkE K. . . ok koK .k MR R .k k. R Rk - ox ook

Figura 20 - Alinhamento no ClustalW das B-NaTx e nRA32:Cli5¢c de Centruroides sculpturatus, Css 39 de C.
suffusus e Cn5 de C. noxius. O (*) indica uma posi¢cao conservada, (:) indica que os residuos contém
caracteristicas fisico-quimicas muito similares, ou com pouca similaridade (.).

Os resultados do sequenciamento de novo foram confrontados com as sequéncias
encontradas pela analise transcriptdmica, manualmente checados para a obtengao da
sequéncia completa da fracdo nRA32. A sequéncia do peptideo maduro foi utilizada para
fazer a modelagem in silico utilizando a plataforma Swiss-Model do expasy, como

demonstrado na figura 21 abaixo:



KEGYLVKKSDGCKYSCMVIAGDSNCDKECKSKTWEGSYGYCYAGGCYCTGMPENKQVYPLPGKSC-amide

Figura 21 - A — Estrutura primaria da fragdo nRA32 da pegonha de R. agamemnon. B - Predi¢cdo da estrutura
terciaria da fragdao nRA32 pelo software online SWISS-MODEL vista frontal e C) vista posterior da fragao nRA32..
Como modelo foi utilizada a toxina 1jza.1.A NEUROTOXIN 2 de Centruroides sculpturatus Ewing.

4.3 — Dicroismo circular

Os espectros dicréicos obtidos em agua a 25 °C mostram que o peptideo nRA32
apresenta caracteristicas tipicas de peptideos com estrutura desordenada (Figura 22). Em
agua essas moléculas normalmente se apresentam de forma randdémica. Entretanto,
quando submetidos a presenca de surfactantes como SDS, os peptideos tendem a
apresentar mudangas conformacionais, assumindo diferentes conteudos de estrutura
secundaria, geralmente apresentam aumento no conteudo de alfa hélice[11]. Os
resultados obtidos na presenca de SDS mostram deslocamento da banda de 230 nm,
formando uma banda dicroica negativa com sinal em 208 nm (-1.426 deg.cm?dmol). O
perfil de estrutura secundaria observado para o peptideo nRA32 é caracteristico de
conformagao em hélice alfa. O percentual de hélice alfa para nRA32 em agua foi de

10,5%, com um aumento de 4% na presenca de SDS (14,7%).
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Figura 22 - Espectro de FAR-UV CD do peptideo nRA32 em agua (linha soélida) e SDS (35 mM) (linha de tragos).

4.4 - Expressao recombinante

A partir da sequéncia de aminoacidos da fragdo 32 nativa (nRA32), foi construido um
plasmideo para expressao recombinante em E. coli (rRA32). Apds a transformacgédo do
vetor nas células de E. coli (DE3), realizou-se um ensaio piloto para a verificagdo da
expressao da rRA32 recombinante. Dentre as condi¢des testadas para cada linhagem, a
que apresentou maior rendimento de expressao e solubilidade foi selecionado para a

expressao em maior escala.

Foram testados os meios de cultivo LB, TB induzidos com IPTG; e ZYP 5052 por auto-
inducdo. Apos avaliacdo em SDS PAGE, foi escolhido o meio TB induzido com IPTG por
apresentar a maior quantidade de proteina soluvel. A metodologia utilizada expressa um
complexo protéico de 42 kDa somado a proteina de interesse, neste caso a toxina rRA32
com aproximadamente 7 kDa (sem amidagao C terminal), como apresentado na figura
21.A toxina rRA32 foi purificada por HPLC, apds a clivagem com TEV, em uma coluna

semipreparativa C4 e apresentou uma fragao que elui com 90% de acetonitrila (figura 23).
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Figura 23: A -SDS PAGE da expressao da toxina rRA32 em E. coli. MM é o marcador molecular; CL é o lisado de
E. coli antes da purificagdo; FT1 é a primeira lavagem em coluna de afinidade com niNTAbeads; EL1 é a
primeira etapa de eluicdo na coluna de afinidade; FT2 é a segunda lavagem da coluna de afinidade com
niNTAbeads; EL2 é a segunda etapa de eluigdo na coluna de afinidade; Cliv é a presenca do complexo protéico
(42 kDa) e a proteina (aprox 7 kDa) apés a clivagem com TEV protease. Nesta metodologia ndao é possivel
visualizar uma banda em 7 kDa, mas é possivel perceber uma banda menos corada em torno de 50 kDa. B -
cromatograma em HPLC da toxina rRA32 apés clivagem com TEV protease.
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Figura 24: A - Espectro de massa em AB Sciex 5600 TripleTOF da fragcdo rRA32 apresentando envelope de
cargas (+19 a +6). B — Espectro deconvoluido da rRA32 pelo Unidec.

4.5 - Ensaio de viabilidade das células MCF7 e MDA MB 231

O ensaio de viabilidade celular foi realizado com as proteinas nRA32 e rRA32. O IC50 da
NRA32 para MCF7 foi 6.88 uM e para MDA MB 231 foi 23.78uM. A toxina rRA32 foi
testada apenas contra MCF7 e apresentou um IC50 de 23.74uM (figura 24). A
Doxorubicin, um farmaco utilizado na clinica com graves efeitos colaterais, foi utilizado a

titulo de comparagao de morte celular e teve um IC50 determinado experimentalmente em



165.6 nM para MCF7 e 184 nM para MDA MB 231. A quantidade expressa da toxina
recombinante ndo foi suficiente para avaliar os efeitos em MDA MB 231 bem como o

mecanismo de morte celular por citometria de fluxo.
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Figura 25 - IC50 da nRA32 e rRA32 para MCF7.0 tratamento foi realizado com a incubagao por 24h das células
com diferentes concentragoes da fragdo nativa(100-0.05ug/mL) e recombinante (200 — 0.09 ug/mL). A viabilidade
celular foi avaliada pelo método de MTT, e o ICs0 determinado em 6.88uMpara nRA32 e calculado em 23.74pM
para rRA32. A titulo de comparagao foi utilizada Doxorubicin com IC50 = 165.6 nM para MCF7 e 84 nM para MDA
MB-231. Os dados sao expressos em media * SD (desvio padrao). *p<0.01 comparado ao grupo controle.

A viabilidade celular somente de MDA MB 231 também foi medida na presenca de

lidocaina para comparar o efeito da toxina nativa com um classico bloqueador de canal de

sodio.
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Figura 26 - IC50 da nRA32 para MDA MB231. O tratamento foi realizado com a incubagao por 24h das células
com diferentes concentragdes da fragao nativa (500-0.2 ug/mL) . A viabilidade celular foi avaliada pelo método
de MTT, e o ICso determinado em 23.78uM para nRA32. A viabilidade celular também foi avaliada na presenca de
lidocaina nativa (500-0.2 pg/mL) para comparar os efeitos de um bloqueador de canal de sédio conhecido. Os
dados sao expressos em media * SD (desvio padrao). *p<0.01 comparado ao grupo controle.

4.6 — Avaliagao da morte celular por citometria de fluxo
Apods o tratamento das células com a nRA32 na concentracdo do IC50, é possivel notar
uma diferenga no tamanho e granulosidade das células, além de serem marcadas com

anexina e iodeto de propidio, o que € um forte indicador de apoptose.
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Figura 27 - Efeitos sobre a morte celular avaliados por citometria de fluxo em células MCF7 a MDA MB 231
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tratadas por 24 h (n = 3) com o IC50 da toxina para cada linhagem. * = p < 0,05.

4.7 - Eletrofisiologia

As toxinas nRA32 e rRA32 foram testadas em canais de sddio voltagem dependentes
super expressos em linhagens de cancer de mama MCF7 e MDA MB 231, sendo os

principais Nav 1.4, 1.5 e 1.7, na tentativa de sugerir um possivel mecanismo de acao das

toxinas de maneira especifica sobre esse cancer [146,147].

A toxina nRA32 apresentou um bloqueio de 40% para o canal Nav 1.4 e 11% para o canal
Nav 1.5. Ja a toxina rRA32 apresentou um bloqueio de 33% do canal Nav 1.5. Nenhum

efeito foi notado para o canal Nav 1.7, como apresentado na figura 27.
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Figura 28 - Correntes representativas de canais de sédio humanos: A-Nav 1.4, B -Nav 1.5 e C -Nav 1.7 na
presenca do veiculo (cinza) e de 1uM da toxina nRA32 (laranja). As correntes internas de sédio foram medidas
usando um potencial de repouso de —80 mV, seguido por um pré-pulso de —120 mV por 200 ms e, em seguida,
uma despolarizagdo em etapas de 50 ms para 0 mV. Na presenga da toxina nativa (nRA32), os canais NaV1.4 e
NaV1.5 apresentaram um bloqueio sutil; e o canal NaV 1.5 apresentou um bloqueio também na presenca da
toxina recombinante (rRA32).



5- Discussao

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), o cancer é uma das principais causas
de morte no mundo, sendo responsavel por 9.6 milhées de mortes em 2018. O cancer de
mama é o segundo mais frequente (2.09mi de casos em 2018) e ocupa o quinto lugar

como causa de morte (627 mil mortes em 2018) [139].

Peconhas de escorpido tém sido usadas na medicina popular chinesa para curar
pacientes com cancer. Nosso estudo caracteriza o efeito antitumoral de uma proteina

isolada da peconha do escorpido brasileiro Rhopalurus agamemnon.

As toxinas de escorpido que atuam em canais de sodio (NaTx) possuem em média 64
residuos de aminoacidos, tamanho entre 6 e 8 kDa, e quatro pontes dissulfeto [1]. A
fracdo nRA32 isolada no presente trabalho possui 7118 Da e apresenta similaridade com
a Css9, uma toxina moduladora de canal de sédio isolada a partir da peconha de

Centruroides suffusus.

Tanto a proliferagao celular como a apoptose envolvem em algum momento a ativagao
dos canais de CI, Na*, K* e Ca?*. Como os moduladores de canais i6nicos tém sido
descritos por interferir tanto na proliferagdo celular como na apoptose, atuando na
maquinaria celular, levando a duplicagdo ou morte de uma dada célula[148]. Os canais
ibnicos atuam em alguns estagios de progressdo do cancer em pelo menos seis
caracteristicas: 1) auto-suficiéncia em sinais de crescimento, 2) insensibilidade a sinais
anti-crescimento, 3) evasdo de morte celular programada (apoptose), 4) potencial
replicativo ilimitado, 5) angiogénese sustentada e 6) invasao tecidual e metastase[149], o
que facilita o desenvolvimento de células malignas e a subsequente replicagao,
contribuindo assim para o crescimento do tumor. Portanto, os fluxos iénicos mediados por
canais ibnicos sdo mecanismos de regulagdo da apoptose extremamente
importantes[150]e podem ser utilizados como ferramentas regulatérias da morte para

induzir a apoptose e otimizar tratamentos antitumorais.

A regulacdo do sodio esta intimamente relacionada com a regulagdo do volume celular,
que é regulada pela atividade adequada da bomba Na*/K*-ATPase. Apés uma lesao ou a
inibicdo direta ou indireta do canal de sddio, as células ficam “inchadas” porque a
quantidade de Na® aumenta substancialmente. Qualquer condicdo que reduza ou
aumente o Na* extracelular, favorece o acumulo de Ca?' que, por sua vez, esta
relacionado a morte celular por necrose[151]. A sobrecarga pode causar ruptura ou

citotoxicidade intracelular e resultar em apoptose, necrose ou autofagia. Quando uma



célula é exposta a compostos que ativam os canais de sédio voltagem-dependentes (Nav)
ocorre o influxo de Na* e entdo a morte celular [152]. Estas informacdes, aliadas a
resultados de eletrofisiologia e citometria de fluxo, podem sugerir o0 mecanismo de ac¢ao

das toxinas escorpiénicas moduladoras de canais de sédio sobre células tumorais.

V No presente estudo as toxinas nativa e recombinante (nRA32 e rRA32) foram testados
quanto ao potencial antitumoral contra as linhagens MCF7 e MDA MB 231. A linhagem
MCF7 se mostrou mais suscetivel a toxina nRA32 em relagéo a linhagem MDA MB 231.
Isso pode ser explicado pela natural diferenca entre as linhagens: a linhagem MCF7 é nao
metastatica, luminal e apresenta receptores para estrogeno e progesterona, mas nao
apresenta receptores para fatores de crescimento epidermal, o que faz desta linhagem
candidata ideal para horménio terapia [153]; Ja a linhagem MDA MB 231 é metastatica,
basal e receptor negativa para estrégeno, progesterona, e fator de crescimento epidermal,
o que faz esta linhagem ideal para estudos de quimioterapia [154]. Estas caracteristicas
afetam a sensibilidades as terapias e pode justificar as diferentes respostas a mesma
toxina nRA32.

Além disso, a toxina rRA32 também apresentou atividade antitumoral para MCF7, no
entanto se mostrou menos eficaz que a toxina nativa. As toxinas nativa e recombinante
apresentam a mesma sequéncia de aminoacidos, no entanto a toxina nativa apresenta
uma amidagao C-terminal. A amidacdo C terminal apresenta um papel importante na
estabilizacao das proteinas [155], bem como aumenta a interacédo das proteinas com
membranas celulares [156], o que pode justificar a diferenga de morte celular apés o

tratamento com as toxinas nativa e recombinante.

Sabe-se que os canais de sédio sdo também expressos durante a fase tardia da
progressao do tumor, motilidade celular e regulagdo potencial da invasdo celular e
metastase [157]. As isoformas dos canais NaV 1.4 e NaV1.7 sao predominantemente
expressas em diferentes linhagens celulares de cancer da prostata PC-3 e LNCaP [158],
pulmao NCI-H146 [159], bem como em cancer de mama MDA-MB-231, MDA-MB-468, e
MCF-7, principalmente com expressdao do canal NaV1.5 [146]. Devido a correlagao
positiva entre a expressao dos canais de Na* e a metastase alguns bloqueadores de NaV

podem ser potenciais rotas terapéuticas para varios tipos de cancer [157].

A toxina nRA32 apresentou um bloqueio de 40% para o canal Nav 1.4 e 11% para o canal
Nav 1.5. Ja a toxina rRA32 apresentou um bloqueio de 33% do canal Nav 1.5. Nenhum
efeito foi notado para o canal Nav 1.7, a 1 uM.



O influxo de Na + pelos canais Nav1.5 possivelmente provoca alcalinizag&o intracelular e
consequente acidificacdo do espaco extracelular proximo a membrana celular [160]. A
mudanc¢a na ativagdo dos canais, bem como o bloqueio dos mesmos, poderia diminuir o

pH intracelular e induzir apoptose [161].

O bloqueio dos canais de sodio pelas toxinas nRA32 e rRA32, nas concentracdes
utilizadas, foi considerado baixo, o que pode sugerir que talvez outros mecanismos de
acao sejam responsaveis pela resposta antitumoral especifica. Para lidocaina, por
exemplo, o mecanismo de citotoxicidade contra linhagens tumorais parece nao estar
relacionado com o bloqueio direto do canal de sédio [162]. A lidocaina apresentou efeito
inibidor para tirosina quinase do receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) em

células tumorais de lingua humana[163].

O mecanismo de acgao antitumoral de maneira especifica ainda ndo esta claro, mas as
diversas teorias parecem concordar que esta especificidade se da pelas proprias
caracteristicas aberrantes das células tumorais: superexpressdo de canais ibnicos,

receptores de membrana, diferente captacéo de glicose, etc [164,165].

Os resultados da citometria de fluxo para células MCF7 tratadas com nRA32 apresentam
a maior parte das células mortas em apoptose; enquanto que as células MDA MB 231

apresentam a maior parte das células mortas em apoptose tardia ou necrose.

