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Resumen

Muchos de los péptidos en el veneno de los alacranes estdn amidados en su extremo C-
terminal. Estos péptidos se caracterizan por tener una sefial de amidacion en el interior o en el C-
terminal de su precursor, esta sefial estd compuesta por un residuo de glicina que puede estar
sucedido por uno o mas residuos basicos (tipicamente 2). La reacciéon de amidacién ocurre en dos
etapas e involucra la acciéon secuencial de las enzimas peptidilglicina a-hidroxilante
monooxigenasa (PHM) y peptidil-a-hidroxiglicina a-amidante liasa (PAL). Esta modificaciéon
postraduccional confiere una mayor resistencia a la degradacién por carboxipeptidasas y es
esencial parala completa funcién biol6gica de muchas toxinas peptidicas que actian sobre diversos
canales iénicos, péptidos antimicrobianos, defensinas, y otros componentes presentes en el
veneno. Las sefiales candnicas de amidacion identificadas en los precursores peptidicos que fueron
deducidos a partir de analisis transcriptomicos sugerian que un sistema enzimatico de a-amidacion
deberia ser responsable de esta modificacién postraduccional. Informacién gendémica del alacran
Centruroides sculpturatus reveld que en los alacranes existen 3 genes que codifican para un sistema
enzimatico dual de a-amidacidn, el primero de estos genes codifica para una enzima bifuncional, la
peptidil-glicina a-amidante monooxigenasa (PAM), enzima que contiene ambos dominios
cataliticos, PHM y PAL (indicados como phm-PAM y pal-PAM), un dominio de anclaje a la membrana
celular (MSD) y un dominio citosoélico (CD) que regula su trafico a través de la via exocitica. Los dos
genes restantes son el resultado de la duplicacién de un gen PAM ancestral y codifican para las
enzimas monofuncionales PHMm y PALm que carecen de dominios MSD y CD. El porcentaje de
identidad aminoacidica entre los dominios cataliticos de las enzimas de los alacranes estudiados se
encuentra entre el 27.7 - 32.1% para phm-PAM/PHMm y 31.7 - 33.7% para pal-PAM/PALm. Los
residuos implicados en la catalisis y la coordinacion de metales estan conservados en cada uno de
los dominios cataliticos. Estas enzimas pudieron evolucionar para reconocer sustratos especificos
o ser activas en determinadas condiciones fisioldgicas. La expresion de los tres genes se confirmé
mediante el andlisis transcriptémico de las glandulas de veneno de alacranes de las dos ramas
basales del orden Scorpiones (parvorden Buthida e Iurida), siendo los butidos quienes tuvieron los
niveles de expresion mas altos de estas enzimas y la mayor diversidad y abundancia de péptidos

amidados.
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Abstract

Many of the peptides in scorpion venom are amidated at their C-terminal end. These peptides are
characterized by having an amidation signal within or at the C-terminus of their precursor, this
signal is composed of a glycine residue that may be succeeded by one or more basic residues
(typically 2). The amidation reaction occurs in two steps and involves the sequential reaction of the
enzymes peptidylglycine a-hydroxylating monooxygenase (PHM) and peptidyl-a-hydroxyglycine
a-amidating lyase (PAL). This posttranslational modification confers enhanced resistance to
degradation by carboxypeptidases and is essential for the full biological function of many peptide
toxins that act on various ion channels, antimicrobial peptides, defensins, and other components
present in venom. The canonical amidation signals identified in peptide precursors that were
deduced from transcriptomic analyses suggested that an a-amidation enzyme system should be
responsible for this posttranslational modification. Genomic information from the scorpion
Centruroides sculpturatus revealed that in scorpions, 3 genes encode for a dual a-amidation enzyme
system, the first of these encodes for a bifunctional enzyme, peptidyl-glycine a-amidating
monooxygenase (PAM), an enzyme that contains both PHM and PAL catalytic domains (indicated
as phm-PAM and pal-PAM), a membrane spanning domain (MSD) and a cytosolic domain (CD) that
regulates PAM trafficking through the exocytic pathway. The remaining two genes are the result of
duplication of an ancestral PAM gene and code for monofunctional PHMm and PALm enzymes that
lack MSD and CD domains. The percent amino acid identity between the catalytic domains of the
scorpion enzymes is between 27.7 - 32.1% for phm-PAM/PHMm and 31.7 - 33.7% for pal-
PAM/PALm. Residues involved in catalysis and metal coordination are conserved in each of the
catalytic domains. These enzymes could have evolved to recognize specific substrates or be active
under certain physiological conditions. Expression of the three genes was confirmed by
transcriptomic analysis of scorpion venom glands from the two basal branches of the order
Scorpiones (parvorder Buthida and lIurida). Buthids had the highest expression levels of these

enzymes and the highest diversity and abundance of amidated peptides.
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1. Introduccion

El orden Scorpiones representa a uno de los linajes mas antiguos dentro del phylum Artrépoda
(Sharma et al,, 2015; Waddington et al., 2015). La clave del éxito ecologico de estos depredadores
reside en gran medida en la produccién de potentes venenos que utilizan para alimentarse, asi
como para defensa y disuasion de potenciales competidores (Oldrati et al., 2016; Ortiz et al., 2015).
El veneno de alacran (o escorpion) es una mezcla compleja de varios componentes, entre ellos
péptidos bioactivos con potencial aplicabilidad terapéutica (Ortiz et al, 2015), enzimas (Ortiz et al.,
2014), metabolitos, y un relevante arsenal de toxinas con actividad sobre canales i6nicos (Na+, K+,
Caz+y Cl) (Fuller et al, 2007; Gurevitz, 2012; Possani et al., 1999; Rodriguez de la Vega y Possani,
2004, 2005; Xiao et al,, 2016). El veneno es producido y secretado por dos glandulas simétricas
ubicadas en el telson, el ultimo segmento del metasoma (Chippaux, 2012). En estas glandulas, los
componentes peptidicos del veneno son sintetizados y madurados; dicha maduraciéon es un
proceso que implica una serie de modificaciones postraduccionales (MPT) que dan lugar a la
compleja mezcla de moléculas bioldgicamente activas (Oldrati et al, 2016). Entre las MPT mas
comunes que se encuentran en los péptidos del veneno de alacran estan la formacién de puentes
de disulfuro, escisiones proteoliticas y la amidacién del C-terminal (o-amidacién). Toxinas y
péptidos sin puentes disulfuro (NDBP) son componentes amidados bien conocidos en el veneno de

los alacranes (Tabla 1).

Tabla 1. Péptidos amidados en el veneno de alacran. El péptido sefial esta subrayado. El péptido maduro
se indica en negritas. El propéptido se indica en italicas y la sefial de amidacién esta indicada en azul.

Tipo péptido Uniprot Secuencia del precursor C-terminal
AaH2 P01484 MNYLVMISLALLFVTGVESVKDGYIVDDVNCTYFCGRNAYCNEECTKLKGESGYCQWASPYGNACYCYKLPDHVRTKGPGRCH H-NH:
o LghIT2 Q26292 MKLLLLLIVSASMLIESLVNADGYIKRRDGCKVACLIGNEGCDKECKAYGGSYGYCWTWGLACWCEGLPDDKTWKSETNTCG G-NH:
§ BmKITa Q9XY87 MKLFLLLLISASMLIDGLVNADGYIRGSNGCKVSCLWGNEGCNKECRAYGASYGYCWTWGLACWCQGLPDDKTWKSESNTCG G-NH:2
% Cn2 P01495 LLIITACLALIGTVWAKEGYLVDKNTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFACWCTHLYEQAIVWPLPNKRCS S-NH:
-g Ts1 P15226 MKGMILFISCLLLIGIVVECKEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGRECGIKKGSSGYCAWPACYCYGLPNWVKVWDRATNKC C-NH:
= CsElI P01491 MNSLLMITACLVLIGTVWAKDGYLVEKTGCKKTCYKLGENDFCNRECKWKHIGGSYGYCYGFGCYCEGLPDSTQTWPLPNKTC C-NH:2
CsEv3 P01494 MNSLLMITACLFLIGTVWAKEGYLVNKSTGCKYGCLKLGENEGCDKECKAKNQGGSYGYCYAFACWCEGLPESTPTYPLPNKSC C-NH:
NTx P08815 MKAFYGILILLFCSMFNLNESTIINVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKCYNN N-NH:
3 o BmKTX Q9NII7 MKVFFAVLITLFICSMIIGIHG VGINVKCKHSGQCLKPCKDAGMRFGKCINGKCDCTPK K-NH:
_é é CoTx1 046028 MEGIAKITLILLFLFVTMHTFANWNTEAAVCVYRTCDKDCKRRGYRSGKCINNACKCYPY Y-NH:
é A OcKTx5 Q6XLL5 MNAKFILLLVLTTMMLLPDTKGAEVIRCSGSKQCYGPCKQQTGCTNSKCMNKVCKCYGC C-NH:
OcKTx1 Q6XLL9 MNAKFILLLLVVATTMLLPDTQGAEVIKCRTPKDCAGPCRKQTGCPHGKCMNRTCRCNRC C-NH:
- % IsCT Q8MM]7 MKTQFAILLVALVLFQMFAQSDAILGKIWEGIKSLF GLSDLDGLDELFDGEISKADRDFLRELMR F-NH:

=

Z E BmKbl Q718F4 MEIKYLLTVFLVLLIVSDHCQAFLFSLIPSAISGLISAFK DLNGYIDHFKNFRKRDAELEELLSKLPIY K-NH2
§ é Hp1090 PODJ02 MKTQFAIFLITLVLFQMFSQSDAIFKAIWSGIKSLF GLSDLDDLDESFDGEVSQADIDFLKELMQ F-NH:
;c:-} % IsCT2  Q8MTX2 MKTQFAILLVALVLFQMFAQSEAIFGAIWNGIKSLF ALNNDLDLDGLDELFDGEISQADVDFLKELMR F-NH:
g. VAMP-2 E4VP07 MKSQTFFLLFLVVFLLAITQSEAIFGAIAGLLKNIF SLRDMDTMKYLYDPSLSAADLKTLQKLMENY F-NH:
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La a-amidacion se encuentra en muchos péptidos bioactivos de diversos taxones eucariotas
(Jekely, 2013). Esta MPT confiere a los péptidos una mayor resiliencia ante la degradacién por
carboxiopeptidasas, aumentando asf su vida media y disminuyendo su tasa de recambio (Gutte,
1995). Se sabe que la amidaciéon es esencial para el correcto funcionamiento de muchos
neuropéptidos y hormonas peptidicas de mamiferos (Merkler, 1994). Las toxinas de alacran
también han mostrado requerir de la amidacién de su C-terminal para su completa actividad
bioldgica, sin la cual, dicha actividad puede verse reducida (Coelho et al, 2014; Liu et al, 2003). La
amidacidén en el C-terminal resulta en un cambio con dos posibles implicaciones funcionales: el
aminoacido terminal amidado podria estar directamente involucrado en eventos de
reconocimiento molecular, o la amidacién podria simplemente actuar reduciendo la carga negativa

del extremo carboxilo y del péptido en su conjunto (Estrada et al, 2011).

1.1 Reaccion de amidacion

En general, los péptidos amidados se traducen como precursores polipeptidicos de mayor
tamafio que contienen una sefial de amidaciéon compuesta por un residuo de glicina sucedid o
tipicamente por uno o dos residuos basicos consecutivos (R-X-Gly-Basic o R-X-Gly-Basic-Basic) y
en algunos casos por una secuencia propéptido (Tablal y Figura 1A). La sefial de amidacion es
procesada inicialmente por endoproteasas de la familia protein-convertasa (PC1/PC2), que
escinden después del o los residuos basicos. Estos residuos a su vez son sustratos de
carboxipeptidasas tipo E (CPE) que remueven esos aminoacidos exponiendo al residuo de glicina
en el C-terminal del precursor (Eipper et al, 1992b; Fricker, 2005) (Figura 1A). La reaccién de
amidacion ocurre en dos etapas e involucra la accidn secuencial de dos actividades enzimaticas. En
primer lugar, la enzima dependiente de cobre peptidilglicina a-hidroxilante monooxigenasa (PHM,
EC 1.14.17.3, pfam01082 - pfam03712), cataliza la hidroxilacién del residuo de glicina, utilizando
ascorbato y oxigeno molecular como cosustratos (Figura 1B y 1C). A continuacién, la enzima
dependiente de zinc peptidil-a-hidroxiglicina a-amidante liasa (PAL, EC 4.3.2.5, pfam01436)
cataliza la escision del residuo hidroxiglicina liberando el péptido amidado y glioxilato (Eipper et

al, 1991; Perkins et al,, 1990) (Figura 1B y 1D).
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Figura 1. Procesamiento enzimatico de la sefial de amidacién. A) Ruta completa que conduce a la amidacion
de péptidos. PS, Péptido Seiial; PC1/PC2, Protein-convertasas tipo 1/2; CPE, carboxipeptidasa E. B) Reaccion
secuencial de amidacién catalizada por las enzimas PHM y PAL. C) y D) Estructuras tridimensionales
obtenidas por cristalografia de rayos X de los dominios phm-PAM y pal-PAM de R. norvegicus (PDB:
1SDW/3FVZ).