Estudos anteriores identificaram trés NaV sem dois tipos de células de cancer de mama,
MDA-MB-231 e MCF-7. Neste caso, NaV1.5 (resistente a tetrodotoxina), Nav1.6 e Nav1.7
(sensivel a tetrodotoxina). A superexpressao de NaV 1.4 é 100 vezes maior na linhagem
MDA-MB-231 em comparagao com as células MCF-7; o mesmo acontece com o canal
NaV1.5 (x 1.800 vezes maior nas células MDA-MB-231); e NaV1.7. O canal Nav1.6 é
expresso em niveis relativamente baixos, semelhantes nas duas linhas celulares [146]. O
bloqueio farmacoldgico ou a regulacao positiva de NaVs podem ser a resposta para o
tratamento de certos tipos de cancer, geralmente, a interagdo especifica de drogas com
canais de Na* resulta em uma diminuicdo de diferentes tipos de células malignas [149].
Sugerimos que a atividade antitumoral da nRA32,especificamente sobre células de cancer
de mama, seja devido a modulagao positiva dos NaVs 1.4 e 1.5 provocando apoptose,
possivelmente impedindo a entrada de sddio, a célula libere no citoplasma uma grande
quantidade de calcio que ativa a via intrinseca da apoptose[166]. Isso reforgca a
importancia destes canais para linhagens de cancer de mama, e o possivel mecanismo

de acado dos moduladores de canal de s6dio como agentes antitumorais.



Alguns trabalhos exploraram o potencial de bloqueadores de canais de sodio sobre a
viabilidade celular de células de céncer de mama, no entanto nenhum deles tinha
investigado a relacdo dos canais ibnicos com a morte celular [146,160,166]. No entanto
em Janeiro de 2021 Liu et. al, investigaram o mecanismo de agéo da lidocaina sobre a
viabilidade e migracao de células de cancer mamarias (MDA MB 231, AU565, T47D, MDA
MB 468, MCF 7, BT474 e BT-20), sugerindo que um dos alvos da lidocaina seriam os
canais TRPM7, responsaveis pelo transporte de Ca2+ e também super expressos em
diversos tipos de céncer [167]. Isso sugere que os moduladores de canais idnicos tém

uma agado mais complexa do que se imagina sobre linhagens tumorais.

A espectroscopia de dicroismo circular da nRA32 é ligeiramente diferente do que se tem
descrito para toxinas escorpiénicas. Os resultados obtidos do dicroismo circular da nRA32
na presenga de SDS mostram deslocamento da banda de 230 nm, formando uma banda
dicroica negativa com sinal em 208 nm. Ja a Css |l de Centruroides suffusus mostrou
baixa absorcéo para a estrutura secundaria da a-hélice e um alto conteudo em [(3-folhas e
€ caracterizada por elipticidades negativas a 208 e 222 nm e bandas positivas a 196
nm[108]. Outras abordagens devem ser usadas para elucidagado da estrutura secundaria

da toxina, isso porque a modelagem in silico sugere a presenga de uma a-hélice e trés
folha B.



6- Conclusoes

Este trabalho teve como propdsito ampliar o conhecimento acerca dos
componentes protéicos presentes na pegonha e na glandula de pegconha do
escorpiao brasileiro Rhopalurus agamemnon.

A variedade de compostos protéicos encontrados ampliou a visdo a respeito de
peconhas escorpidnicas, inclusive relatando pela primeira vez a presenca de L-
aminoacido oxidase e amilase em peconha de escorpido.

O trabalho teve duas abordagens principais de elucidagdo dos compostos: a
primeira consiste na analise protedémica e transcriptdmica da pegonha; e a segunda
uma analise direcionada utilizando purificacdo e identificagdo de compostos com
atividade antitumoral.

As andlises Omicas apresentaram uma grande quantidade de enzimas e
moduladores de canais iGnicos.

Foi isolada uma toxina denominada nRA32 que possui 65 residuos de aminoacidos
e massa meédia de 7118 Da.

A toxina nRA32 possui sequéncia similar a Css9 uma [ sodio toxina de
Centruroides suffusus.

A partir da nRA32 foi produzida uma toxina recombinante em E. coli denominada
rRA32.

As toxinas nRA32 e rRA32 apresentam atividade antitumoral especifica para
linhagens de cancer de mama MCF7 e MDA MB 231 causando apoptose,
sugerindo uma modulagao dos canais NaV 1.4 e 1.5.

Este trabalho foi o primeiro a usar a abordagem de viabilidade celular, citometria de
fluxo e eletrofisiologia para canais de sédio voltagem dependentes, com objetivo de
elucidar o mecanismo de uma toxina com atividade antitumoral especifica para
cancer de mama.

Mais experimentos precisam ser feitos para confirmar o mecanismo de acao das
toxinas de R. agamemnon sobre linhagens e cancer de mama, como ensaio de

caspase e eletrofisiologia sobre outros canais idnicos.
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Mass
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orcokinin peptides type A-like [Centruroidessculpturatus]
hypothetical protein partial [Isometrus maculatus]

orcokinin peptides type A-like [Centruroidessculpturatus]
RecName: Full=Bradykinin-potentiating peptide;

BPP precursor [Tityusdiscrepans]

uncharacterized protein LOC111629712 [Centruroidessculpturatus]
venom neuropeptide-2 [Mesobuthuseupeus]

putativeorcokinin [Hottentottajudaicus]

venomtoxin meuVNP2 [Mesobuthuseupeus]

venomtoxin meuVNP3 [Mesobuthuseupeus]

alpha-tocopherol transfer protein-like [Centruroidessculpturatus]
uncharacterized protein LOC111620512 [Centruroidessculpturatus]
scorpine-like peptide Tco 41.46-2 [Centruroidessculpturatus]
sodium-channelmodifiertoxin precursor CsEvle [Centruroidesexilicauda]
uncharacterized protein LOC111622785 [Centruroidessculpturatus]
uncharacterized protein LOC111617551 partial [Centruroidessculpturatus]
uncharacterized protein LOC111615419 [Centruroidessculpturatus]
putativeantimicrobialpeptide [Tityusserrulatus]
putativeantimicrobialpeptide [Tityusserrulatus]

fulicin peptides-like isoform X1 [Centruroidessculpturatus]
hyaluronidase 1-like [Centruroidessculpturatus]

uncharacterized protein LOC111625725 [Centruroidessculpturatus]
transmembrane protease serine 11D-like [Centruroidessculpturatus]
putative hemocyanin subunit [Tityus obscurus]

uncharacterized protein LOC111637646 [Centruroidessculpturatus]
putative defensin-like protein 66 [Centruroidessculpturatus]
putativetransferrin [Tityusobscurus]

uncharacterized protein LOC111628254 [Centruroidessculpturatus]
hemocyanin F chain-like [Centruroidessculpturatus]
nucleobindin-2-like [Centruroidessculpturatus]
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nucleobindin-2-like [Centruroidessculpturatus]

potassium channel toxin TdiKIK-like [Centruroidessculpturatus]

potassium channel toxin TdiKIK isoform X2 [Centruroidessculpturatus]
peptidyl-glycine alpha-amidating monooxygenase A-like [Centruroidessculpturatus]
alpha-1 3-mannosyl-glycoprotein 4-beta-N-acetylglucosaminyltransferase
[Centruroidessculpturatus]

alpha-1 3-mannosyl-glycoprotein
[Centruroidessculpturatus]
angiotensin-converting enzyme-like isoform X2 [Centruroidessculpturatus]
angiotensin-converting enzyme-like isoform X1 [Centruroidessculpturatus]
peptidylglycine alpha-hydroxylating monooxygenase-like [Centruroidessculpturatus]
putativepeptidylglycine alpha-amidatingmonooxygenase [Tityusobscurus]
venomtoxin meuTx20 [Mesobuthuseupeus]

CRISP/Allergen/PR-1-like partial [Centruroidessculpturatus]
CRISP/Allergen/PR-1-like partial [Centruroidessculpturatus]

hemocyanin B chain-like [Centruroidessculpturatus]

scorpion toxin To12 precursor [Tityus obscurus]

RecName: Full=Toxin To12; AltName: Full=T-beta* NaTx5.5; Flags: Precursor
transferrin-like [Centruroidessculpturatus]

venom allergen 5-like [Centruroidessculpturatus]

venom allergen 5-like [Centruroidessculpturatus]

venom allergen 5-like [Centruroidessculpturatus]

putative hemocyanin subunit [Tityus obscurus]

alpha-toxin CvIV4-like [Centruroidessculpturatus]

hemocyanin A chain-like [Centruroidessculpturatus]

hemocyanin A chain-like [Centruroidessculpturatus]

RecName: Full=Alpha-toxin Cn12

Chain A SEQRES

alpha-toxin Cn12 [Centruroidessculpturatus]

putative alpha amylasepartial [Tityusobscurus]

putative cysteine-rich protein [Tityus serrulatus]

putative cysteine-rich protein [Tityus serrulatus]

4-beta-N-acetylglucosaminyltransferase
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60068
60068
60068
60068
60068
37504
37504
37504
44966
14110
42091
43264
43150
43491
46003
71949
2870
89419
9450
194959
87848
25082
43702
54843
11941
11941
11941
143176
150453
154939
157518
163979

pancreatic alpha-amylase-like [Centruroidessculpturatus]

pancreatic alpha-amylase-like [Centruroidessculpturatus]

pancreatic alpha-amylase-like [Centruroidessculpturatus]

pancreatic alpha-amylase-like [Centruroidessculpturatus]

pancreatic alpha-amylase-like [Centruroidessculpturatus]

uncharacterized protein LOC111613006 [Centruroidessculpturatus]

uncharacterized protein LOC111613006 [Centruroidessculpturatus]

uncharacterized protein LOC111613006 [Centruroidessculpturatus]

venom metalloproteinase antarease-like TtrivMP_A [Centruroidessculpturatus]
venommetalloproteinaseantareaseTserMP_A-like [Centruroidessculpturatus]
venommetalloproteinaseantarease-like TtrivMP_Apartial [Centruroidessculpturatus]
venom metalloproteinase antarease-like TtrivMP_A [Centruroidessculpturatus]

venom metalloproteinase antarease-like TtrivMP_A [Centruroidessculpturatus]
putativemetalloproteinase [Tityusobscurus]

synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog-like isoform X3 [Centruroidessculptt
putative hemocyanin subunit [Tityus obscurus]

RecName: Full=Css54; AltName: Full=Non-disulfide-bridged peptide 3.2; Short=NDBP-3..
angiotensin-converting enzyme-like [Centruroidessculpturatus]

beta-neurotoxin Css9 [Centruroidessculpturatus]

low-density lipoprotein receptor-related protein 1-like isoform X2 [Centruroidessculptut
venom phosphodiesterase 2-like [Centruroidessculpturatus]

hypothetical protein partial [Isometrus maculatus]

putativemetalloproteinasepartial [Tityusbahiensis]

venom metalloproteinase antarease-like TtrivMP_A [Centruroidessculpturatus]
crustacean hyperglycemic hormone-like [Centruroidessculpturatus]

crustacean hyperglycemic hormone-like [Centruroidessculpturatus]

crustacean hyperglycemic hormone-like [Centruroidessculpturatus]

ATP-binding cassette sub-family A member 3-like isoform X5 [Centruroidessculpturatus]
ATP-binding cassette sub-family A member 3-like isoform X4 [Centruroidessculpturatus]
ATP-binding cassette sub-family A member 3-like isoform X3 [Centruroidessculpturatus]
ATP-binding cassette sub-family A member 3-like isoform X2 [Centruroidessculpturatus]
ATP-binding cassette sub-family A member 3-like isoform X1 [Centruroidessculpturatus]



7733
7734
7861
7751
7865
7923
7894
7867
7933
7870
7779
7926
7937
7938
7939
7945
7947
7948
7782
8160
8161
8170
8171
8077
8078
8079
8080
8194
7979
7982
7983
7924

XP_023222918.1
XP_023222901.1
JAG85219.1
XP_023243624.1
P60163.1|SCX2_CENGR
XP_023231804.1
P58296.1|SCXB_CENNO
XP_023219913.1
XP_023212124.1
AIX87767.1

AlJ02117.2

ACD11800.1
JAW06985.1
AMO002555.1
JAW07028.1
pdb|1SEG|A
POCI57.1|SNAB6_LYCMC
POCI56.1|SNAB_LYCMC
XP_023210014.1
AAB34146.1
P45667.1|SCXR_CENLI
Q7Z1K7.1|SCX5B_CENLI
AAP49504.1
XP_023237354.1
XP_023237349.1
XP_023237348.1
XP_023237346.1
POCH40.1|SCX8_CENEL
XP_023215052.1
XP_023222201.1
XP_023222198.1
XP_023214859.1
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163979
163979
38933
74064
7661
233135
6982
207086
41274
11298
44317
12329
37655
41130
43807
7413
8785
8955
79750
7338
7338
9600
9600
166976
181325
181412
182421
7459
32469
55300
58364
40126

ATP-binding cassette sub-family A member 3-like isoform X1 [Centruroidessculpturatus]
ATP-binding cassette sub-family A member 3-like isoform X1 [Centruroidessculpturatus]
putativemetalloproteinasepartial [Tityusbahiensis]

hemocyanin B chain-like [Centruroidessculpturatus]

RecName: Full=Toxin Cg2

uncharacterized protein MAL13P1.304-like [Centruroidessculpturatus]

RecName: Full=Toxin Cn11

uncharacterized protein CG43867-like [Centruroidessculpturatus]

C3 and PZP-like alpha-2-macroglobulin domain-containing protein 8 [Centruroidessculpt
cellularprotein AbCp-44 partial [Androctonus bicolor]

metalloserrulase 9 [Tityusserrulatus]

hypothetical protein partial [Isometrus maculatus]

putativemetalloproteinasepartial [Tityusserrulatus]

metalloserrulasel3 partial [Tityusserrulatus]

putative metalloprotease partial [Tityus serrulatus]

Chain A 1 Aah2: Lgh-alpha-it (face) Chimeric Toxin

RecName: Full=Neurotoxin LmNaTx11.6; Flags: Precursor

RecName: Full=Neurotoxin LmNaTx11.1; Flags: Precursor

uncharacterized protein LOC111612953 [Centruroidessculpturatus]

toxin 1 [Centruroideslimpidus=Mexican scorpions ssp.limpidusKarsch venom Peptide
RecName: Full=Toxin ClI1; AltName: Full=Cll toxin 1; AltName: Full=Crustacean toxin 1
RecName: Full=Toxin ClI5b; Flags: Precursor

sodium-channelmodifiertoxin ClI5b precursor [Centruroideslimpiduslimpidus]
microtubule-associated serine/threonine-protein kinase 3-like isoform X6 [Centruroides
microtubule-associated serine/threonine-protein kinase 3-like isoform X4 [Centruroides
microtubule-associated serine/threonine-protein kinase 3-like isoform X3 [Centruroides
microtubule-associated serine/threonine-protein kinase 3-like isoform X1 [Centruroides
RecName: Full=Beta-toxin Cell8

uncharacterized protein LOC111617919 [Centruroidessculpturatus]

uncharacterized protein LOC111623740 isoform X4 [Centruroidessculpturatus]
uncharacterized protein LOC111623740 isoform X1 [Centruroidessculpturatus]
uncharacterized protein LOC111617793 [Centruroidessculpturatus]



7928 XP_023230245.1
7935 XP_023221062.1
7936 XP_023226782.1
7942 XP_023241930.1
7943 XP_023243619.1
7949 XP_023223525.1
7950 XP_023237427.1
8050 XP_023233467.1
8061 XP_023233468.1
8195 XP_023216775.1
8196 XP_023216774.1
8207 XP_023216776.1
8211 XP_023216778.1
8244 XP_023239821.1
8245 XP_023239829.1
8246 XP_023239828.1
9799 XP_023238015.1
10776 XP_023215976.1
8528 XP_023241780.1
8544 XP_023241773.1
8000 XP_023234148.1

1 51987 uncharacterized protein LOC111630386 [Centruroidessculpturatus]

1 55834 uncharacterized protein LOC111622858 [Centruroidessculpturatus]