1.2 Enzimas amidantes dentro del dominio Eukarya

Al igual que los péptidos amidados, las enzimas amidantes (PHM y PAL) se encuentran
ampliamente distribuidas en diversos taxones eucariotas (excepto en amebozoos, coanoflagelados,
hongos y plantas) (Attenborough et al, 2012). Sin embargo, la forma en que se expresan estas
enzimas difiere entre taxones. En vertebrados, como Bos taurus, Rattus norvegicus, Xenopus laevis,
Homo sapiens y otros, un tnico gen codifica para un polipéptido con ambas actividades en forma
de una enzima bifuncional, la peptidil-glicina a-amidante monooxigenasa (PAM), enzima que
ademas cuenta con un dominio integral de membrana y un dominio citosoélico hacia el C-terminal

(Eipper et al, 1992a; Eipper et al., 1987; Glauder et al., 1990; Mizuno et al., 1987). Se informé de la
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misma estructura PAM de dos dominios cataliticos en el gasterépodo Aplysia californica (Fan et al.,
2000). Curiosamente, otro gasterépodo, Lymnaea stagnalis produce un zimoégeno que consta de
cuatro dominios PHM diferentes seguidos de un Unico dominio PAL, que endégenamente se
convierte en una mezcla de isoenzimas monofuncionales (Spijker et al, 1999). Se han descrito hasta
7 isoformas PAM en R. norvegicus generadas por “splicing” alternativo. Estas isoformas incluyen
configuraciones con y sin sitios proteoliticos internos, éstos dan como resultado enzimas PHM y
PAL independientes y solubles (phm-PAM y pal-PAM) (Eipper et al, 1992a; Eipper et al, 1993).
Entre los artrépodos, las enzimas PHM y PAL, pero no la enzima bifuncional PAM se expresan en
los insectos Apis mellifera, Drosophila melanogaster y otros (Han et al, 2004; Kolhekar et al., 1997;
Zabriskie et al., 1994), mientras que tanto las enzimas monofuncionales, indicadas en adelante con
el sufijo “m” (e.g., PHMm/PALm), como la enzima bifuncional PAM se expresan en crustaceos como
la pulga de agua Daphnia pulex (Attenborough et al,, 2012) y D. magna, cuyo porcentaje de similitud
aminoacidica entre los dominios phm-PAM/PHMm y pal-PAM/PALm es 28.8 y 36.1%
respectivamente. Analisis filogendmicos sugieren que la enzima bifuncional PAM pudo estar en el
ultimo ancestro comun eucariota (LECA) y que las enzimas PHMm/PALm en ciertos linajes son
resultado de eventos de duplicacion del gen PAM ancestral (Attenborough et al, 2012). No se
dispone de informacion sobre el sistema enzimatico de amidacién en otros subfilos eg.,

quelicerados y, en particular, en aracnidos.
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2. Antecedentes

2.1 Enzimas amidantes en organismos venenosos.

Los gasterépodos marinos del género Conus producen una gran variedad de toxinas peptidicas
(conotoxinas), de las cuales una fraccidn significativa estd amidada. Ul-Hasan et al.,, en 2013,
clonaron cDNAs codificantes para enzimas PAM a partir de los conductos del veneno de estos
caracoles, cuya expresion heterdloga demostr6 actividad a-amidante. Ward et al, en 2018,
realizaron un andlisis transcriptémico y proteémico de la glandula de veneno del escorpién
Centruroides hentzi. En este trabajo se report6 una monooxigenasa en el veneno (anotada como
GFWZ01000197.1 TSA: Centruroides hentzi Chent_MonoO). Un andlisis de secuencia riguroso
demostré que esta corresponde a una enzima PHMm de secuencia completa (ver materiales y
métodos, seccion 5.3). En 2018, de Oliveira et al, reportaron una PAM de secuencia corta (347
aminodcidos) en las glandulas de veneno del escorpidn Tityus obscurus (GenBank: JAT91064). Tras
el andlisis de secuencia se demostré que ésta no corresponde a una enzima PAM, sino a una PHMm.
Del mismo modo, Kuhn-Nentwig et al, en 2019, realizaron un andlisis transcriptémico y
protedmico de la glandula de veneno de la arafia Cupiennius salei, reportando otra enzima PAM de
secuencia corta (353 aminoacidos), anotada como PAM_CUPSA [MH766628]. El andlisis de
secuencia mostr6 que esta enzima también correspondia a una PHMm. Estos resultados
demostraron la presencia de la enzima PHMm en los venenos de alacranes y arafias; sin embargo,
no hay reportes de la enzima PALm o PAM o del subdominio pal-PAM que complete la reacciéon de

a-amidacioén en las glandulas de veneno de los alacranes.
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3. Hipotesis

A pesar de que no se ha descrito ningin sistema de amidacién en aracnidos, la correlacién
comprobada entre la presencia de las sefiales canoénicas de a-amidacién en transcritos obtenidos
por diferentes analisis transcriptémicos y la obtencion de péptidos maduros amidados
confirmados mediante andlisis bioquimicos y proteémicos (Abdel-Rahman et al.,, 2013; Becerril et
al, 1995; Bougis et al.,, 1989; de Oliveira et al., 2018; Romero-Gutierrez et al., 2017), indican que
los sistemas PHMm mas PALm y/o PAM deben estar presentes en las glandulas de veneno de los
escorpiones. Por lo tanto, la hipotesis de este proyecto propone que, utilizando técnicas de
Secuenciacion Masiva de Nueva Generacidn, Bioinformatica y Biologia Molecular, seremos capaces
de identificar, amplificar y clonar, asi como caracterizar estructural y filogenéticamente las
secuencias codificantes para la o las enzimas que participan en el proceso de a-amidacién en

escorpiones.



18 De 75

4. Objetivos

General

Describir el sistema enzimatico de amidacién en el orden Scorpiones

Particulares

o [dentificar la o las enzimas que se expresan en las glandulas de veneno de los alacranes, que
son responsables de catalizar la reaccién de a-amidacion en los componentes peptidicos del

veneno

e Explorar la historia evolutiva de las enzimas amidantes de los alacranes

e Evaluar y comparar los niveles de expresién de las enzimas amidantes en las gldndulas de
veneno de alacranes representativos de las dos ramas basales del orden Scorpiones:
parvordenes Buthida e Iurida

e Evaluar la diversidad y abundancia de los componentes amidados en el veneno de butidos e
iuridos
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5. Materiales y métodos

5.1 Especies analizadas

Partimos de las lecturas crudas generadas para el andlisis transcriptomicos de las glandulas de
veneno de 4 especies de alacranes previamente publicados del género Centruroides: C. limpidus
(ERR3289195 / ERR3289194) (Cid-Uribe et al, 2019), C. hirsutipalpus (Valdez-Velazquez et al,
2020), C. vittatus (SRR5345824 / SRR5338072) (McElroy et al, 2017), C. hentzi (SRR6041834 /
SRR6041835) (Ward et al,, 2018), asi como de lecturas de secuenciacién para 4 especies inéditas
de este género, C. noxius, C. ochraceus, C. possani, C. orizaba, y de los datos genémicos de C.
sculpturatus (BioProject: PRJNA168116) disponibles en el NCBI. Estas especies estan distribuidas
principalmente en el territorio mexicano y el sur de Estados Unidos. Adicional a esta informacién,
incluimos datos de especies estrechamente relacionadas, Tityus trivittatus (especie inédita)
(centro, centro-sur del continente americano), Mesobuthus martenssi (SRR4188636) distribuido en
el continente asiatico y Leiurus abdullahbayrami (especie inédita) distribuido en el sureste de
Europa y Asia occidental. Un aspecto evolutivo relevante es que estas especies pertenecen a una de
las dos ramas basales del orden Scorpiones, parvorden Buthida, y con la excepcion de C. hentzi, las

especies antes mencionadas son consideradas como peligrosas para el humano.

Datos de secuenciacion de otros alacranes distribuidos en México, Hoffmannihadrurus aztecus
(ERR3534794), Hadrurus concolorus (ERR3561754) (Santibanez-Lopez et al, 2019b), Hadrurus
spadix (SRR4069278/SRR4069277) (Rokyta y Ward, 2017), Paravaejovis schwenkmeyeri
(ERR2653951) (Cid-Uribe et al, 2018), Thorellius cristimanus (reportado como T. atrox)
(ERR2367086) (Romero-Gutierrez et al., 2017), Serradigitus gertschi (ERR2843384) (Romero-
Gutierrez et al, 2018), Superstitionia donensis (SRR4381683) (Santibanez-Lopez et al, 2016),
Megacormus gertschi (SRR3657526) (Santibanez-Lopez et al, 2017), asi como de Urodacus
yaschenkoi (Australia) (SRR1557168) (Luna-Ramirez et al, 2015), se incluyeron como
representantes de la segunda rama basal del orden, parvorden lurida. Este segundo grupo solo
tiene una especie considerada de importancia médica ( Hemiscorpius lepturus, pais: Iran) (Torabi et
al, 2020) y no forma parte de este trabajo. En total, se cont6 con informacién de 24 especies de
escorpiones del viejo y nuevo mundo pertenecientesa 7 de las 20 familias actualmente reconocidas

(Santibanez-Lopez et al, 2015).
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5.2 Filtrado de lecturas, ensamble de novo, limpieza y evaluacion de los transcriptomas

Todas las lecturas incluidas en este trabajo se generaron por tecnologia [llumina y son de
extremo pareado. Las lecturas cuentan con una longitud de 72 bases para la mayoria de las
especies, con la excepcion de C. hentzi, C. vittatus, H. spadix y M. martenssi, cuyas lecturas tienen una
longitud de 150, 101, 150 y 89 bases respectivamente. La calidad de las lecturas se evalu6 con
FastQC (Andrews, 2010). La limpieza de las lecturas se realizé usando fastp 0.21.0 (Chen et al.,
2018). Entre los pardmetros de limpieza se consider6 la remocion de adaptadores y las colas poli
G generadas por secuenciaciéon Illumina (Chen et al., 2018), asi como la remocion de lecturas de
baja calidad y complejidad (lecturas que contienen secuencias repetitivas largas. Ver Apéndice A2).
Se retuvieron lecturas cuya longitud final fuera mayor o igual a 25 bases y con valores de calidad
Phred mayores o iguales a Q20 y con niveles de complejidad superiores a 30.

Las lecturas se ensamblaron de novo utilizando rna-SPAdes 3.15.0 (Bushmanova et al., 2019). El
tamafio de los k-meros fue determinado por rna-SPAdes, utilizando k-meros de longitud 29 y 35
para las lecturas de 72 bases, 29 y 43 para las lecturas de 89 bases y de 49 y 73 para las lecturas de
150 bases.

Se removieron secuencias contaminantes alineando los contigs ensamblados contra una serie
de genomas representativos de mamiferos, insectos, nematodos, protistas, bacterias, hongos y
plantas (Homo sapiens, Rattus norvegicus, Mus musculus, Drosophila melanogaster, Coccinella
septempunctata, Caenorhabditis elegans, Acanthamoeba astronyxis, Escherichia coli,
Bradyrhizobium pachyrhizi, Streptomyces albus, Bacillus subtilis, Klebsiella variicola, Aspergillus
terreus, Trametes hirsuta, Saccharomyces cerevisiae, Arabidopsis thaliana, Jatropha curcas) usando
el programa deconseq (Schmieder y Edwards, 2011).

La estimacion de la integridad y redundancia de los transcriptomas ensamblados re realizd
mediante la busqueda de las secuencias de 1,013 ort6logos conservados entre artropodos usando

BUSCO 5.0.0 (Benchmarking Universal Single Copy Orthologs) (Seppey et al., 2019).

5.3 Identificacion y anotacién de enzimas amidantes

Homologos de las enzimas PAM, PHM y PAL se identificaron mediante TBLASTN utilizando la
secuencia PAM de R. norvegicus (Uniprot, P14925) y las secuencias PHM y PAL2 de Drosophila
melanogaster (Uniprot, 001404 y Q9W1L5) como referencia (evalue=1e-11). La organizacion de
los dominios se evalud con el servidor NCBI-CDART (Geer et al, 2002). Las enzimas PAM se
caracterizan por tener la organizacion de dominios CuZ2_monooxygen (pfam01082)-

CuZ2_monoox_C (pfam03712) seguidos del dominio NHL (pfam01436), mientras las PHMm
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incluyen dnicamente los dominios Cu2_monooxygen (pfam01082)-Cu2_monoox_C (pfam03712) y
las PALm solo cuentan con el dominio NHL (pfam03712). Se identificaron secuencias adicionales
distintivas como el péptido sefial de secrecion (SP) con SignalP 4.1 y Phobius (Kall et al., 2004;
Petersen et al., 2011), la region del propéptido (Pp) con ArachnoServer v. 3.0 (Pineda et al., 2018)
y el dominio de anclaje a membrana de las enzimas PAM con TMHMM 2.0 (Moller et al, 2001). La
identificacion y delimitacion de los dominios cataliticos y los residuos implicados en la
coordinacién de metales y la formacién de puentes disulfuro se realizé manualmente mediante el
alineamiento de las secuencias recuperadas con la secuencia de referencia de R. norvegicus, la cual

cuenta con la anotaciéon mas completa de residuos y ensayos enzimaticos. Los sitios potenciales de

glicosilacion se predijeron con NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/).

En los casos en que las secuencias se encontraran incompletas o parciales, se procedi6 a alinear
las lecturas de secuenciacidn contra una secuencia de una especie del mismo género, o familia, o
consenso usando bowtie2 (Langmead y Salzberg, 2012). Las lecturas recuperadas en formato SAM
(Sequence Alignment Map) se ordenaron usando SAMtools 1.11 (Danecek et al, 2021). El archivo
SAM se convirti6 a formato FASTA wusando el script de Python sam2fasta.py

(https://sourceforge.net/projects/sam?2fasta/files/). Las secuencias ordenadas y alineadas se

usaron para ensamblar manualmente nuevos contigs (por consenso de secuencias) o extender la
longitud de contigs previamente generados por rna-SPAdes, asi como para fusionar dos o mas

contigs.