1 56052 uncharacterized protein LOC111627447 [Centruroidessculpturatus]

1 58935 uncharacterized protein LOC111640163 [Centruroidessculpturatus]

1 58935 uncharacterized protein LOC111641649 [Centruroidessculpturatus]

1 60986 uncharacterized protein LOC111624804 [Centruroidessculpturatus]

2 171324 NFX1-type zinc finger-containing protein 1-like isoform X1 [Centruroidessculpturatus]
1 22732 eukaryotic initiation factor 4A-I-like [Centruroidessculpturatus]

1 53902 eukaryotic initiation factor 4A-I-like [Centruroidessculpturatus]

2 297168 uncharacterized protein LOC111619306 isoform X2 [Centruroidessculpturatus]

2 297240 uncharacterized protein LOC111619306 isoform X1 [Centruroidessculpturatus]

2 301545 uncharacterized protein LOC111619306 isoform X3 [Centruroidessculpturatus]

2 258175 uncharacterized protein LOC111619306 isoform X4 [Centruroidessculpturatus]

2 34870 uncharacterized protein LOC111638355 [Centruroidessculpturatus]

2 36716 uncharacterized protein LOC111638361 isoform X2 [Centruroidessculpturatus]

2 48996 uncharacterized protein LOC111638361 isoform X1 [Centruroidessculpturatus]

1 155225 LOW QUALITY PROTEIN: uncharacterized protein LOC111636857 [Centruroidessculpture
1 344046 adenomatous polyposis coli protein-like [Centruroidessculpturatus]

1 83877 sodiumbicarbonatetransporter-like protein 11 isoform X2 [Centruroidessculpturatus]
1 96982 sodiumbicarbonatetransporter-like protein 11 isoform X1 [Centruroidessculpturatus]
1 191148 cilia- and flagella-associated protein 44-like [Centruroidessculpturatus]

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
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8045 AMX81442.1 13 6333 potassium channel toxin meukK7-3 [Mesobuthuseupeus]

8046 AIL48764.1 13 6266 potassium channel blocker pMeKTx7-3 [Mesobuthuseupeus]

8068 XP_023230045.1 1 75900 multidrug resistance-associated protein 4-like isoform X1 [Centruroidessculpturatus]
8069 XP_023230046.1 1 75900 multidrug resistance-associated protein 4-like isoform X1 [Centruroidessculpturatus]
8063 XP_023217731.1 1 134643 pecanex-like protein 4 isoform X2 [Centruroidessculpturatus]

8064 XP_023217728.1 1 136654 pecanex-like protein 4 isoform X1 [Centruroidessculpturatus]

8065 XP_023217729.1 1 136654 pecanex-like protein 4 isoform X1 [Centruroidessculpturatus]

8066 XP_023217730.1 1 136654 pecanex-like protein 4 isoform X1 [Centruroidessculpturatus]

8027 E7CLP6.1|SCX2F_RHOJU 12 10009 RecName: Full=Putative beta-neurotoxin RjAa2f; Flags: Precursor

8028 ADV16833.1 12 10009 venomtoxin [Rhopalurusjunceus]

8029 ADV16834.1 12 10009 venomtoxin [Rhopalurusjunceus]



9168 XP_023234485.1
8085 XP_023222880.1
8086 XP_023222872.1
9905 XP_023229639.1
9906 XP_023229623.1
9907 XP_023229613.1
9908 XP_023229606.1
9909 XP_023229596.1
9910 XP_023229631.1
8187 XP_023222960.1
8390 XP_023216550.1
8152 XP_023229581.1
8210 XP_023236488.1
8233 XP_023233483.1
8445 XP_023221213.1
8462 XP_023221212.1
8463 XP_023221211.1
8468 XP_023221210.1
9810 XP_023210446.1
8243 XP_023239750.1
8289 XP_023233749.1
8368 XP_023220971.1
8440 XP_023238336.1
8448 XP_023232605.1
8449 XP_023235632.1
8450 XP_023243970.1
8460 XP_023235631.1
8469 XP_023235630.1

0 73893 calpain-C-like [Centruroidessculpturatus]

1 102125 xylosyltransferase 1-like isoform X2 [Centruroidessculpturatus]
1 113237 xylosyltransferase 2-like isoform X1 [Centruroidessculpturatus]
1 316332 teneurin-m-like isoform X2 [Centruroidessculpturatus]

1 317413 teneurin-m-like isoform X1 [Centruroidessculpturatus]

1 317413 teneurin-m-like isoform X1 [Centruroidessculpturatus]

1 317413 teneurin-m-like isoform X1 [Centruroidessculpturatus]
1 317413 teneurin-m-like isoform X1 [Centruroidessculpturatus]
1 317413 teneurin-m-like isoform X1 [Centruroidessculpturatus]
1 69998 probable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase MINDY-4 [Centruroidessculpturatus]
1 297643 dynein heavy chain 5 axonemal-like [Centruroidessculpturatus]
1 140995 vacuolar protein sorting-associated protein 13D-like isoform X2 [Centruroidessculpturat
1 37795 homer protein homolog 2-like isoform X2 [Centruroidessculpturatus]
1 35616 THO complex subunit 3-like [Centruroidessculpturatus]
1 250274 hemicentin-1-like isoform X3 [Centruroidessculpturatus]

1 270727 hemicentin-1-like isoform X2 [Centruroidessculpturatus]

1 270727 hemicentin-1-like isoform X2 [Centruroidessculpturatus]

1 276532 hemicentin-1-like isoform X1 [Centruroidessculpturatus]

1 149352 protein slit-like [Centruroidessculpturatus]

1 57435 zinc finger protein 234-like [Centruroidessculpturatus]

1 485013 dynein heavy chain 12 axonemal-like [Centruroidessculpturatus]

1 521820 ryanodine receptor-like [Centruroidessculpturatus]

1 46843 uncharacterized protein LOC111637146 [Centruroidessculpturatus]

1 52573 uncharacterized protein LOC111632423 [Centruroidessculpturatus]

1 52791 uncharacterized protein LOC111635018 isoform X3 [Centruroidessculpturatus]
1 52791 uncharacterized protein LOC111641948 [Centruroidessculpturatus]

1 54639 uncharacterized protein LOC111635018 isoform X2 [Centruroidessculpturatus]
1 57028 uncharacterized protein LOC111635018 isoform X1 [Centruroidessculpturatus]
1
1
1
1
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8053 pdb|2KBJ|A 11 7457 Chain A SEQRES

8054 pdb|2KBH|A 11 7457 Chain A SEQRES

8055 ABJ09779.1 8 9604 sodium channel toxin [Mesobuthusmartensii]

8056 Q9NJC7.1|SC11_MESMA 8 9524 RecName: Full=BmK AGP-SYPU2; AltName: Full=Alpha-neurotoxin Tx11; AltName: Full=/



8057
8058
8059
8060

8262
8259
8263
8264
8265
8121

8964
8127
8256
8236
8237
8238
8744
8188
8477
8880
9183
7929
7930
7931
8855
7775
8261
8545

AAV64255.1
AAF31478.1
AAF31295.1
AAG00581.1

00 00 00 00

XP_023222435.1
ACD11820.1
ABX76752.1
POCI52.1|SNAU_LYCMC
XP_023238168.1
XP_023209541.1

[e>e) I e) B« ) BiNe) I \S ]

XP_023229883.1
XP_023219528.1
XP_023230044.1
AAR08032.1 14
AAA28287.1 11
P45665.1|SCXY_CENNO 10
XP_023209390.1
XP_023228500.1
XP_023236571.1
XP_023233434.1
XP_023219119.1
XP_023228360.1
XP_023210754.1
XP_023212147.1
XP_023239771.1
XP_023230562.1
XP_023230592.1
XP_023224702.1
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9574
9524
9588
9524

42408
9233
9416
9415
9414

347670

22010
173143
21730
7304
9429
9560
427935
9673
46511
80961
96400
111979
84962
85185
97004
327039
37917
145325

AltName: Full=BmKalpha2; AltName: Full=BmKalphaTx11; AltName: Full=BmKalphaTx:
Full=Toxin BmTX11'; AltName: Full=Toxin Bmka2...

neurotoxin Tx11 [Mesobuthusmartensii]

toxin BmTX11' [Mesobuthusmartensii]

neurotoxin TX11P [Mesobuthusmartensii]

alpha toxin2 precursor [Mesobuthusmartensii]

glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD(+)] cytoplasmic-like is
[Centruroidessculpturatus]

hypotheticalprotein [Isometrusmaculatus]

neurotoxin LmNaTx4 precursor [Lychasmucronatus]

RecName: Full=Neurotoxin LmNaTx30; Flags: Precursor

alpha-toxin CvlV4-like [Centruroidessculpturatus]

multiple epidermal growth factor-like domains protein 8 [Centruroidessculpturatus]
vesicle-associated membrane protein-associated protein A-like is
[Centruroidessculpturatus]

uncharacterized protein LOC111621579 [Centruroidessculpturatus]
uncharacterized protein LOC111630209 [Centruroidessculpturatus]
beta-toxinpartial [Centruroidesnoxius]

Na+-channel blocking toxin partial [Centruroidesnoxius]

RecName: Full=ToxinCngtlV; Flags: Precursor

protocadherin Fat 4-like partial [Centruroidessculpturatus]

alpha-toxin CsE5-like [Centruroidessculpturatus]

lissencephaly-1 homolog [Centruroidessculpturatus]

transcription factor Sox-13-like isoform X2 [Centruroidessculpturatus]
ATP-dependent RNA helicase DDX3X-like [Centruroidessculpturatus]
uncharacterized protein LOC111628749 [Centruroidessculpturatus]

poly(A) polymerase beta-like [Centruroidessculpturatus]

poly(A) polymerase beta-like partial [Centruroidessculpturatus]

clathrin heavy chain-like [Centruroidessculpturatus]

cadherin-related tumor suppressor-like partial [Centruroidessculpturatus]
uncharacterized protein LOC111630685 [Centruroidessculpturatus]

macrophage mannose receptor 1-like [Centruroidessculpturatus]



8216
8423
8424
8425
8639
8641
8457
8616
8617
8896
8546
8391
8399
8511

XP_023218783.1

P56608.1|SCX3_TITBA

AAB36320.1
JAG85206.1

XP_023220508.1
XP_023220506.1
XP_023233078.1
XP_023244111.1
XP_023244110.1
XP_023225803.1
XP_023215599.1
XP_023226357.1
XP_023227571.1
XP_023226888.1
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95099
6978
6978
9598

120656
124215
200754

94121

94250

38858

43081

94636

99570

351317

uncharacterized protein LOC111620987 [Centruroidessculpturatus]
RecName: Full=Toxin Tbh3; AltName: Full=P-Mice-alpha* NaTx3.3; AltName: Full=TbTx IV
IV-5b=toxin IV-5 homolog [Tityus bahiensis venom Peptide 62 aa]

putative sodium channel toxin [Tityus bahiensis]

protein kintoun-like isoform X2 [Centruroidessculpturatus]

protein kintoun-like isoform X1 [Centruroidessculpturatus]

uncharacterized protein LOC111632783 [Centruroidessculpturatus]

histone acetyltransferase KAT6A-like isoform X2 [Centruroidessculpturatus]
histone acetyltransferase KAT6A-like isoform X1 [Centruroidessculpturatus]
beta-1 3-galactosyltransferase 1-like [Centruroidessculpturatus]

TWiK family of potassium channels protein 7-like [Centruroidessculpturatus]
tetratricopeptide repeat protein 7B-like [Centruroidessculpturatus]
uncharacterized protein LOC111628045 [Centruroidessculpturatus]
serine-protein kinase ATM-like [Centruroidessculpturatus]



lll —-Parte das toxinas putativas a partir da glandula de peconha

>TRINITY_DN21116_c0_g2_i3 sp|D9U2AO0|SNAAA_LYCMC Neurotoxin LmNaTx10 OS=Lychasmucronatus OX=172552 PE=2 SV=1
MNYFILIFAATLLLLDVEGKKDGYPADGNNCRYNCWKNEYCDKLCKDMKGESGYCYGWNLSCWCTGLPDKARLKSDAKCNG*

>TRINITY_DN21048 c0_g2_il sp|POC1X6|KA183_TITDI Potassiumchanneltoxin alpha-KTx 18.3 OS=Tityusdiscrepans OX=57059 PE=1 SV=2
MHFSGVLLILFSLTLINSIFFDVAEARAFGSCDPFKCVAECRKKGKGGGCKDYNTCECSIFGK*

>TRINITY_DN20428 c0_g4 il sp|QO0GY43|KIK2_TITDI Potassium channel toxin TdiKIK OS=Tityus discrepans OX=57059 PE=1 SV=1
FFFCLRKSFNGDERGDLQRSLGRQAHTLEVLALADRFLGGAMVFTELLDDRTGVLRLGRQFVPRIPHLRCGFGQFILDAFHYFFSSSGLCQGVDQQHGGQKGQDGATTSDDHLESD
>TRINITY_DN20879 c0 gl i6 sp|P59847|KAX25 CENLM Potassiumchanneltoxin alpha-KTx 2.5 OS=Centruroideslimbatus OX=244936 PE=1 SV=1
LKRFSLLFKNMKAFYGILTILLFCSILNLSHQTVIDVKCTSPRQCERPCKDRFGPRTGSKCMNGKCKCYPH*

>TRINITY_DN21216_c0_g2_i6 sp|P01492|SCX1_CENSC Toxin CsEvl OS=Centruroidessculpturatus OX=218467 PE=1 SV=3
MLCNFISNYFSNYNHRNGRHKKNNGFIFCRMTCREEGTPVYSLAFPNNNILLHNSSHSCLPKICFCIPCHNCCHQLSPCNCIYSRLIS*

>TRINITY_DN21049 c0 g1 il10 sp|P0C292|TX11_ANDCR Toxin Acral OS=Androctonuscrassicauda OX=122909 PE=1 SV=1
ERTVIFSMDLYVVLLTSLIVGSLIGSGSADYMIPIKSSACKKEGTTKEKNAACYEDCKKERFGTGMMVRYGFCHENKCICNFYQYTP*

>TRINITY_DN20444 c1 g3 i3 sp|P45663|SCX5_CENNO Beta-toxin Cn5 OS=Centruroidesnoxius OX=6878 PE=1 SV=1
MKTSLLIAFCLVLIGVVYAKDGYLVNKSTGCKYSCSILSSNCDKECKLFKGKSSECKWDGCYCKGLPENTQVYPINKKCSSYK*

>TRINITY_DN21024 c0 gl i6 sp|P63019|SCX12_CENNO Alpha-toxin Cn12 OS=Centruroidesnoxius OX=6878 PE=1 SV=1
MNSILVFALAILFPGMGRGELRDGYPLASNGCKVGCEPLGENNPTCNYVCLNKAGSDYGYCYAWNCYCLHVAEGTVLWGDPGTGPCKVY*

>TRINITY_DN21116 cO g5 il sp|POCI52|SNAU_LYCMC Neurotoxin LmNaTx30 OS=Lychasmucronatus OX=172552 PE=2 SV=1
MNYFILIFAATLLLSDVEGKKDGYPADGNNCKYDCWKNSYCE

>TRINITY_DN19347_c0_g1_i3 sp|P56611|SCX1_TITBA Toxin Th1 OS=Tityus bahiensis 0X=50343 PE=1 SV=1
MKRFILFVTCLVLMGLVVESKDGYPMDHEGCKEWCVINSAYCDHICKVHKAKSGYCYFPKLACYCEGLPENAKIWERATNKCGKVGK*

>TRINITY_DN21005_c1 g1 i5 sp|P01492|SCX1_CENSC Toxin CsEvl OS=Centruroidessculpturatus OX=218467 PE=1 SV=3
MNNLLMITACFVLIGAVCAKEGYLVKKSDGCKYSCVMLFGDSNCMGECTSANHKGQKGYCYAFACYCEGMPESSSVYPLPNKSCGRK*