5.4 Organizacion genémica de las enzimas PAM, PHM y PAL de alacran

Los genes de las enzimas PAM, PHM y PAL se recuperaron de los genomas de C. esculturatus
(GenelD:111617460, 111638043 y 111633922), R norvegicus (Gene ID: 25508) y Drosophila
melanogaster (Gene 1D:37823, 36033 y 37746). La identificacion y organizaciéon de intrones y

exones se realizé con Splign (Kapustin et al., 2008).

5.5 Modelado de las estructuras tridimensionales de las enzimas amidantes

Las secuencias aminoacidicas de las cadenas maduras de las enzimas PAM PHMm y PALm se
modelaron con ayuda del “Colab notebook” de Alpha fold 2 (Jumper et al., 2021). Los metales
divalentes para cada modelo se transfirieron de los archivos pdb de las estructuras cristalograficas
de las enzimas PHM (phm-PAM) y PAL (pal-PAM) de R. norvegicus (PDB: 1SDW/3FVZ) a los

modelos generados.


http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
https://sourceforge.net/projects/sam2fasta/files/
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5.6 Reconstruccion filogenética de las enzimas PAM, PHM y PAL

La reconstruccion filogenética de la enzima PAM y sus dos dominios cataliticos phm-PAM y pal-
PAM (con el sufijo '-PAM' utilizado para diferenciarlos de aquéllos de las enzimas
monofuncionales), y de las enzimas independientes PHMm y PALm (con el sufijo 'm', para
'monofuncional') se realizé utilizando el método de maxima verosimilitud (ML) con secuencias de
nucleétidos. Se obtuvieron secuencias adicionales de organismos relacionados filogenéticamente
(grupos externos) del NCBI o se ensamblaron a partir de lecturas de secuenciacion de
transcriptomas depositados en el SRA-NCBI. Todas las secuencias se alinearon con MAFFT 7.407
(Katoh et al, 2019). La busqueda del mejor modelo de sustitucion (GTR + F + I + G4) y el analisis
ML se realizaron con IQ-TREE 1.6.9 (Kalyaanamoorthy et al., 2017; Nguyen et al., 2015) utilizando
el método de arranque ultrarrapido (UFBoot2) (Hoang et al., 2018) con 10,000 réplicas.

5.7 Amplificacion y clonacion de la secuencia PAM de Centruroides noxius

Se extrajo el RNA total del telson de una hembra del alacran C. noxius con el kit SV Total RNA
Isolation System (Promega Corporation, Madison, WI, EE. UU.). El cDNA se amplificé con el kit cDNA
First Strand para RT-PCR (AMV) (Roche, Basilea, Suiza). Los primers utilizados, Cen-Fw3 (5'-GAT
CTT GTA AAC GGC GTATTT CCC TT-3 ") y Cen-Rv4 (5'-CCG ATA TCC TCC CAA CCATCCTTT C-3),
se disefiaron a partir del consenso de las secuencias PAM de dos escorpiones del género
Centruroides (C. limpidus y C. orizaba). Las condiciones de amplificacién fueron 3 min a 96 °C,
seguido de 30 ciclos de 30 s a 96 °C, 1 min a 56 °Cy 2 min a 68 °C, méas un paso final de 5 min a 68
°C. Se utilizé una polimerasa Pfu recombinante producida en nuestro laboratorio. El producto de
PCR se purifico con el kit de extraccion en gel QIAQuick (QIAGEN GmbH, Hilden, Alemania), se ligd
en el vector pBluescript II KS (+) digerido con EcoRV y se electropord en células DH5a de
Escherichia coli electrocompetentes. Las clonas positivas se seleccionaron mediante el sistema
azul/blanco sembrando las células en medio LB/ampicilina, complementado con X-Gal/IPTG. Los
plasmidos se prepararon por lisis alcalina y se sometieron a secuenciacidn con los primers T7 -Like
(5'-GCG TAA TAC GAC TCA CTA TA-3 "), T3-Like (5'-CTC ACT AAA GGG AAC AAA AGC-3"), Cen-In1l
(5°-CTC GTT GCT TAG ATA TAG AGA-3"), Cen-In2 (5°-ACA TCA GTC AAC CAA ACA-37) y Cnox-In3
(5°-ATT GAT GCT GAT GAT GCC TA-3 ).
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5.8 Niveles de expresion de las enzimas amidantes

La cuantificacion de los niveles de expresidn, referidos como transcritos por millén (TPM), se
realizé usando Salmon 1.3.0 (Patro et al, 2017) con las opciones —seqBias y --gcBias. Los niveles de
expresion fueron normalizados usando como medida normalizadora los TPM de un gen
“housekeeping”. Para ello, se evalué la presencia, completitud y singularidad de copia de los
siguientes genes candidatos: GAPDH (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa), SDHA (succinato
deshidrogenasa), HPRT1 (hipoxantina fosforribosil transferasa 1) (Silver et al, 2006), PGK1
(fosfoglicerato quinasa 1), CANX (Calnexina), ATP5B (ATP sintasa F1 subunidad beta), TBP
(proteina de unién a TATA), YWHAZ (Proteina de activacion Zeta de tirosin 3-
monooxigenasa/triptéfano 5-monooxigenasa), enunciados en el “qPCR Reference Gene Selection

Protocol, Sigma-Aldrich Co”, y actina.

5.9 Diversidad de péptidos amidados

Se construyo una base de datos con secuencias aminoacidicas representativas para cada tipo de
toxinas y otros componentes que se han reportado en los venenos de distintos alacranes (Cid-Uribe
et al, 2020). Se recuperaron las secuencias incluidas en el “Animal toxin annotation project” de
UniProt (Jungo et al,, 2012) [actualizado a Nov/2020] y de “Kalium: Toxins Active on Potassium
Channels” (Tabakmakher et al, 2019) [actualizado a Nov/2020]. Las secuencias aminoacidicas
redundantes entre ambas bases de datos se removieron con CD-HIT 4.8.1 (Fu et al, 2012) con las
opciones: -¢ 1.0 y -s 1.0 (opciones que permiten remover secuencias con el 100% de similitud y de
igual longitud). La identificacién de toxinas y otros componentes de veneno se realiz6 con la opcion
blastp de diamond 2.0.6.144 (Buchfink et al., 2021) con un e-value de 1e-18.

A partir de las secuencias identificadas y clasificadas como componentes peptidicos de veneno
eg., toxinas (NaTx, KTx, CaTx, CITx, TRPTx), péptidos de defensa del huésped (NDBP1-4,
defensinas, péptidos anidnicos, péptidos tipo waprina) y otros, se buscaron sefiales de amidacion
dentro de las secuencias de los precursores o en el C-terminal de los mismos. Aunque se ha descrito
que en mamiferos la sefial de amidacion estd compuesta por un residuo de glicina seguido
tipicamente por uno o dos residuos basicos consecutivos, los precursores de algunos péptidos en
el veneno de alacran cuentan con hasta 4 residuos basicos que suceden al residuo de glicina (Tabla
1), por lo que se consideraron las combinaciones posibles para estos 4 residuos basicos en la sefial
de amidacion (G, GK, GR, GKK, GKR, GRR, GRK, GKRK, GKRR, GRRR, GRKR, GRKK, GKKK, GKKR,
GRRK, GKKKK, GKKKR, GKKRR, GKRRR, GRRRR, GKRRR, GKKRR, GKKKR, GKRKK, GRRKK, GRKKK,
GRRRK, GRKRR).
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6. Resultados

6.1 Filtrado de lecturas, ensamble de novo y evaluacion de los transcriptomas

Se encontraron diferencias en el nuimero de lecturas (profundidad de secuenciacion)
disponibles para cada uno de los transcriptomas analizados. En C. hirsultipalpus se tuvo la menor
profundidad de secuenciacién con 5 millones de lecturas, mientras que en T. trivittatus se contd
con 112 millones de lecturas, siendo el transcriptoma con la mayor profundidad de secuenciacion
(Figura 2A). La relacion entre las lecturas retenidas tras la remocién de adaptadores y secuencias
de baja calidad se muestra en la Figura 2A. El transcriptoma del alacran T. trivittatus tuvo el mayor
numero de contigs ensamblados con 89,350, mientras que para el alacran C. hirsultipalpus se tuvo
el menor numero de contigs con 16,057 (Figura 2B). La tasa de mapeo de las lecturas en los
ensambles fue superior al 90%, con la excepcion de H. spadix (hembra) cuya tasa de mapeo fue de
solo 84% (Figura 2C). Se encontrd un bajo numero de secuencias contaminantes en los ensambles
(<2,000 contigs), la mayoria de estas secuencias son de origen bacteriano y de humano (Apéndice
A1). En los transcriptomas con una profundidad de secuenciacién menor a 10 millones de lecturas
(C. hirsultipalpus, S. donensis y C. noxius) se identificaron menos del 50% de los ort6logos BUSCO
completos (Figura 2D). La relacidn entre los ortdlogos de secuencia tnica y duplicados, asi como
los que se encuentran fragmentados o que no fueron identificados se muestran a detalle en la
Figura 2D. Se observé que la profundidad de secuenciacién guarda una estrecha correlacion con el
numero e integridad de los contigs ensamblados, donde un menor nimero de lecturas dificulta la
identificacion de ortologos de secuencia completa (Figura 2E y 2F). En la mayoria de los
transcriptomas con mas de 45 millones de lecturas se lograron identificar entre el 85 y 98% de los
ortologos BUSCO completos, con la excepcion de H. aztecus y C. Orizaba en los que otros factores
metodolégicos pudieron afectar el resultado del analisis de integridad de los transcriptomas

(Figura 2F).
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Figura 2. Numero de lecturas, tamafio e integridad de los transcriptomas ensamblados.

A) Numero de lecturas retenidas tras la remocion de adaptadores y secuencias baja calidad en M) Butidos e
M) [dridos; M) Numero de lecturas que fueron removidas por no cumplir con los requisitos de calidad y
longitud; B) Numero de contigs ensamblados por rnaSPAdes; C) Tasa de mapeo (porcentaje de lecturas que
fueron mapeadas de forma unica en los ensambles; D) Porcentaje acumulado de los 1,013 ortélogos
conservados en artrépodos incluidos en la base de datos BUSCO; M S) Ort6logos completos de copia tnica;
BD) Ortdlogos completos que se encuentran duplicados; © F) Ortélogos incompletos o fragmentados; HlM)
Ortologos no presentes en los ensambles; E) Relacion entre la profundidad de secuenciacion y el nimero de
contigs ensamblados por rnaSPAdes; F) Relacion entre la profundidad de secuenciacion y porcentaje de
ortdlogos completos identificados por BUSCO.
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6.2 El sistema enzimatico dual de a-amidacién en el orden Scorpiones

Se identificaron tres genes que codifican para un doble sistema enzimatico de a-amidaci6n en el
genoma de C. sculpturatus. El primero de estos genes codifica para una enzima bifuncional PAM y
los dos genes restantes (genes paralogos) codifican para enzimas PHM y PAL monofuncionales (PHMm
y PALm). La Figura 3A muestra la estructura de los genes PAM, PHMm y PALm en C. sculpturatus,
incluyendo el tamafio, nimero y arreglo de exones. Los genes PAM de rata y los genes PHM, PAL1
y PAL2 de la mosca de la fruta se muestran para su comparacién (Figura 3B y 3C). Aunque el gen
PAM de alacran es mas pequefio que el de mamifero (rata), ambos tienen un ntimero parecido de
exones, con 22y 25 respectivamente. Los genes de las enzimas PHMm de alacran y de la mosca de
la fruta cuentan con 11 y 8 exones respectivamente. En el caso de PALm, se observd el mismo
numero de exones en el gen PAL de alacran y el gen PAL2 de mosca (8 exones) y 6 exones para el gen

PAL1 de mosca.

A)
Exon count:
cespam —| 1 2
CesPHM ’—‘— ,%,\ 1
CesPAL M 8

B) Od

RnPAM1

Q)

25

DmPHM

DmPAL2

I_
DmPAL1 H & 6
I

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 Kb

Figura 3 Tamafio y nimero de exones en los genes de las enzimas amidantes.
A) C. sculpturatus (CesPAM, CesPHM y CesPAL); B) R. norvegicus (PAM1); C) D. melanogaster (DmPHM,
DmPAL1 y DmPALZ2). Los exones se indican como bloques verticales.
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6.3 Analisis transcriptémico de las glandulas de veneno

El andlisis transcriptémico mostré que los tres genes se coexpresan en las glandulas de veneno
de los alacranes. Se identificaron transcritos PAM de secuencia completa en 18 de las 24 especies
analizadas, secuencias parciales se identificaron en las 6 especies restantes. Dos secuencias PAM
fueron amplificada por RT-PCR a partir del RNA total de la glandula de veneno de los alacranes
Centruroides noxius y Centruroides limpidus (Tabla 2 y apéndice A6). Transcritos mas cortos que
codifican para enzimas PHM y PAL monofuncionales (PHMm y PALm) se identificaron en la
mayoria de los transcriptomas analizados (Tabla 2). De manera adicional, se identificaron
secuencias codificantes para otros componentes de la via de a-amidacién en los transcriptomas
analizados. Estos transcritos codifican para convertasas tipo 1 y 2 (PC1 y PC2) y para
carboxipeptidasa E (CPE), enzimas que operan rio arriba en la via de la a-amidacion (Figura 1A,

Tabla 2).