>TRINITY_DN21052_c1 g3 i3 sp|Q5G8B6 | KAX45_TITCO Potassium channel toxin alpha-KTx 4.5 OS=Tityus costatus OX=309814 PE=1 SV=1
MKAFYGILTILLFCSMLNLSHQTVIDVKCTSPRQCDPPCKERFGPRTASKCMNGKCKCYPH*

>TRINITY_DN20527 _c0_g5 il sp|F1CGT6|SCX9_CENSU Beta-neurotoxin Css9 OS=Centruroidessuffusus OX=6880 PE=1 SV=1
SPLIEVWRKLPAKMKMLILITSLMIIGVWSKDGYPMDHKGCKIPCVINNQFCETECKIGLKGKKGYCYAWKLACYCEGLPEHAKVWDKATNKCRA*
>TRINITY_DN20837_c1_g3_i7 sp|Q7Z1K5|SCX6_CENLI Toxin ClI6 OS=Centruroideslimpidus OX=6876 PE=2 SV=1
MKTLLLFTFCLVLIGMVYTKEGFLAVESGCKISCSLLSGDGMCERECVAKQADHGFCFNMGCYCYGLPESVPTYPIPGKTC*

>TRINITY_DN12668 c0 gl i2 sp| 046028 | KA101_CENNO Potassium channel toxin alpha-KTx 10.1 OS=Centruroidesnoxius OX=6878 PE=1 SV=1
[ILIFQKLNLEQMKDIMKITLIVLILFVTMNTFANWNAAAASCVYRTCDSNCKSTGYRSGKCINSKCKCYPFGK*



>TRINITY_DN20879_c0_g1 i3 sp|P45629|KAX23_CENLI Potassiumchanneltoxin alpha-KTx 2.3 OS=Centruroideslimpidus OX=6876 PE=1 SV=1
LKRFSLLFKNMKALYGILTIFLFCSMYVKCTSYQCERPCKDRFGPRTGSKCMNGKCKCYPHRG*

>TRINITY_DN20746_c0_g1_i5 sp|P58296|SCXB_CENNO Toxin Cn11 OS=Centruroidesnoxius OX=6878 PE=1 SV=1
MKTFIVFISVLLLLGVESSRDGYPVDEKGCKISCVINNKYCNSICHGRGAKYGYCYTGGLACWCEALPDNVKAWTYETNTCGKK*

>TRINITY_DN20527 c0 g7 il sp|F1CGT6|SCX9_CENSU Beta-neurotoxin Css9 OS=Centruroidessuffusus OX=6880 PE=1 SV=1
MKILILHASLIIGVWSKDGYPMDRKGCKISCLVNDQYCESQCTEVLKGKSGYCYSWGLACWCKGLPDDVPVWTYAKNTCRS*

>TRINITY_DN20984 c0 g3 il sp|F1CGT6|SCX9_CENSU Beta-neurotoxin Css9 OS=Centruroidessuffusus OX=6880 PE=1 SV=1
MKRFILFVCCLMLMGLVVQSKEGYPMDHEGCKIWCVVNDPYCDITCKEMGGESGSCYSWGLACYCKGLPEDAKVWERETNTCGQKRK*

>TRINITY_DN20193 _c0_g1_i6 sp|POCI56|SNAB_LYCMC Neurotoxin LmNaTx11.1 OS=Lychasmucronatus OX=172552 PE=2 SV=1
HHYPPIYICVNMYTATTGSLSTFRSTERNMNASLLFLLTLSLVLLHNAQSKKDVPSTYPINENGCTYECFHADTDHIRCKNFCKQLGGSWGYCYFFTCKCEYLPKSVPQEDRLKLFSCGATMLGVS
>TRINITY_DN20746 _c0 g1 i9 sp|P58296|SCXB_CENNO Toxin Cn11 OS=Centruroidesnoxius OX=6878 PE=1 SV=1
MVIQWMKKVARYPVSSTTSIVTLSAMVEAPSMDIATPEGWHVGAKHCLTM*

>TRINITY_DN20995 c1 g2 i4 sp|P60266|SCX4_CENSU Beta-mammaltoxin Css4 OS=Centruroidessuffusus OX=6880 PE=1 SV=2
MKIFLLISFYLVLIGIAYAKDGNQVHKVTRRSTRCMMVPGDKLCNKKCQLQTGKTSAGYCYMNGKCYCLSMLEDAVSQSRQVIQ*

>TRINITY_DN21167 cO gl i23 sp|P01493|SCX2_CENSC Toxin CsEv2 OS=Centruroidessculpturatus OX=218467 PE=1 SV=2
MKTSLLIAFCLVLIGVAYAKDGYPANKSTGCKYACTSDDSCNSICGAHKGSSGTCSMMSCYCKGMPESAAVYPLPGKYCSEVCILQSIEKLHSSSFSSIFLSHSSSKHH*
>TRINITY_DN20444 c1 g3 i8 sp|P01492|SCX1_CENSC Toxin CsEvl OS=Centruroidessculpturatus OX=218467 PE=1 SV=3
MKTSLLIAICLVLIDVAYTKDGYLVKRYNGCKYDCKLILDDKYCNEECQDKNAGGTYGYCYKFGCWCRGMPENADVYPLSSKSCGGK*

>TRINITY_DN20654 c0 g2 il sp|P63019|SCX12_CENNO Alpha-toxin Cn12 OS=Centruroidesnoxius OX=6878 PE=1 SV=1
MKILLLLTFCLLLIAIEGKENPREGYPINKSGCKYKCYPLGENNEKCTRICKKAGSGYGYCKFFGCYCEDVSKDTVLWGDPNTPIMCMDI*

>TRINITY_DN21024 c0_g1_i10 sp|P63019|SCX12_CENNO Alpha-toxin Cn12 OS=Centruroidesnoxius OX=6878 PE=1 SV=1
DLPIAQYLRQRVNSSSSRHNNIRSHFRLYLGKRNYKSDYFLLAARIQLCSHLKLKDIHPSARLFPFRGRELPEQIRVSNSCLIILLLHHLELIVFILFSSRNCRRCR*
>TRINITY_DN20788 c0_g3 i3 sp|P69940|KBX1_TITSE Potassium channel toxin TsTXK-beta OS=Tityus serrulatus OX=6887 PE=1 SV=2
MFHAVTFVGRTSELRLGRFVHHHLQDLPQLTFGHRQGQQFLHVLLSDSTGCQRHHSQEEQKDSQFPFHFDDVDFKFRFQICFIAWNIFPQ*
>TRINITY_DN21167 _c0_g1 il sp|P01493|SCX2_CENSC Toxin CsEv2 OS=Centruroidessculpturatus OX=218467 PE=1 SV=2
MKTSLLIAFCLVLIGVAYAKDGYPANKSTGCKYACTSDDSCNSICGAHKGSSGTCSMMSCYCKGMPESAAVYPLPGKYCSGK*

>TRINITY_DN21159 c¢3 g4 i3 sp|Q11180|SCX1_TITDI Toxin Td1 OS=Tityusdiscrepans OX=57059 PE=1 SV=2
MKRFIVFVFCLVLMGLLVESKDGYPMDKNSCVKSCKTDDLNQYCYSICSELRTVYGNCLYRYLASCNSRDLSENA*

>TRINITY_DN21052 c1 g5 il sp|PODPT4 |KAX47_TITST Potassium channel toxin alpha-KTx 4.7 OS=Tityus stigmurus OX=50344 PE=1 SV=1
MFKPMMIKRMQKKFANNKLLVLHKVVRVLTVDIPCSMNRIWNNIRPCPPYSAFRTLIDHASDQVNWNVGSQKHCFYRILHCRLCFSKL*

>TRINITY_DN20926 c2 g8 i3 sp|P58296|SCXB_CENNO Toxin Cn11 OS=Centruroidesnoxius OX=6878 PE=1 SV=1

MKMFIAFLSVLLLLGVESSRDGYPVDEEGCKISCVINNKFCNSICHSRGAKYGYCYTGGLACYCEALPDNVKAWAYKTNTCGKK*



>TRINITY_DN20968 c2_g5_i2 sp|P56219|KAX42_TITSE Potassium channel toxin alpha-KTx 4.2 OS=Tityus serrulatus OX=6887 PE=1 SV=2
GLNRILFFKNMKGFYGILIILLFCSMFSLSQQAVIIRVPMCKPAAPYPCGPLCKKKGFNNGKCVGGRSCECT*

>TRINITY_DN21137_c2_g7_il sp|P63019|SCX12_CENNO Alpha-toxin Cn12 OS=Centruroidesnoxius OX=6878 PE=1 SV=1
MKFLLLLTFCLLLIVIKGGDTRDGYPIKKSGCKYKCNTLGDENPRCTQVCKDAGSPYGYCYFYTCYCENVSKDAVLFGDSGTPWCTDLK*

>TRINITY_DN20806_c0_g1 il sp|Q11180|SCX1_TITDI Toxin Td1 OS=Tityusdiscrepans OX=57059 PE=1 SV=2
MKRFIVFVSCLVLMGLVVESKNGYPADKDGCPETCETNNLNLYCDNLCRRLKAKNGYCFLLLPACYCRDLPENVKLSVSGSRRCPTIGK*

>TRINITY_DN20837_c1_gl i4 sp|Q7Z1K5|SCX6_CENLI Toxin ClI6 OS=Centruroideslimpidus OX=6876 PE=2 SV=1
MTITIPVKTKAIFTLLCLAFSVTRSVIWEVITASNFTARFDCQKTIFSIHYSNQNKTKSHQEGSLHCQRLSGSVENRNSLTSDSRNPVFTVVR

>TRINITY_DN20993 c2 g3 i2 sp|AOFOC2|SCXM1_MESMA Mesotoxin-1 OS=Mesobuthusmartensii OX=34649 PE=3 SV=2
MKILTLFFVFVIISSLTVCTYSLDRFLEVNGTYVICLYVNKPFVDCKNLCTENMDAEDGFCRQPHCFCTDIASGRKVTSNREY*

>TRINITY_DN20527 c0 g5 i3 sp|F1CGT6|SCX9_CENSU Beta-neurotoxin Css9 OS=Centruroidessuffusus OX=6880 PE=1 SV=1
MKILILIMASLMIIGVWSKDGYPMDHKGCKIPCVINNQFCETECKIGLKGKKGYCYAWKLACYCEGLPEHAKVWDKATNKCRA*

>TRINITY_DN21116 c0 g2 i2 sp|D9U2A0|SNAAA_LYCMC Neurotoxin LmNaTx10 OS=Lychasmucronatus OX=172552 PE=2 SV=1
MNYFIMIFAATLLLLEIEGKKDGYPADGSNCKYECWKNDYCDKLCKDMKGESGYCYGWNLSCWCTGLPDNARIKSDAKKCYPRG*

>TRINITY_DN18796 c0 g6 i3 sp|P63019|SCX12_CENNO Alpha-toxin Cn12 OS=Centruroidesnoxius OX=6878 PE=1 SV=1
KAILVISLILLLVELKGGEAKDGYAVDPHRCRYMCGSLGESEKCRNICKKRAGTSYGYCYAFFCYCESVSSKFAVWGDPTLGPCIADGKRSLE*

>TRINITY_DN21005 c1 g1 il10 sp|P01492|SCX1_CENSC Toxin CsEvl OS=Centruroidessculpturatus OX=218467 PE=1 SV=3
NIVYIYSCVCIHISTKEKNVLYVVRMFGFLFVICFFPRIMAMSASVLINNNNNNSGIQCKTL*

>TRINITY_DN20527 c0 gl il sp|F1CGT6|SCX9_CENSU Beta-neurotoxin Css9 OS=Centruroidessuffusus OX=6880 PE=1 SV=1
GVWSKDGYPMDRSGCKIACVINNQYCETECKIVLKGKVGYCYFWKLACYCEGLPEHVRVWDRATNKCRA*

>TRINITY_DN21052_c1 g6 il sp|D9U2A8|KA159 LYCMC Potassium channel toxin alpha-KTx 15.9 OS=Lychasmucronatus OX=172552 PE=3 SV=1
MTNKIQKKFANNKLSVLHKVVRVLTVDMPCSMNRIWNNIESALSFVLCVSNIDRSASDPVNSNVGSQKHCFYRILQCATVLLQALKIHPISVVEFYLI*
>TRINITY_DN21052 _c1 g2 il sp|PODPT4 | KAX47_TITST Potassium channel toxin alpha-KTx 4.7 OS=Tityus stigmurus OX=50344 PE=1 SV=1
LLFKNMKAFYSILLILLFCSMFNLSQQTFIDVKCSSSTLCFSECQKRFGRAQGKCMNGGCKCYR*

>TRINITY_DN21052 _c1 g1 il sp|PODPT4 | KAX47_TITST Potassium channel toxin alpha-KTx 4.7 OS=Tityus stigmurus OX=50344 PE=1 SV=1
LKRFLLFNMKAFYGILIFLFCSMFNLTSQQLIINYKCSSTSDCESPCKQAKGKVSVKCTNGRCFCYPVTS*

>TRINITY_DN21167_c0_gl_i7 sp|P01493|SCX2_CENSC Toxin CsEv2 OS=Centruroidessculpturatus OX=218467 PE=1 SV=2
MKTSLLIAFCLVLIGVAYAKDGYIANKATGCKYPCMNHGSCINECKSGPYKGSSGKCSVMYCYCMGMPESAPVHPIPGKPCFGK*

>TRINITY_DN21137 c2 g7 _i2 sp|P63019|SCX12_CENNO Alpha-toxin Cn12 OS=Centruroidesnoxius OX=6878 PE=1 SV=1
RDGYPLASNGCKFGCSGLGENNPTCNHVCEKKAGSDYGYCYAWTCYCEHVAEGTVLWGDSGTGPCRS

>TRINITY_DN20492_c0_g1_i3 sp| C9X4K3|SCNAS5_TITDI Toxin TdNa5 OS=Tityusdiscrepans OX=57059 PE=2 SV=1
MRYPALYLPIFFVILPLALLSDLEETRNGFLLDRKYCKIKCSLLGPNSMCKKRCAASGANSGYCKNYACFCKNVRKQVKIWGDAVKCKL*



>TRINITY_DN20527 c0_gl11 il sp|F1CGT6|SCX9_CENSU Beta-neurotoxin Css9 OS=Centruroidessuffusus OX=6880 PE=1 SV=1
LVFNRNFNGELNTKMKIFILIIASLMIIGVWSKDGYPMDHKGCKIPCVINNKYCDTECRIVLKGKTGYCYFLKLACYCEGLPGHVRVWERATNKCRA*
>TRINITY_DN20879 c0 g1 i7 sp|Q5G8B6 | KAX45_ TITCO Potassium channel toxin alpha-KTx 4.5 OS=Tityus costatus OX=309814 PE=1 SV=1
LKRFSLLFKNMKALYGILTILLFCSMLNLSHQTVIDVKCKSPRQCERPCKDRFGPRTGSKS*

>TRINITY_DN17336_c0_g2 il sp|P0C293 | TX12_ANDCR Toxin Acra I-2 OS=Androctonuscrassicauda OX=122909 PE=1 SV=1
MVSIVSLFLIVAVSLFTFVNVEGAVVPGGYPVNQFNCTYPCYYGSDEIQCQQFCKMLKGGFGYCYLYTCYCERLPENVNQIKSQKTFGCTNGPWDISTVSV*
>TRINITY_DN20735_c0_g6_i2 sp|P63019|SCX12_CENNO Alpha-toxin Cn12 OS=Centruroidesnoxius OX=6878 PE=1 SV=1
MKLFRSLTKGGDTRNGYPIRKSGCKYECNQLGEENPRCTQVCNDAGSTYGYCYFYTCYCKNVPKDTVLFGDSGTPWCMKLK*

>TRINITY_DN21150 c7_gl1 il sp|Q5F1N4|KS4_MESMA Toxin BmTxKS4 OS=Mesobuthusmartensii OX=34649 PE=3 SV=1
MKFSTLFLIFLMFSTILVIDANQRVKWHPMRIKGGGHASCSNTLKMTQSDFCHKLCNGDGKTRLSKCVNNKCYCSSQLFPHVIEV*

>TRINITY_DN13898 c0 g2 i2 sp|LOGCWS8|TXUE_URQOYA Toxin-like protein 14 OS=Urodacusyaschenkoi OX=1273102 PE=2 SV=1
MAFVNKLYTCGICLCLLVQFLHAAILLTPQDVGPGPCIDKNGNKHQLKDVWTHDDTCERHKCVVIRGIRNIKTFKCGVIDVPEGCRMIKGEGPYPQCCPDIEC*

>TRINITY _DN21052_c1 g2 i12 sp|PODPT4|KAX47_TITST Potassium channel toxin alpha-KTx 4.7 OS=Tityus stigmurus OX=50344 PE=1 SV=1
LLFKNMKAFYSILLILLFCSMFNLSQQTFINVKCSSSTLCFSECKKRFGRAQGKCMNGGCKCYR*

>TRINITY_DN21159 c3 g4 i1l sp|Q11180|SCX1_TITDI Toxin Td1 OS=Tityusdiscrepans OX=57059 PE=1 SV=2
MKRFIVFVFYLVLIGLLVESKDGYPMDKNSCVKSCKTDDLNQYCDTSLCRGLRTAYKNCFYRLKACNF*

>TRINITY_DN21052_c1 g3 i7 sp|PODPT4|KAX47_TITST Potassium channel toxin alpha-KTx 4.7 OS=Tityus stigmurus OX=50344 PE=1 SV=1
MKAFYGILIFLFCSMLNLSSQQVDLKKKCSSSSQCYSPCKRAVGVAAGKCMNGRCTCYP*

>TRINITY_DN20512 _c2 g1 i2 sp|R4GUQ3|KA281 ISOMC Neurotoxin alpha-KTx 28.1 OS=Isometrus maculatus OX=497827 PE=1 SV=1
MKLLLTLLILSIFIQTMIIQIMAFSCENHEDCTLLCYETIGTCDNGRCICVR*

>TRINITY_DN18159 c0_g1_i2 sp|POCI52 | SNAU_LYCMC Neurotoxin LmNaTx30 OS=Lychasmucronatus OX=172552 PE=2 SV=1
MNYYILIFVITFLFLGVEGKKDGYPQDAERCFYKCWRNAYCDKVCKDKKGESGYCYALTLWCWCIGLPDNAVPEYASDCYRK*

>TRINITY_DN16899 c0 g1 il sp|P46066 | SCXV_CENSC Alpha-toxin CsE5 OS=Centruroidessculpturatus OX=218467 PE=1 SV=1
MNPLFLVVLTCLLALGVESKKDGYPVDAGNCKYECLRDSYCADLCAKRKADSGECYLRTFSCYCKGLPDNEPIKKSGKCNGALGGRKTPSE*

>TRINITY_DN20968 c2_gl i4 sp|Q5G8B6 | KAX45_TITCO Potassium channel toxin alpha-KTx 4.5 OS=Tityus costatus OX=309814 PE=1 SV=1
MQRIFRQGLNRILFFKNMKGFYGILHILLFCSMFSLSQQILIDVTFCRPLVCIPMCKHKGFTFVKCVKGGLCECT*

>TRINITY_DN20879 c0_g1_i2 sp|Q5G8B6 | KAX45_TITCO Potassium channel toxin alpha-KTx 4.5 OS=Tityus costatus OX=309814 PE=1 SV=1
MFAFDCIVLTKYLLVYIENHISNRNTCFESILPYVCAVLH

>TRINITY_DN20788 c0_g3 i4 sp|P69940|KBX1_TITSE Potassium channel toxin TsTXK-beta OS=Tityus serrulatus OX=6887 PE=1 SV=2
MFHAVTFVGRTSELRLGRFVHHHLQDLPQLTFGHRQGQQFLHVLLSDSTGCQRHHSQEEQKDSQFPFHFDDVD*

>TRINITY_DN31816 c0 gl il sp|Q5Q995 | KTAP2_IXOSC Protein KRTCAP2 homolog OS=Ixodes scapularis OX=6945 PE=2 SV=1
LSYDIQRGSLYFNLIFKMAMSSGTSCLLSLSLFVLLFAAMQVYRAHLVSSQFMTIVGGYLGSLLFILLLTAVGNLETSLFGKTFQTKLFPEVVISMVIAMAASAFVHRVCITTCFLFSILALYYLNKISIKEY



>TRINITY_DN21216_c0_g2_i3 sp|P01492|SCX1_CENSC Toxin CsEvl OS=Centruroidessculpturatus OX=218467 PE=1 SV=3
MCIMQACYGQLLNIKLSSAFIISHVYYCRAEAMVVIVVGQVFMVKLFNENNANAESRIAKLCRFKYNAVE*

>TRINITY_DN20527 c0 g3 il sp|F1CGT6|SCX9_CENSU Beta-neurotoxin Css9 OS=Centruroidessuffusus OX=6880 PE=1 SV=1
PSKLRRQSKSKMKILILIVASLMIIGVWSKDGYPMDRKGCKIACLINHKSCDTECRQVLKGKSGYCYTLGLACWCEGLPNHVRVWERATNKCRA*

>TRINITY_DN13456_c0_g1 i3 sp|B5KF99|KA11M_MESMA Potassiumchanneltoxin alpha-KTx J123 OS=Mesobuthusmartensii 0X=34649 PE=2 SV=1
MNKVYLVAILVLSVLLVANVSPVEGVPTGGCPLSDSLCAKHCKKNKFGKTGKCVGPNKGTCKCSV*

>TRINITY_DN20806_c0_g4 il sp| Q5G8A8|SCX38_TITCO Toxin-like TcoNTxP1 OS=Tityus costatus OX=309814 PE=1 SV=1
MKRFILFVCCLMLMGIVVECKDGYPLDHRNCKVFCLINFTTCNSICVRRKAKSGYCYTLGLACYCQGLPENTAVWDSANGRCKKNK*

>TRINITY_DN21052_c1_g3_i5 sp|PODPT4|KAX47_TITST Potassium channel toxin alpha-KTx 4.7 OS=Tityus stigmurus OX=50344 PE=1 SV=1
MKVEDTLRITSASSIHTFSCSYSYCSFTR*

>TRINITY_DN20739 c0 g2 i5 sp|POCI52|SNAU_LYCMC Neurotoxin LmNaTx30 OS=Lychasmucronatus OX=172552 PE=2 SV=1
LNVNYVIEINLYPGIAGIPTITPGLNRECPVWASRPSEEFLDKSTCGQNELLDIDCGPVFLGFRSGEREGRISGGFEKLQVRMLETGRLRETVQEAEGQKRTVLQVERVVLLQRATG*
>TRINITY_DN21180 c2 gl i9 sp|D9U2A5|SNA28 LYCMC Neurotoxin LmNaTx28 OS=Lychasmucronatus OX=172552 PE=2 SV=1
MRGQTIKTMKIFVLLFSLALAVFADKKSSRDGFVLVNGRPIICLLADNQDFNEFCELQCAQRGAEDGICCVGACYCYGVPSGQRILRHWLFERFICRYRNIKWREINSNIFVFFE*
>TRINITY_DN19621 c0 g1 il sp|LOGCWS8|TXUE_UROQOYA Toxin-like protein 14 OS=Urodacusyaschenkoi OX=1273102 PE=2 SV=1
MKYLILVCLMSVLVAVNSYTARMTVPNVNGNCDINGHLVKSGDTYYDEEKCEELTCSASSHPISYNVLIDGTMEPIYDKKAYVEVLGCGIAHTEKDGKKCRIVKTTGIYPECCNGPILCE*
>TRINITY_DN20527 c0 g7 i3 sp|F1CGT6|SCX9_CENSU Beta-neurotoxin Css9 OS=Centruroidessuffusus OX=6880 PE=1 SV=1
MKILFVVIASLLIIGVWSKDGYPMDRKGCKIACLINHKSCDTECRQVLKGKSGYCYSWGLACWCKGLPDDVPVWTYAKNTCRS*

>TRINITY_DN20193 c0 g1 i3 sp|POC1B8|IKIT_PARTR lkitoxin OS=Parabuthustransvaalicus OX=170972 PE=1 SV=1
MVCSKCISLDFLEVRTCKIILYFYPISIPLLVITSWKMKWKSMPCADSNSKPPHGINPVNTQKTDISIILEKAIHSNVTSLLTLQSIKSHVNITANRYFNILY*

>TRINITY_DN20512 c2 gl il sp|Q95NJ8|KA171_MESMA Potassiumchanneltoxin alpha-KTx 17.1 OS=Mesobuthusmartensii 0X=34649 PE=1 SV=1
MCITISICCRVAKNWLTSIKTWLIGMFNWLTFILISIYLNIYMYKHVIYTCIMWSYLLKLS*

>TRINITY_DN20527_c0_g3_i2 sp|F1CGT6|SCX9_CENSU Beta-neurotoxin Css9 OS=Centruroidessuffusus OX=6880 PE=1 SV=1
MVETSMIYPIVEIQRTYTIHETDNWINALHRYLWFYFVGNGVTS*

>TRINITY_DN19553 c0 g1 i3 sp|AOA059UI121|KA263_MESGB Potassium channel toxin alpha-KTx 26.3 OS=Mesobuthus gibbosus 0OX=123226 PE=3 SV=1
MTFLHEILLIFLILSISMEFFSDSKVEAFCRVEACIKNCQNKGHSSGQCRYSRCKCIDK*

>TRINITY_DN21052 _c1 g2 ill sp|PODPT4 | KAX47_TITST Potassium channel toxin alpha-KTx 4.7 OS=Tityus stigmurus OX=50344 PE=1 SV=1
MLTWIQFLLFSNRNRSRPLSHDQFNESQKREREKCRKSLVSIFVRSQIKFVRKFHPLTSAQSQPESSYVCLVFFRTFMYTGGQIKLLGGKMWTNIGKTNGINFFDKTQLGCANFKNLETKQCNHS*
>TRINITY_DN20993 c2 g3 il sp|AOFOC2 | SCXM1_MESMA Mesotoxin-1 OS=Mesobuthusmartensii 0X=34649 PE=3 SV=2
MKILTLFFVFVIISSLTVCTYSLDRFLEVNGTYVICLYVNKPFVDCKNLCTENMDAEDGFCRQPHCFCTDIASGRKVTSNREY*

>TRINITY_DN2627 c0 gl il sp|B8XH30|KA23K_BUTOS Potassium channel toxin alpha-KTx Tx308 OS=Buthusoccitanusisraelis 0X=539894 PE=2 SV=1

MKRIVLVVLLLSLLHFDNQVEGRTAQRCIESDCKEKCKAKGRDGRCKVDFEMGLVYHYCECS*



>TRINITY_DN20806 _c0_g6_il sp| Q5G8A8|SCX38_TITCO Toxin-like TcoNTxP1 OS=Tityus costatus OX=309814 PE=1 SV=1
MKRFIVFVSCLVLMGLAVESKNGYPVNKNGCTLSCATSHPFCNHFCRGIKAKSGHCDIIRSTCYCRGLPENVKVSDEPITGNRRGKNGK*

>TRINITY_DN17336_c0_g2_i2 sp|P0OC293|TX12_ANDCR Toxin Acra I-2 OS=Androctonuscrassicauda OX=122909 PE=1 SV=1
MLKGGFGYCYLYTCYCERLPENVNQIKSQKTFGCTNGPWDISTVSV*

>TRINITY_DN19553 c0 g1 i2 sp|AOA059UI121|KA263 _MESGB Potassium channel toxin alpha-KTx 26.3 OS=Mesobuthus gibbosus 0OX=123226 PE=3 SV=1
MYSSENRNKNKPLKYFRFNYGFRSCKSNGFFGFRFGYGSNPWYLHTKTYV*

>TRINITY_DN13456_c0_g1 il sp|B5KF99|KA11M_MESMA Potassiumchanneltoxin alpha-KTx J123 OS=Mesobuthusmartensii 0X=34649 PE=2 SV=1
>TRINITY_DN15625_c0_gl i4 sp|P0OC293|TX12_ANDCR Toxin Acra I-2 OS=Androctonuscrassicauda OX=122909 PE=1 SV=1

GDGSFLLFAVFSFHLFNCISRKFKISKIFYMKMAIFKYFCFMLLFSLVWGGFYPKAESGEFYICGQDGNKVDCQEICSSQGMIFGYCHWFKCFCE*
LTKTLFTETLEPMTVTKYHPLTTADFLTVHFITILSTYIKLSTFSFWIETTPN*

QEMALFFCLLFLAFIFLIAYPENSKYPKYFI*

>TRINITY_DN21052 c1 g2 i7 sp|PODPT4|KAX47_TITST Potassium channel toxin alpha-KTx 4.7 OS=Tityus stigmurus OX=50344 PE=1 SV=1
MVIGEKRLECMLAREHDLFLLDQTQRARFVSAVCFRIYVCSLINLKMI*

MSNKNGIPTIFLYSQLYFSCSLMSAFLDIAIHYIIFRLIKEHT*

MLLMSLKKVKRNLIMLTTTLKIIPYGNRREKTRMHVSQGT*

MRTKFKAFFTNVPIFNFKEVLLPENLCHKVLNIVAIGL*

MFKTLWHKFSGSKTSLKLKIGTLVKNALNFVLISV*

MAKAKTETLFIIGYVGKLLIEIILLKICTTFIYA*

>TRINITY_DN21052_c0 g1 il sp|PODPT4|KAX47_TITST Potassium channel toxin alpha-KTx 4.7 OS=Tityus stigmurus OX=50344 PE=1 SV=1
IKLQLYSFYHTNFLFLDLNRILLFKNMKAFYGILIILLFCSMFSLSQQTFINEKCSSSSQCYPACKKALGTTRGKCMNGGCK

ICNRHSCTFLELFLMLFYMLGNIETMRSISHL*

>TRINITY_DN21180_c2_g1_i2 sp|D9U2A5|SNA28_LYCMC Neurotoxin LmNaTx28 OS=Lychasmucronatus OX=172552 PE=2 SV=1
MIGLPFTKTNPSLEDFLSAKTFLYYISTLFFTGKSLMPFIFWSKIENNINLMFYTLQFLFLKYV*
>TRINITY_DN25156_c0 gl il sp|PODL62|KA311_BUTOC Potassium channel toxin alpha-KTx 31.1 OS=Buthusoccitanustunetanus OX=6871 PE=1 SV=1

QFCNMIVLRIVFPMSLLVSFVFVENEVMATSSHKSCSNTGVCMHSCSHIVREEKNDHNCPNLEVCCTLI*

YIKIILSIEVRRIRLEYSTPLDWDNCDHSSLL*

>TRINITY_DN25275 c0_g1 il sp|POC175|KEX12_TITSE Potassium channel toxin epsilon-KTx 1.2 OS=Tityus serrulatus OX=6887 PE=1 SV=1
SVRDTSLRSIYILHFLDWCNVCHNICTYHYCIFLVLYIFFGNRYMQLPLENRRRMLSLHLKQIELRGFYRIASSFTH*
MKQFCRILLVLFVLSAMIASFSDSQVEAACSGCQKICKGPGKCNNGRCKCYGKRYTNQESEEYK*
LQFVIHRYVLFIFFTFLIGVTFAITFAPTIIAFSWSFTYFLATATCSFHLRIGEGCYHCT*

>TRINITY_DN24431 c0_g1_il sp|P59865|SCX7_CENLI Toxin Cll7 OS=Centruroideslimpidus OX=6876 PE=2 SV=1
SGSVIMFKSLLIFAALLLTVINVDALEDGYPVNENGCTYPCYHTENNEKLCQKRCGDLGAVYGYCYGFICKCELLPEHVPHVTSISSSGCTTG