Tabla 2. Enzimas de la ruta de amidacidn presentes en las glandulas de veneno de alacran

Parvorder Familia Especie PAM PHM PAL PC1 PC2 CPE

Buthida Buthidae Mesobuthus martensii*
Leiurus abdullahbayrami*
Tityus trivittatus
Centruroides hentzi
Centruroides ochraceus
Centruroides vittatus
Centruroides orizaba
Centruroides noxius”
Centruroides sculpturatus
Centruroides limpidus”

Centruroides possani
Centruroides hirsutipalpus
Iurida Superstitionidae Superstitionia donensis
Chactidae Megacormus gertschi
Hadruridae Hoffmannihadrurus aztecus

(I N

Hadrurus spadix

Hadrurus concolorus
Vaejovidae Thorellius cristimanus

Paravaejovis schwenkmeyeri

Serradigitus gertschi
Diplocentridae  Diplocentrus melici
Urodacidae Urodacus yaschenkoi*

EEEEEEEEN <EEEEEEEEEEEE
LON0O L0 000000 <000

(7@ " yM): Secuencias completas de transcritos PAM, PHMm y PALm; (- ): Secuencias PAM parciales con
mas del 60% de la longitud total estimada; (@, @, @®): Secuencias PC1, PC2 y CPE completas; (©, @, = ):
Secuencias PC1, PC2 y CPE con més del 60% de la longitud estimada; (v'): Secuencias parciales menores o
igual al 60% de la secuencia total estimada; 2Secuencia PAM obtenida por RT-PCR; Secuencia PAM verificada

mediante secuenciacion de DNA; * Escorpiones del Viejo Mundo.
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La completitud final de las secuencias nucleotidicas PAM mostrada en la Tabla 2 se obtuvo
mediante el alineamiento de las lecturas con las secuencias PAM completas de otros alacranes. La
Figura 4A muestra como ejemplo el alineamiento de las secuencias parciales identificadas en el
transcriptoma de Paravaejovis schwenkmeyeri con una secuencia PAM consenso de especies de la
misma familia (Vaejovidae). En el alineamiento se observan regiones que no son cubiertas por los
contigs ensamblados por rnaSPAdes. La baja cobertura observada durante el alineamiento manual
de lecturas impidié la conexién y extensién de secuencias durante el ensamble de novo. El
alineamiento de las lecturas con la secuencia PAM consenso permiti6é construir nuevos contigs que
cubren regiones previamente desconocidas y fusionar contigs en otros de mayor longitud (Figura
4B). La identificacion de secuencias PAM parciales ocurrié principalmente en los transcriptomas
con una profundidad de secuenciacion menor a los 25 millones de lecturas (Figura 4C). Este
resultado guardé relaciéon con la estimacion de la integridad general de los transcriptomas
evaluada en el punto 6.1, donde la completitud de secuencias se vio afectada por el bajo nimero de
lecturas disponibles para realizar los ensambles de novo. El porcentaje de completitud de las
secuencias nucleotidicas PAM recuperadas inicialmente de los ensambles se situ6 entre un 26 y 77
% de la longitud total estimada (considerando la longitud de las secuencias de otros alacranes
relacionados) (Figura 4C). El porcentaje de completitud después de la reconstruccion y extension
manual de contigs se situd entre el 57 y 94 % (Figura 4D). El alineamiento de lecturas permitié
incrementar entre un 23 y 36 % la completitud de secuencias PAM (con excepcidn de D. melici en
el que no se recuper6 informacién adicional) (Figura 4E). Se observd que en los alacranes C.
hirsutipalpus y C. noxius (parvorden Buthida) a pesar de tener un nimero menor de lecturas en
comparacién con otros alacranes, como S. donensis y S. gertschi (parvorden Iurida), cuentan con
una mayor completitud de las enzimas PAM sugiriendo que esta enzima podria tener niveles mas

altos de expresion en los alacranes butidos (ver seccion 6.6).

El ensamble y extensién manual de contigs para el resto de los alacranes (C. hirsutipalpus, C.

noxius, S. donensis, S. gertschi y D. melici) puede consultarse en el Apéndice A2.
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Figura 4. Reconstruccion y extension manual de secuencias PAM parciales posterior al ensamble de novo.
A) Alineamiento de las secuencias PAM parciales identificadas en el transcriptoma de Paravaejovis
schwenkmeyeri con una secuencia PAM consenso de especies de la familia Vaejovidae; B) Reconstruccion y
extension manual de secuencias PAM mediante el alineamiento de las lecturas de secuenciacion; —) Regiones
previamente desconocidas; C) Relacidn entre la profundidad de secuenciacion y la completitud de secuencias
PAM obtenidas a partir de los contigs ensamblados por rnaSPAdes; D) Relacién entre la profundidad de
secuenciacion y la completitud de secuencias PAM después del ensamble y extension manual de contigs; E)
Porcentaje de completitud inicial de secuencias PAM en Butidos (M) e Idridos (M), e incremento porcentual
en la completitud debida al ensamble y extensiéon manual de contigs ().
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La informacién gendémica confirmé que las enzimas monofuncionales (PHMm y PALm) estan
codificadas por genes paradlogos y no son resultado del “splicing” alternativo o procesamiento
proteolitico; mecanismo reportado en la generacién de isoformas individuales en R. norvegicus
(Eipper et al,, 1992a; Spijker et al, 1999). Los transcritos encontrados se traducen a proteinas de
entre 861-887 aminoacidos para PAM, y a proteinas mas cortas cuya longitud esta entre 343-347

aminoacidos para PHMm y entre 356-366 aminoacidos para PALm (Figura 5).
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Figura 5. Alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas de las enzimas PAM, PHMm y PALm.

El alineamiento incluye como referencias a las isoformas PAM1, PAM2, los dominios phm-PAM, pal-PAM y
PHMcc (nucleo catalitico del dominio PHM) de R. norvegicus. Se incluyeron secuencias completas de especies
representativas de los parvordenes Buthida e Iurida.
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La topologia deducida del precursor PAM en los escorpiones es idéntica a la de la isoforma PAM-
2 descrita en R. norvegicus (Figura 5 y 6A-B). Un péptido sefial (SP) seguido por una region
propéptido corta (PP), el dominio PHM, una secuencia “linker” (Linker 1), el dominio PAL, una
segunda secuencia “linker” (Linker 2), un dominio de anclaje a membrana (MSD) y un dominio
citosdlico (CD). La isoforma PAM-2 de rata difiere de la isoforma PAM-1 en la ausencia del Linker 1
codificado por el Ex6n-A (Figura 5). Esta regién extra contiene un sitio de endoprotedlisis que al
ser procesado separa a los dominios PHM y PAL del polipéptido. El Exén-A solo ha sido descrito en
vertebrados (Attenborough et al,, 2012), y no tiene una regién homologa en las PAM de escorpién
(Figura 5). Es notable que, aunque la enzima PAM de escorpion carece de esta region (Exén-A), dos
sitios potenciales de endoproteolisis estan presentes en la secuencia PAM de escorpidn (Figura 6A).
El primero de estos sitios, definido por una diada de lisinas (KK), se encuentra entre los dominios
PHM y PAL, y se propone que delimita el dominio PHM. El segundo sitio, situado entre la secuencia
PALy el MSD, también esta definido por una diada KK, y al ser procesado liberaria a la enzima PAL
de los dominios MSD y CD. Por lo tanto, la enzima PAM bifuncional de escorpién podria procesarse
para generar enzimas PHM y PAL independientes y solubles, referidas como phm-PAM y pal-PAM.