>TRINITY_DN10246_c0_gl1 il sp|LOGCWS8|TXUE_UROYA Toxin-like protein 14 OS=Urodacusyaschenkoi OX=1273102 PE=2 SV=1
MAFVTKLYTCIICICLLVQFLYAAILQTPQEVGPGPCTDKNGIKRKLKEIWLDNERCEKHRCVMVRGIRNIKTYKCTVIDNPEGCKIIKREGPYPRCCPDIEC*
MHITYISTTYFIFICRLRNWKNFLKISTPDGDRLAFDIRTASRIRPLPFYNFASFGIIDNRTFISFYISNSSYHNTSVFLASFVIQPNLF*
MCIYTSDIFKIRCTYAYYIYKHDILHIHMQIEELEKFFKNFHTRWRQVSIRYPDSIEDKAPPFL*

MQNYKKGGALSSMLSGYRMLTCRHLVWKFLKNFSSSSICI*

EMMIKNKGTIYIHIHTNTTWNITEPFECISRGFYY*

>TRINITY_DN13456_c0_gl_i2 sp|B5KF99|KA11M_MESMA Potassiumchanneltoxin alpha-KTx J123 OS=Mesobuthusmartensii 0X=34649 PE=2 SV=1
>TRINITY_DN20806_c0 g6 _i2 sp|P58779|SCX5_CENSC Alpha-like toxin CsEv5 OS=Centruroidessculpturatus OX=218467 PE=1 SV=1
MDDWSRKTVCSRFYSRGIHFYFLPLIMKFVPQKPLKFPFKSFRDIFISILKE*

KCLIYGKKRTASSLILIRELRENDPEDEEIHCVCLLSRVNG*

MRFEILLHFHSFRIEMKMSRKDLKGNFNGFCGTNFMISGRK*

>TRINITY_DN21156 c1 g8 il sp|PODM29|CLCPP_TITSE Intracellularcalciumchannelmodulator CCP-Ts OS=Tityusserrulatus OX=6887 PE=1 SV=1
SVFLNFVMNLAYIFVLGVLLASGVCSFAKISDEGARCNRLGQGCNSDGDCCKYGERCLSSGSEYVCQTDPGP*
MRLMQINTLDYTNLRNLPHLYSISLLYDGVGMFLLDNQYITHRWIF*

MKLSTNGASYVNLYNLMYLFASTSCKRRVSCIKFKQNKI*

MENDASAVEVNMSAKRIQARETHFSYYTNCTNGICVLN*

ERRITTYKVDLKYPTMRDILVIQQKHSNPVV

>TRINITY_DN14006_c0 g1 il sp|PODPT4|KAX47_TITST Potassium channel toxin alpha-KTx 4.7 OS=Tityus stigmurus OX=50344 PE=1 SV=1
TLFSLFRNMRIFYGFLIVYVFCSIFSLSEQVFINQNCKISSQCLSPCRREISPNATGKCINGRCNCYP*
>TRINITY_DN13098 c0 gl il sp|Q9BKJ1|SCN2_MESMA Anti-neuroexcitationpeptide 2 OS=Mesobuthusmartensii 0X=34649 PE=1 SV=1

TIRTMFKILILAALLLTFSEIEVDALVNGYPVSKNKCIYPCLRQDNNREKKCWNRCYTLGATTGYCNNFVCYCEGLPVDARKINSITDSPCTTSGN*

MVIPSARINVYIRVFAKTITERRNVGTDAIH*

>TRINITY_DN15203 c0 g2 il sp|Q66S13 | NATT4_THANI Natterin-4 OS=Thalassophryne nattereri OX=289382 PE=2 SV=1
MAYCGPTHYRRIAEWVPASNGHIPPCAVQGGYDVSDTLYVARAHHNGDNIPGKLVPSHGCCYVPWGGEEHRHHDYQVLCNPEGIQLEWRFTSGGDIPPGAVQGGMTADGEPLYIGRHEHD
MVSSSNIKSVANIITTLNGTRRDVTVAGWHPFCDSSVVSWSTICHGIESK*

MDAVTFLGAVKNIDITTTRCYATPKEFNWNGDLLVVVTSLLALFKEA*

MEYYTFRLLEESIPILTTKCLSVNLLYFEKLFFKSYCY*

>TRINITY_DN16187 c0 gl i2 sp|AOAOF7Z3J2|CTHA2_CONVC Thyrostimulin alpha-2 subunit OS=Conusvictoriae 0X=319920 PE=1 SV=1
MWEFSLLTCCMVLFGHVMGGNVWDNPGCSRVGHTRNISIPDCVEFQVSTNACRGYCVSFSVPSPEGTIKANPNQMLTSYAKCCNIMETEDVRVQVLCLDGLRDLVFKSATKCSCFQCLKY*
MSGIIQDALVSVTREISAFLIVSSFKCQQMPVEDIVFRSRSHLQKELLKPILIKC*

>TRINITY_DN5996 _c0 gl il sp|PODMZ0|GIG5_ANEVI U-actitoxin-Avd12b (Fragment) OS=Anemoniaviridis OX=51769 PE=2 SV=1
PSPPPARRPPPCPTREKSARGPTTASTEEPASTSGPSANSPVTAPTDTRARGAKAKTSRRWQPRPRCRWTWTRPPECCRPTGVNRSRVLSDGRRRTRPDFRPENSGEKSLVVVCRPRYFRGRSPI



MFKKRRGGRRRRRVKDRKISSSLIRVFFFGRSATRRSSAEREEATSAVWPSSVGKKSIKIVTSCGYGKSIVKLTRARACVYVYTRVCTRKVTRRKTNDPTKYCSRRETSVLRSSVDGAACEEELLSNK*
LASPGTPPTTLPYEGEECQRTNYCLNGGTCIYFRSIGELSCHCADGYKGKRCESKDVSPVAAAPKVSVDLDETTRVLQTYWGK*
PRLPRHAAHHPALRGRRVPEDQLLPQRRNLHLLPVHRRTLLSLRRRIQGQEVRKQRRLAGGSRAQGVGGPGRDHQSAADLLG*
MIQKWGNAPETVLGSRKETIGRTTGRKRGRRRRLAAIFVTSGRPSHLVRVEIGPESNADDKRRPKTFLPSFPV*
SGGGRIKKGTSCVLQCLLFESENRVLHKYVQNVQKKDENLLTTHRLVRCINQSIHREPFRFLRQ*
IGGGKNKEGDELRSPMFIVRVGKPRFTQICTKCTKERREPFDDAPTGSMHQPVDTS*
MHRTSRCVVKRFSSFFCTFCTYLCKTRFSDSNNKHWRTQLVPFFILPPPD

MILQNIVVVEKRASFDLPSTALRARKNFSPINRVKGTTTVLPRIS*

MYRLVDASNQSVRRQKVLVFLLYILYIFV*

>TRINITY_DN18489 c0 g1 i3 sp|Q5Y4U4 | TX20A_ AGEOR U8-agatoxin-Aola OS=Agelenaorientalis 0X=293813 PE=2 SV=1
MNLSLLLILGVCLLFSSKLSLAYYESVNSVEGNNDLSEDVRIIKRSCIRRGGSCDRKPNECCYSSACRCNLWGTNCRCSRIG*
RLPVASSDCASVFIYQRRVQKNKYFIYHPTSPSSFSREGKFSKYALSENCHRRKHESLFIVNSGSLLIVFIEIKFGIL*
MRPDFFFDRSKNEFLLSSIIRFYYSDSLFPTSCNDKLMNNSIHLVFCRKNLHVGYSFSL*
FIKKSDTISFRISVLIRNTNFITCISGLSYLLLTKKKSKFGSRNKFLSNEA*
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ABSTRACT

Scorpion venoms are formed by toxins harmful to various organisms, including humans. Several techniques have been developed to understand the role of proteins in
animal venoms, including proteomics approach. Rhopalurus agamemnon (Koch, 1839) is the largest scorpion in the Buthidae family in the Brazilian Cerrado,
measuring up to 110 mm in total length. The accident with R. agamemnon is painful and causes some systemic reactions, but the specie’s venom remains unin-
vestigated. We explore the venom protein composition using a proteomic and a biological-directed approach identifying 230 protein compounds including enzymes
like Hyaluronidase, metalloproteinase, L-amino acid oxidase and amylase, the last two are first reported for scorpion venoms. Some of those new reports are
important to demonstrate how distant we are from a total comprehension of the diversity about venoms in general, due to their diversity in composition and function.
Biological significance: In this study, we explored the composition of venom proteins from the scorpion Rhopalurus agamemnon. We identified 230 proteins from the
venom including new enzyme reports. These data highlight the unique diversity of the venom proteins from the scorpion R. agamemnon, provide insights into new
mechanisms of envenomation and enlarge the protein database of scorpion venoms. The discovery of new proteins provides a new scenario for the development of

new drugs and suggests molecular targets to venom components.

1. Introduction

Scorpionic accidents are directly related to the neurotoxins present
in these venoms. These components are considered the most important
due to their central role in the process of intoxication after envenom-
ation, and are the best-characterized venom components, both bio-
chemically and functionally (Cid Uribe et al., 2017 [1]). But there are
still other protein components present that have a relevant role in
envenoming and also a therapeutic potential such as enzymes, host-
defense peptides and protease inhibitors.

Several techniques have been developed to understand the role of
proteins in animal venoms (Bringans et al., 2008 [2]). The proteome,
considered as the complement of a genome for a specific condition and
time, including the post-translational modifications, is a relevant target
for the aforementioned techniques (Wilkins et al., 1996 [3]).

One of the major benefits of proteomics is to provide a broad
description of the proteins present in a small amount of venom sample,
contributing to a deeper comprehension of the nature of venom’s toxic
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effects. Information about the toxins can be used in several ways: for
example, as molecular tools for studying physiological processes (Chaim
et al., n.d. [4]), or for the development of therapeutic protocols (Utkin,
2015 [5]). Venom proteomes also represent great potential for clinical
diagnosis and development of new medicines for clinical use.

R. agamemnon (Koch, 1839) is the largest scorpion in the Buthidae
family at Brazilian Cerrado, measuring up to 110 mm in total length. It is
yellowish brown in color, with yellowish paws and almost black ter-
minal segments of the metasoma. The species occurs in Brazil’s Cerrado
areas at states of Goias, Bahia, Piaui, Pernambuco, and Tocantins
(Brandao and Francoso, 2010 [6]).

Some cases of accidents with R. agamemnon have been reported: two
of them in Piaui and another one in Bahia (Brazil). The reported cases
refer to a 54 year old woman, an 18 year old man (Carvalho et al., 2007
[71), and a 37 year old man (Brandao and Francoso, 2010 [6]). The
patients had severe local pain, agitation, hyper salivation, tachycardia,
blurred vision, tearing, muscle spasms, and hypotension. The second
case had severe local pain, drooling, drowsiness, and irradiated pain in
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the right shoulder. The third case had no pain, only local itching and
paraesthesia throughout the body, tremors and tongue desensitization.
This condition persisted for 24 h and reversed spontaneously. Although
there are no reports of death caused by the accident with R. agamemnon,
the accident is considered moderate (Brandao and Francoso, 2010 [6]).

This paper aims to fully characterize R. agamemnon venom using two
different approaches as total venom proteomics, and enzymatically/
biologically targeted compoundsto identify which are the most abun-
dant compounds and suggest which ones are related to the envenoming
symptoms.

2. Materials and methods
2.1. Venom source

Rhopalurus agamemnon (Fig. S1) scorpions were collected in the
municipality of Monte Alegre de Goias, located in central Brazil, under
the Brazilian Institute of the Environment and Renewable Natural Re-
sources (IBAMA) permit 51,771 and the Genetic Heritage Management
Council protocol A826A3A. Scorpions were kept alive in individual
containers with food and water ad libitum at Laboratory of Toxinology
bioterium. The specimens were milked by electrical stimulation (300
Hz, 50-100 V). Just after extraction, venom was diluted using deionized
water and centrifuged at 10,000 xg for 10 min. at 4 °C. The supernatant
was freeze-dried and stored at —20 °C. Bothrops moojeni(Bm) and Cro-
talus durissus terrificus(Cd) venoms were generously donated by the
Pontifical Catholic University of Goids Serpentarium.

2.2. Enzymatic activity

2.2.1. Zymogram (casein, gelatin and hyaluronic acid)

In gel proteolytic activities were tested on 12% SDS-PAGE according
with Laemmli, 1970 [8] containing 1% Gelatin, Casein or Hyaluronic
acid as substrates. The venom was diluted in loading buffer, under non-
reducing conditions (Precision Plus Protein™ Dual color Standarts lad-
der - BioRad) and electrophoresis using 15 mA of constant current at
4 °C for ~120 min. After the electrophoretic migration, the gels were
incubated 2 times in 2.5% Triton X-100 for 20 min., then incubated at
37 °C with 50 mM Tris-HCI, 200 mM NaCl, 5 mM CaCl, and 5 mM MgCl,
pH 7.4 for Gelatin; 50 mM Tris-HCl, 150 mM NacCl, and 0.5 mM CaCl,
pH 7.4 for Casein; and 20 mM Tris-HCl, and 0.5 mM CaCly pH 7.4 for
Hyaluronidase zymographyc activity. The gels were stained by Coo-
massie Blue G250 for 20 h [9], using as Staining solution: Coomassie
brilliant blue 0.1% (w/v), Methanol 40% (v/v) and Glacial acetic acid
10% (v/v); Destain solution: Methanol 40% (v/v) and Glacial acetic acid
10% (v/v). For Gelatin zymography positive control was bovine Trypsin
(Gibco - Thermo Scientific).

2.2.2. L- amino acid oxidase (LAAO - EC 1.4.3.2)

LAAO activity was measured according to Yu et al. [10] with ad-
justments. The assay was carried out by adding 40 pg of R. agamemnon
venom in 90 pL of 30 pM of each different L-amino acid (L-leucine, L-
histidine, L-phenylalanine, L-cysteine or L-tryptophan - Sigma Aldrich).
The reactions were incubated at 37 °C for 30 min and 400 pL of Prussian
blue solution (1 g/L of FeCl3.6H0 (solution A), 1 g/L of K3 [FeIH(CN)ﬁ]
(solution B); solutions A and B are mixed at the time of use) was added to
evaluate the presence of HyO». After 5 min, the absorbance at 620 nm
was measured in a Multiskan FC microplate reader (Thermo Scientific).
Bm venom (40 pg), Cd venom (40 pg) and a commercial L-amino acid
oxidase, purified from Bothrops atrox venom, (40 pg - Sigma Aldrich)
were used, the last one as positive control. The results are expressed
Absg, 620 nm *100 / Abs;ap0620 nm, mean + SD.

The L-amino acid oxidase assay was also performed without amino
acids to certify the presence of peroxidase in R. agamemnon venom and
avoid a false positive result.
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2.2.3. Amylolytic activity (EC 3.2.1.1)

The amylolytic activity was performed according to Miller, 1959
[11]. Soluble corn starch (Connaught laboratories 1td - 1% w/v) in 200
mM NaHyPO4 with 6.7 mM NaCl, pH 6.9 buffer was used as substrate.
The reaction was performed by mixing the 1:1 of corn starch solution
and R. agamemnon venom (1 mg/mL). The mixture was incubated at
25 °C for 3 min, the reaction was stopped with the addition of DNS
(dinitrosalicylic acid 5 mg final concentration) and boiled for 5 min at
100 °C. After cooling, the absorbance was measured in a Multiskan FC
microplate reader (Thermo Scientific) at 540 nm. As positive control of
enzymatic activity, 50 pL of human saliva centrifuged at 10,000 xg for
10 min. Was used; for negative control the reaction was performed
replacing the enzyme for 50 pL of 200 mM NaH,PO4 with 6.7 mM NaCl,
pH 6.9 buffer. Maltose was used to perform a standard curve (0-2 mg/
mL) to quantify the reaction product releasing after 3 min. The results
were expressed in units of enzymatic activity:

OD(test)x [|maltose (uM)x ED

Ea =
“ OD(maltose)x t

Where: Ea = enzymatic activity, OD = optical density, [] = con-
centration, ED = enzyme dilution factor, and t = time of reaction.

The amylase zymogram activity was performed according to Upad-
hyay, 2005 [12]. The separating gel was made at 8% acrylamide and the
starch concentration was 0.2 mg/mL. The applied voltage was 150 V at
4 °C (Precision Plus Protein™ Dual color Standards ladder - BioRad).
After the electrophoretic migration, the gel was washed twice with a 2%
Triton X-100 solution for 30 min, washed with 50 mM Tris-HCl, pH 5.5
for 5 min, and incubated in 50 mM Tris-HCl, 6 mM CaCl,, 0.4 mM Nacl,
3 mM NaN3 pH 5.5 for 24 h. The gel was stained with Lugol’s iodine
solution for 24 h (8 mM Iodine and 602 mM potassium iodide in water)
at room temperature.

2.2.4. Phospholipase activity (EC 3.1.1.4)

Phospholipase activity assay followed the protocol proposed by
Mackay et.al, 1997 [13]. Aliquots of 1 mL of 3 mM phosphatidylcholine
(Sigma Aldrich) in 100 mM Tris-HCI, pH 8.0 were used as substrate. The
substrate was solubilized in 1.0 mL of chloroform, dried by hot air jet,
and dissolved/ultrasonicated in 100 mM Tris-HCL, pH 8.0 buffer to form
an emulsion. R. agamemnon venom (20 pg) was reconstituted in 100 mM
Tris-HCl, 10 mM calcium chloride and subsequently incubated with
phosphatidylcholine at 37 °C for 20 min. After 60 min, turbidity eval-
uation was performed at 405 nm in Multiskan FC microplate reader
(Thermo Scientific). Bothropsmoojenivenom (20 pg) solubilized in 100
mM Tris-HCl buffer at pH 8.0 was used as phospholipase positive control
[14]. The negative control was run with substrate and buffer only. The
phospholipase activity was the absorbance measured after 20 min,
assuming that the positive control had 100% of substrate consumption.

2.3. Protease inhibition assays

2.3.1. Trypsin (EC 3.4.21.4)

Trypsin inhibition assay was performed in triplicate according to
Erlanger et.al [15]., using the chromogenic substrate N-benzoyl-DL-
arginine-p-nitroanilide (BAPNA -Sigma Aldrich).Briefly, R. agamemnon
venom (40 pg) were dissolved in 40 pl of 50 mM Tris-HCl, 20 mM CaCl,
buffer (pH 8.2) and incubated with 2.5 pg of bovine Trypsin (Gibco -
Thermo Scientific), at 25 °C for 15 min. Subsequently, 86 pg of BAPNA
were added and incubated for 30 min. The digestion was stopped by
adding 30 pL of 30% acetic acid. Controls were run without enzyme
(negative control) and without R. agamemnon venom (positive control).
The relative enzymatic activity was evaluated spectrophotometrically at
405 nm measuring the release of p-nitroaniline after Trypsin activity,
using a Multiskan FC (Thermo Scientific)microplate reader. The values
were calculated assuming that the absorbance is 100% of Trypsin ac-
tivity in inhibitor absent.
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2.3.2. Chymotrypsin (EC 2.4.21.1)

Chymotrypsin inhibition valuation was performed in triplicate ac-
cording to Erlanger et al. [15], using the chromogenic substrate N-glu-
taryl-L-phenylalanine p-nitroanilide (GPNA - Sigma Aldrich). Shortly,
R. agamemnon venom (40 pg) were dissolved in 40 pL of 50 mM Tris-HCI,
20 mM CacCl, buffer (pH 7.6) and incubated with 32 pg of a-Chymo-
trypsin from bovine pancreas (Sigma Aldrich) at 25 °C for 15 min. After
that, 80 pg of GPNA was added and after 30 min, 30 pL of 30% acetic
acid was added in order to stop the reaction. Controls were run without
enzyme (negative control) and without venom (positive control). The
relative enzymatic activities were evaluated by the liberation of p-
nitroanilide which was measured at 405 nm in a Multiskan FC micro-
plate reader (Thermo Scientific). The inhibition percentage values were
calculated assuming the absorbance of Trypsin activity in
inhibitorabsent.

2.3.3. Elastase (EC 3.4.21.36)

Elastase inhibition assay was determined in triplicate according to
Bieth et al., 1974 [16]. Briefly, R. agamemnon venom (40 pg) were dis-
solved in buffer Tris-HCl 50 mM pH 8.5 were incubated with 16 pg
Elastase from porcine pancreas (Sigma Aldrich), at 25 °C for 15 min.
After that, 144 pg of N-Succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide SAAVNA
(Sigma Aldrich) in 50 mM Tris-HCl, (pH 8.5) was added. After 30 min
30 pL of 30% acetic acid was added to stop the reaction. The relative
enzymatic activities were evaluated by the liberation of p-nitroanilide
which was measured at 405 nm in a Multiskan FC microplate reader
(Thermo Scientific). Controls were run as 100% inhibition (without
enzyme) and 100% enzyme activity (without inhibitor).

2.4. Sntimicrobial and cell viability assays

2.4.1. Antibacterial and antifungal assay

Antibacterial and antifungal activities were performed according to
Castro, et al. 2009 [17]. Stock cultures of bacteria (Escherichia coli ATCC
25922 and Staphylococcus aureus ATCC 25923) were grown in Mueller
Hinton (MH) broth and Candida albicans (ATCC 14053) was grown in
Brain-Heart infusion (BHI) liquid medium for 24 h at 37 °C under
agitation. When the OD 590 nm = 1.0 was reached, the suspensions were
diluted in fresh broth - 1:50 for Gram-negative and 1:100 for Gram-
positive bacteria and yeast. The microorganisms were tested in the
presence of R. agamemnon venom ranging from 200 to 0.3 pg/mL final
concentration. Ofloxacin 400 mg/mL was used as positive control for
bacteria and 0.4% formaldehyde for yeast; for negative control 50 pL
fresh broth was used. The results were obtained by optical density at
595 nm after 24 h of incubation at 37 °C using a in a Multiskan FC
microplate reader (Thermo Scientific). The results are presented as
mean + SD and the significance was calculated using GraphPad Prism
version 5.04 software. Results were considered significantly when p <
0.01 in t-test compared with the negative control.

2.4.2. Cell viability assay

Mammary adenocarcinoma (MCF7 - ATCC HTB-22), mammary
glandular epithelium (MCF10A - CRL 10317) and murine melanoma
(B16F10 - ATCC CRL 6475) cells were grown in 75 cm? culture flasks
containing Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) with 1% anti-
biotic (streptomycin and penicillin) enriched with 10% fetal bovine
serum (FBS) at 37 °C in an atmosphere of 5% CO until confluent. Cell
viability was evaluated by the 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphe-
nyltetrazolium Bromide (MTT) method [18], after 24 h of incubation
with R. agamemnon venom with concentrations ranging from 300 to
2.34 pg/mL. The spectrophotometric analysis was performed in a Mul-
tiskan FC microplate reader (Thermo Scientific) at 590 nm and Dox-
orrubicin (1 pg/mL) was used as positive control, and fresh culture
medium was used as negative control. The cell viability and IC50 were
calculated using a non-linear regression analysis on GraphPad Prism
version 5.04.
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2.4.3. Haemolysis assay

The present method was based on Onuma et al. 2009 [19]. Murine
erythrocytes were collected in heparin tubes after punction, separated
from plasma by centrifugation (426 xg for 3 min. at 25 °C) and washed
three times with saline buffer (10 mM Tris-HCl, 150 mM NacCl, and 10
mM CaCl,, pH 7.4). After washing, a solution of 1% erythrocytes in sa-
line buffer was prepared and 150 pL were incubated with 150 pL of
R. agamemnon venom with concentrations ranging from 2000 to 0.9 pg/
mL for 1 h at room temperature. After treatment the cells were centri-
fuged (500 xg for 3 min.) and supernatant optical density was measured
at 405 nm (Multiskan FC, Thermo Scientific, USA); Triton X-100 1% was
used as haemolysis control and 10 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, and 10
mM CaCl,, pH 7.4 buffer was used as negative control. The absolute
haemolysis values were calculated using the formula:

Abs405 Ra venom — Abs405 negative control
Abs405 positive control — Abs405 negative control

Haemolysis = 100

2.4.4. Statistics

Statistical analyses were performed using the Student’s t-test. Results
are presented as the mean + standard deviation. The data were analyzed
in triplicate, using Graph Pad Prism software, version 5.0 (Graph Pad
Software, Inc., San Diego, CA, USA). P < 0.05 was considered to indicate
a statistically significant difference.

2.5. Proteomics

2.5.1. Protein digestion

R. agamemnon venom (100 pg) were dissolved in 20 pL of 50 mM
Tris-HCl, 8 M urea and 2 M thiourea pH 7.6 and proteins were reduced
using 100 mM 1,4-Dithio-DL-threitol (DTT) incubated at 30 °C for 60
min. After cooling to room temperature, cysteine residues were carba-
midomethylated with 40 mM iodoacetamide (IAA) for 30 min. in the
dark at room temperature. Sample was diluted to 1 M urea with 50 mM
Tris-HCl pH 8.5 and MS grade Trypsin (Promega) was added 1:50
trypsin/proteinsfor overnight digestion at 37 °C. Proteolysis was
stopped by adding formic acid (FA) to a 1% final concentration (v/v).
Peptides were desalted in C18 Micro Spin Columns (Harvard Apparatus)
following manufacturer’s instructions and dried out in a vacuum
concentrator.

2.5.2. LC-MS/MS

Peptides were dissolved in 0.5% FA and fractionated using a nano
HPLC Easy-nLC II (Proxeon) equipped with an in-house packed 2 cm x
150 pm pre-column (Reprosil-Pur C18-AQ, 5 pm, 120 ;\, Dr. Maisch) and
a 20 cm x 75 pm analytical column (Reprosil-Pur C18-AQ, 3 um, 120 A,
Dr. Maisch). Separation was performed at 200 nL/min. With 5% ACN
and 0.1% FA as buffer A and 95% ACN, and 0.1% FA as buffer B. The
column was equilibrated with buffer A and performed a gradient of 180
min (5-35% B over 160 min, 35-95% B in 8 min and 95% B for 12 min).
LC was online with an LTQ Velos Orbitrap mass spectrometer (Thermo
Scientific) controlled through the Xcalibur data system and operated in
data-dependent acquisition (DDA) mode. The method consisted of one
full MS spectrum (range 350-1800 m/z, resolution of 60,000 at 400 m/z,
10 ms accumulation time, 1 x 10° ions AGC) followed by Top 10HCD
(NCE 30) fragmentation spectra from the most intense peaks (isolation
window 2.5 m/z, range 350-1800 m/z, resolution of 60,000, 10 ms
accumulation time, 5 x 10° ions AGC). Dynamic exclusion was enabled
with duration of 30 s, an exclusion list size of 500 precursors and
unassigned and charge 1 peaks were rejected.

2.5.3. Data analysis

A FASTA database of the Buthidae protein databank in NCBI (41146
entries on 02/2019), was used to perform the proteins identification
(Peaks Studio 7.0 - Bioinformatics Solutions Inc. software). Cysteine
carbamidomethylation was set as a fixed modification, and oxidation,
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methylation, hexose and amidation were used as dynamic modifica-
tions. Peptides formed by trypsin digestion were searched. Minimum
peptide length to be used was set to 6 residues. Precursor mass tolerance
was set to 15 ppm, and fragment mass tolerance to 0.5 Da. A false dis-
covery rate (FDR) of 1% was set as a threshold for peptide identifica-
tions. Data are available via ProteomeXchange with PXD020465.

3. Results
3.1. Enzymatic activity

R. agamemnon venom revealed the absence of proteolytic activity in
gelatin substrate (Fig. 1A), however showed a proteolytic activity on
casein substrate revealing a small digested band around 23 kDa for non-
reduced venom (Fig. 1B).

Hyaluronidase zymography of R. agamemnon venom also revealed
activity in a digested band around 45 kDa as expected for this enzyme
(Fig. 1C).

3.1.1. L-Amino acid oxidase activity (LAAO)

Fig. 2A confirms the R. agamemnon venom LAAO activity by released
oxygen peroxide according to the Prussian blue method. The L-amino
acid oxidase assay was also performed in the substrate absence to certify
the presence of peroxidase in R. agamemnon venom (data not shown).
R. agamemnon venom’s LAAO degraded preferentially aromatic amino
acids, as L-phenylaniline and L-tryptophan (Fig. 2B).

3.1.2. Amylolytic activity

The amylolytic activity was evaluated using two methods, in solution
(Fig. 3A) and in zymography approach (Fig. 3B). Fig. 3A shows the
amount of maltose formed after three min of enzymatic activity.
R. agamemnon venom showed amylase activity almost 50% higher than
saliva tested. Fig. 3B showed an amylolytic activity in a band around 50
kDa.

3.1.3. Phospholipase and protease inhibition assay
No phospholipase activity was found in the tested conditions as
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shown in Fig. S2. R. agamemnon venom also showed no Trypsin,
Chymotrypsin and Elastase inhibitor activities Fig. S3.

3.2. Antimicrobial and cell viability assays

3.2.1. Antimicrobial peptides

R. agamemnon venom showed no inhibitory activity against E. coli, S.
aureus and C. albicans under the conditions and concentrations tested as
shown in Fig. S4.

3.2.2. Cell viability assay

The results showed that R. agamemnon venom was cytotoxic in a
dose-dependent manner for MCF7 cells, ranging from 11.5 to 1500 pg/
mL and IC50 was determined as 101.2 pg/mL. For B16F10 and NIH3T3
cells lines, there were no visible effects. Suggesting that R. agamemnon
venom has some specifity to MCF7 cells (Fig. S5).

3.2.3. Haemolysis assay

After 1 h incubated with 1% murine erythrocytes, the crude venom
did not present haemolysis at tested concentrations. The highest dose
(2000 pg/mL) only showed 4 + 0.5% haemolysis when compared to
Triton-X 100 as presented in Fig. S6.

3.3. Proteomics

3.3.1. Proteins and peptides identification in Rhopalurus agamemnon crude
venom

In this study, a total of 7435 proteins were identified, 1562 peptide-
spectrum match in 190 protein groups and 950 peptide sequences. The
venom tryptic peptides were sequenced using the software Peaks 7.0 and
used to identify 230 protein components when searching against the
NCBI database filtered for ‘Buthidae’.

Fig. 4 presents proteins categories identified in R. agamemnon venom
according to the Peaks identifications, selected and divided manually.

Approximately 19% and 11% venom proteome fits on the ion
channel modulators toxins (NaTx and KTx) and enzyme category
respectively (Fig. 4A). Fig. 4B shows the enzyme types present in the

Fig. 1. In gel proteolytic activities. A -
Zymogram of gelatinolytic activity of
R. agamemnon (Ra) venom in SDS-PAGE
12%.Trypsin from porcine pancreas as posi-
tive control- Sigma Aldrich (1 mg/mL) was
used. B - Zymogram caseinolytic activity of
R. agamemnon (Ra) venom. C - Hyaluroni-
dase activity of R. agamemnon(Ra) venom.
The gels were stained with Coomassie blue
G250. MM - molecular marker, Trip: bovine
Trypsin; RA: 10ug of R. agamemnoncrude
venom not reduced. (For interpretation of
the references to color in this figure legend,
the reader is referred to the web version of
this article.)

Hyaluronic acid
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Fig. 2. L-amino acid oxidase evaluation.A - L-amino acid activity of the R. agamemnon venom on L-Leucine (30 pM) evaluated by H,O, production. The positive
controls were evaluated using Bm venom 4 mg/mL, Commercial L-amino acid oxidase purified from Bothrops atrox 4 mg/mL (LAAO) and Cd venom 4 mg/mL. The
negative control is Tris-HCl buffer with substrate. The reaction was read in a Multiskan FC microplate reader (Thermo Scientific) at 620 nm. The results are expressed
as mean + SD and unpaired t-test, p < 0.0001. B - L-amino acid activity of R. agamemnon and Bm venom in different substrates (H: L-histidine; F: L-phenylalanine; C:

L-cysteine; W: L-tryptophan).
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Fig. 3. Amylase activity evaluation. A- Venom amylolytic activity. Positive control was human saliva (1 mL centrifuged) and negative control was performed with
corn starch and buffer. R. agamemnon (Ra) 4 mg/mL. B-Zymogram of Amylase activity of R. agamemnon (RA) venom of in SDS- PAGE 8%. MM: molecular marker. The
gel was stained with Lugol’s solution. Human saliva was used as positive control. Mean + SD and unpaired t-test.

whole venom sample, Metalloproteases (54.17%), Amylase (25%),
Angiotensin-converting enzyme (12.5%), Hyaluronidase (4.17%) and
Phosphodiesterase (4.16%).

Almost all enzymes sequences identified in the R. agamemnon venom
show similarity with Centruroides genera venom and/or putative pro-
teins. The Hyaluronidase fragments are similar to C. sculpturatus and
C. hentzi; Metalloproteinases similar to C. sculpturatus, T. obscurus,
T. bahiensis, and T. serrulatus. Phosphodiesterase and Angiotensin-
converting enzyme are similar to C. sculpturatus (Table 1). Amylase
was similar to putative amylase from C. sculpturatus and Tityus obscurus,
with a 30% coverage (Fig. 5B).

Since there are no LAAOs described for scorpion venom, an Uniprot
LAAOs database was confronted with sequenced proteins. Two peptides
were compatible with a LAAO of the Daboia russeii venom (Table 1), with
10% coverage (Fig. 5B).

4. Discussion

In this study, a total of 7435 peptides were sequenced and of these,
230 protein sequences were identified in R. agamemnon venom. Recently
proteomic approaches have been widely used to characterize various
scorpions’ venoms. To date, proteomic profiles of 20 species have been
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Fig. 4. Overall composition of R. agamemnon venom according to protein families (in percentages). A - Total proteomics of R. agamemnon venom confronted with the
‘Buthidae’ bank of the NCBI. HK: Housekeeping proteins; Unknown: proteins with unknown function; NaTX: toxins acting on sodium channels; Enz: Enzymes; AMP:
Antimicrobial peptides; BPP: bradykinin-potentiating peptides; SMC: smooth muscle contraction; KTx: toxins acting on potassium channels; Immuno: Immuno-
modulatory proteins; CRP: Cysteine-rich proteins; and NDBP: disulfide bridged peptides. B - Enzymes identified in R. agamemnon venom. We listed from the most to

the less abundant Metalloproteinases (Metallo), Amylases (Amy), Angiotensin-Converting Enzyme (ACE), Hyaluronidase (Hya) and Phosphodiesterase (Pho).

Table 1

Proteins identified in R. agamemnonvenom. The proteins were identified using the Buthidae NCBI database. A (*) -labeled L-amino acid oxidase (LAAO) was identified

when the raw data were faced against a LAAOs Uniprot database.

Protein Coverage  Access number Molecular mass Partial sequence #peptides  Species
(Da)
Orcokinin-A like 61% XP_023222256.1 21,971 55 Centruroides
NLYFQDPAFYLHANRYFRHPGG... sculpturatus
Hyaluronidase 47% XP_023226974 17,433 ...KEEWEKSAKEWMLKTLKLTQD... 5 Isometroides
vescus
p-NaTx 100% tr|Q6V4Y4|Q6V4Y4 7137 ...KEGYLVKSDGCKYDCFWLGEN... 6 Centruroides
sculpturatus
o-KTx 50% sp|Q9TXD1|KAX24 4189 ...TIINEKCFATSQCWTPCKK... 1 Centruroides noxius
BPP 40% sp|C9X4J0|NDB2 8731 ...FKFGGFLKMWKSKLAKKLRAK... 31 Tityus discrepans
Putative antimicrobial 34% tr|AOA218QXF7| 8421 ...LIPSLVGGLISAFK... 7 Tityus serrulatus
peptide AO0A218QXF7
Metalloprotease 32% tr|AOAIE1IWVY7| 45,165 ...DGKCIVIEFLSVLESNFTKRFLN... 2 Tityus obscurus
AOA1E1IWVY7
NDBP 3.2 44% sp|PODL41.1|NDB32 2870 ...KLLPSVFKLFQ... 5 Centruroides
sculpturatus
Fulicilin-like 27% XP_023218547.1 22,515 ...VSEPEQAMSNRGWSV... 7 Centruroides
sculpturatus
a-amylase 30% tr|AOA1E1WVLY| 59,579 ...MAVAFMLAWPYGLPR... 4 Tityus obscurus
AOA1E1WVL9
Putative phospholipase 6% tr|AOA218QXE2| 32,741 ...GIFDIADEILPITTNFFR... 1 Tityus serrulatus
AO0A218QXE2
LAAO* 10% G8XQX1|OXLA DABRR 56,888 2 Daboia russelii

EGNLSPGAVDMIGDLLNEDSGY...

described: 6 species of the genus Tityus [20-26]; 2 subspecies of the
genus Leiurus [27]; 2 in the genus Centruroides [1,28]; 1 species in each
of the following genera: Opisthacanthus [29], Urodacus [30], Scorpio
[31], Mesobuthus [32], Androctonus [33], Rhopalurus [34], Mega-
cormus [35], Hadrurus [36], Paravaejovis [37], and Serradigitus [38].

In scorpion venoms the best studied components are ion channel
modulators, especially Na*, K*, Ca™ and CI~ [39,40]. There are
currently over a thousand ion channel modulators identified in regis-
tered scorpion venoms from Uniprot (www.Uniprot.com/ 03/04/2020).

Although, recent studies have shown, in addition to these peptides, other
molecules that play a role in envenoming or that have biotechnological
potential such as enzymes, protease inhibitors and cytolytic peptides
[34].

Protease activity (serine and metalloproteases) has already been
described in several scorpions specimens using ‘omic’ techniques as well
as zymographyc assays [28,38,41,42]. R. agamemnom venom prote-
omics analyses found metalloproteinases as the major enzyme in venom,
although R. agamemnom venom presented a small caseinolytic band
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Fig. 5. Peptides obtained by de novo sequencing matching A — Amylase sequence ofTityus obscurus venom (UniProtKB — AOA1E1WVL9), identified with 30% protein
coverage (in grey). LAAO sequence of Daboia russeii venom (UniProtKB- G8XQX1), identified with 10% protein coverage (in grey).

around 23 kDa similar to results described in R. junceus [43]. Although
gelatin zymography is recommended to assess the presence of metal-
loproteases in a sample [44], no gelatinolytic activity was evidenced.

Hyaluronidase enhances venom toxicity promoting loss of extracel-
lular matrix integrity in soft connective tissues surrounding blood ves-
sels, thereby increasing systemic diffusion of toxins [45]. Hyaluronidase
activity in Rhopalurus junceus [46] and R. crassicauda [47] were identi-
fied 45 kDa RP-FPLC fraction. Our results also reported a 45 kDa band in
Hyaluronidase Zymogram assay. Proteomics reports Hyaluronidase as
4% of total described enzymes; we highlight an alignment with 47%
cover on Isometroides vescus Hyaluronidase (Table 1).

L-amino acid oxidases are widely found in snake venoms, having
biological effects as cytotoxicity, apoptosis induction, activation and
inhibition of platelet aggregation, hemorrhage, haemolysis, edema,
antiparasitic, bactericidal, antiviral, among others [48-50].Because
there is no entry for this protein in the Buthidae database, the proteomic
analysis do not found any sequence related to L-amino acid oxidases.
Since, R. agamemnon venom tested positive for this enzyme, we con-
fronted the sequences with an L-amino acid oxidases database (www.un
iprot.com), showing sequences similar to LAAO from Daboia russelii
snake. This is the first description of an L-amino acid oxidase in scorpion
venom and its function is completely unknown.

Amylases degrade specific carbohydrates complex producing
glucose, maltose and oligosaccharides. This enzyme was described as
putative in transcriptomic analyses of only two scorpion venom glands
[24,36], however no activity assay were performance. Although several
scorpion stings are known to increase serum amylase levels due to
damage to the pancreas, the presence of this enzyme in venom related to
this symptom remains uncertain. Our results describe the first amylase
activity for scorpion venoms, and it’s corroborated with proteome
analysis which aligned with Tityus obscurus putative amylase.

Phospholipases hydrolyze phospholipids lysing lipid membranes
during venom diffusion in poisoning syndrome, and also involved in
arachidonic acid and prostaglandins formation during pulmonary
edema [51]. Phospholipase Ay (PLA,) was identified in Centruroides
hentzi and Hadrurus spadix venom by proteome and transcriptome
analysis [28,36]. Although Almeida et al. (2012) did not find PLAs in the
Tityus spp. venom gland using transcriptomic analysis, and no PLA2
activity was detected in T. serrulatus, T. bahiensis and T. stigmurus
venoms [22,52]. Also PLA activity was not detected in Rhopalurus jun-
ceus venom [43]. In this present paper, PLAs was not identified neither
proteomic nor enzymatic assays.

Protease inhibitors are hypothesized to play an essential role in the
survival of venomous animals by protecting peptide toxins against
protease degradation in their prey or predators [53]. However, the
biological function of protease inhibitors in scorpion venoms remains
unknown. Different of Mesobuthus europeus [53], and Lychas mucronatus
[54], and Buthus tamulus [55] which showed protease inhibitors;
R. agamemnon venom showed no Trypsin, Chymotrypsin nor Elastase
inhibitor activity, also no peptide was identified on the proteomic
analysis.

The proteomic analysis identified sequences of four antimicrobial
peptides similar to Pandinus imperator venom, and others four antimi-
crobial peptides similar to putative antimicrobial peptides founded in
Tityus serrulatus venom gland. However, R. agamemnon venom showed
no inhibitory activity against E. coli, S. aureus and C. albicans under the
conditions and concentrations tested.

In general scorpion venoms have antimicrobial activity that causes
direct rupture of the membrane of bacteria and/or fungus, such as
Mauriporin, isolated from Androctonus mauritanicus venom, has potent
antimicrobial activity against a variety of Gram-positive and Gram-
negative bacteria [56], as well Opistoporins 1 and 2 from
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Opistophtalmus carinatus scorpion venom [57]; Hadrurin from Hadrurus
aztecus [58]; Parabutorin from Parabuthus schlechteri [57]; BmKbpp
peptide from Buthus martensii [59]; IsCT 1 and 2 peptides from Opis-
thacanthus madagascariensis [60].

Most of the scorpion venom antimicrobial peptides (AMPs) are also
haemolytic, such as Hadrurin from Hadrurus aztecus, and, UyCT3 from
Urodacus yaschenkoi [30,58,61]. The absence of haemolytic activity in
R. agamemnon venom also reinforces the lack of phospholipases and
compounds which act on biological membranes such as AMPs.

Scorpion channel blockers could be promising alternatives for anti-
cancer drug, do the fact that ions channels are over expressed in some
tumor cells, and directly related to metastatic progression [62,63].
Chlorotoxin, is an example of peptide isolated from the scorpion venom
Leiurus quinquestriatus hebraeus, which specifically binds to chloride
channels [64] that are firmly involved in the mechanism of cancer cell
mobility [65]. The same is true for voltage-dependent sodium channels
that are functionally overexpressed in various types of human cancers,
and directly related to metastatic progression [63], which means that
ion channel modulators could be interesting alternatives to treat, in a
specific way, different cell cancer lineages [66]. Analgesic-Antitumor
Peptide (AGAP)from Buthus martensii venom [67], it is a peptide that
recognize sodium channels [68], and also has antiproliferative activity
by stopping cell cycle in G1 phase of human colon adenocarcinoma
SW480 cells [69], and inhibits SHG-44 glioma cell proliferation [70].

Our results showed that R. agamemnon venom has a selective
inhibitory activity on MCF7. MCF7 it is an human mammary adeno-
carcinoma, which express predominantly voltage-gated sodium channel
(Nav 1.5) [71], it has been successfully treat with classical sodium
channel blockers as Tetrodotoxin. We suggest that the ion channel
modulators could be the main responsible for the antitumor activity of
the crude venom, similar for Buthus martensii, whose crude venom
selectively inhibited MCF7 cell growth and proliferation, inducing
apoptosis [72].

The same has been observed in Rhopalurus princeps venom (Rp)
which showed antiproliferative activity in human cancer cell lines as
human prostate cancer cell line BxPC3, human ovarian cancers(OVCAR3
and IGR-OV1), and bladder cancer cell lines (SCaBER) in a
concentration-dependent manner, inducing apoptosis. Although Rp
venom did not show cytotoxicity on dermal fibroblasts or non-tumoral
immortalized cell line of human retinal pigment epithelium (ARPE-19)
[731.

Angiotensin-converting enzymes (ACE) have a relevant role in the
renin-angiotensin system that controls blood pressure and regulating
body fluids volume. Scorpion envenomation syndrome is an increase of
plasma angiotensin-II and hypertension followed by hypotension, which
can partly be explained by the presence of ACE-like enzymes in the
venom [74]. ACE was found in scorpion proteomic of T. serrulatus, T.
obscurus [24], T. bahiensis [75], and Hottentotta judaicus [76] venom
gland. A considerable amount of ACE were found in proteomics analysis,
over 12,5%, those were similar to ACE-like identified in C. sculpturatus.
This venom enzyme also could act as peptidase making post trans-
lational modifications in venom peptides [77].

Bradykinin potentiating peptides (BPP) can act as hypotensive agents
and possible alternatives for the treatment of high blood pressure. BBPs
have already been mentioned in Tityus stigmurus’ [78], Tityus serrulatus’
[79], and Buthus martensii’s [80] venom. The BPPs observed in
R. agamemnon venom are similar to those described for T. discrepans. The
role in envenoming is not well understood; BPPs cause vasodilatation
and possibly contribute to the spread of the other venom components
[79].

The Proteomic identification of the myotropic peptides Fulicin-like
and Orcokinin-A-like, both similar to Centruroides sculpturatus, as well
CRISP toxins and Immunomodulatory peptides, considered unusual
finding in scorpion venom, and the role of these peptides in envenom-
ation is unclear.
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5. Conclusions

Proteomic analysis makes possible protein families identification, as
ion channel modulators and enzymes. The development of proteomic
techniques such as liquid chromatography associated with high resolu-
tion mass spectrometry increases the number of venom components that
can be effectively separated and identified. So far, there are approxi-
mately 790 scorpion venom proteins registered in the UniProt Animal
Annotation Program (www.uniprot.org/program/Toxins), but this is
still 1% less than the expected total number of components in the
Scorpiones order [81].

In this paper we describe enzymes activity and proteomic analyses of
R. agamemnon venom highlighting the first LAAO and amylase activity
for scorpion venoms. Other interesting findings point that ion channel
modulators toxins (NaTx and KTx) and enzymes are much more similar
to Centruroides than Tityus, a sympatric genus. It is also important to
mention that an interesting antitumor activity was identified in
R. agamemnon venom, probably a sort of selectivity for breast cancer
cells, which rise the interest in characterize the antitumor compounds
present in this venom.

The proteomics also identified unusual venom peptides as Fulicin-
like, Orcokinin-A-like, CRISP toxins and Immunomodulatory peptide.
Identification of these components in R. agamemnon enriched the di-
versity venom composition and function, making the R. agamemnon
venom a very interesting source of biologically active compounds that
deserve to be further explored.
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