La topologia de las enzimas monofuncionales guarda similitud con las de las isoformas PHM y
PAL-2 de D. melanogaster (Figura 6A-C). Las proteinas incluyen un péptido sefal y el dominio
catalitico. No se identificaron dominios MSD ni CD; por lo tanto, se prevé que las enzimas
monofuncionales sean solubles. Los residuos clave implicados en la catalisis y la coordinacion de
metales se encuentran conservados en ambos sistemas de amidacidn (Figura 6A), lo que sugiere
que estas enzimas son potencialmente funcionales. Dentro de los artrépodos, un sistema dual
similar al de los escorpiones esta presente en los crustaceos, pero no en los insectos (Zabriskie et
al., 1994), los cuales se presume perdieron el gen de la enzima bifuncional PAM y solo conservan

los genes de las enzimas monofuncionales PHMm y PALm (Attenborough et al, 2012).
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Figura 6. Topologia de los precursores del sistema enzimatico de amidacion.

A) PAM, PHMm y PALm de escorpidn (C. noxius); B) Isoformas PAM-1 y PAM-2 de mamiferos (R. norvegicus);
C) PHMm, PAL1m y PAL2m en D. melanogaster. SP, Péptido sefial; PP, Propéptido; MSD, Dominio de anclaje
a membrana; CD, Dominio Citosoélico; KK, RK, KR y RR, diadas de aminoacidos basicos, sitios potenciales de
escision por protein-convertasas; G, sitio potencial de glicosilacién; PHMcc, ntcleo catalitico del dominio
PHM. Las unidades de la escala indican el nimero de aminoacidos.
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El porcentaje de identidad aminoacidica entre los dominios de las enzimas bifuncionales y sus

paralogos monofuncionales se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Porcentaje de identidad entre los dominios cataliticos de las enzimas PAM, PHMm y PALm
% de identidad

Parvorden Familia Especie phm-PAM / PHMm pal-PAM / PALm
Buthida Buthidae Mesobuthus martensii* 30.9 31.8
Leiurus abdullahbayrami* 30.3 31.8
Tityus trivittatus 30.1 32.0
Centruroides Orizaba 31.0 32.3
Centruroides noxius 321 32,5
Centruroides sculpturatus 31.0 32.8
[urida Euscorpiidae Megacormus gertschi 26.4 337
Hadruridae  Hoffmannihadrurus aztecus 29.6 34.6
Hadrurus spadix 30.1 345
Hadrurus concolorus 30.1 34.2
Vaejovoidea  Thorellius cristimanus 27.7 31.7
Urodacidae  Urodacus yaschenkoi* 29.2 321

Se muestra informacion de alacranes representativos cuyos dominios estan completos.
El porcentaje de identidad corresponde a las secuencias de aminoacidos.

*Alacranes del viejo mundo.

Por ejemplo, para el alacran C. noxius el porcentaje de identidad entre los subdominios PAM

(phm-PAM/pal-PAM) y los dominios PHMm y PALm son 32.1% y 32.5%, respectivamente (Figura

7).
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Figura 7. Alineamiento de los dominios cataliticos del sistema enzimatico de amidacién del alacran C. noxius.
A) Alineamiento de los dominios phm-PAM/PHMm; porcentaje de similitud: 32.1%; B) Alineamiento de los

dominios pal-PAM/PALm; porcentaje de similitud: 32.5%.
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6.4 Estructuras tridimensionales de las enzimas amidantes

Las estructuras tridimensionales de las enzimas PAM2 de R. norvegicus y PAM del alacran C.
noxius predichas por AlphaFold2 muestran la disposiciéon de los dominios cataliticos phm-PAM y
pal-PAM unidos por el linker1, y este complejo catalitico unido al dominio de anclaje ala membrana
vesicular/celular (MSD) por el Linker 2 y, por dltimo, el dominio citosélico (CD). Se remarca la
localizacién de los sitios de escisién proteolitica (EPS) que tras ser procesados liberarian las
unidades cataliticas (Figura 8A). La disposicion de los dominios phm-PAM y pal-PAM uno enfrente
del otro podria facilitar la reaccién de amidacién en los sustratos reconocidos por el complejo
enzimatico dada la proximidad de ambos sitios activos, y en el caso de la enzima PAM de alacran,
estos dominios podrian reconocer y modificar otros sustratos cuando ambas subunidades se

encuentren separadas (Figura 8B).

Las estructuras de las enzimas monofuncionales, asi como los dominios cataliticos PAM
muestran un sitio activo conservado accesible mediante un poro, donde la disposicion de los
residuos que coordinan metales, o que estan implicados en la catdlisis, estdn conservados en ambos
sistemas enzimaticos (Figuras 6 y 9). La Figura 9 muestra las estructuras de los dominios cataliticos
de la enzima PAM y de las enzimas monofuncionales para su comparacion. Dado el bajo porcentaje
global de similitud entre las secuencias aminoacidicas phm-PAM/PHMm y pal-PAM/PALm (Tabla
3y Figura 7), las enzimas monofuncionales podrian reconocer una poblacién adicional o especifica
de sustratos, teniendo a este sistema enzimatico dual de a.-amidacién actuando en conjunto para
la modificacién postraduccional de toda la diversidad de péptidos amidados (y posiblemente de

otros sustratos de naturaleza no proteica) contenidos en el veneno.
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EPS

B) phm-PAM pal-PAM

phm-PAM  pal-PAM

Figura 8. Prediccion de la estructura terciaria de la enzima bifuncional PAM en mamiferos y en alacranes.
A) Estructura tridimensional de superficie de los dominios cataliticos phm-PAM, pal-PAM, Linker 1y 2,
dominio de anclaje a membrana (MSD), dominio citosélico y de los sitios potenciales de endoprotedlisis (EPS)
presentes en la isoforma PAM2 de R. norvegicus y PAM de Centruroides noxius; B) Estructura tridimensional
de superficie y de liston de los dominios cataliticos PAM solubles (en ausencia del Linker2, del dominio de
anclaje a membrana y del dominio citosélico).
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Figura 9. Modelos de las estructuras terciarias de las enzimas phm-PAM/PHMm y pal-PAM /PALm del alacran C. noxius
Las estructuras estan orientadas de frente a los sitios activos que contienen los residuos que coordinan los metales
(2 iones de Cu2*en PHM y 1 ion de Cu2+y 1 de Ca2* en PAL)
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6.5 Reconstruccion filogenética de las enzimas amidantes en aracnidos

El andlisis de maxima verosimilitud de las secuencias nucleotidicas de los dominios PHM y PAL
de la enzima PAM (phm-PAM y pal-PAM) y las secuencias de las enzimas monofuncionales PHMm
y PALm de escorpion muestran una correlacién entre la filogenia de estas enzimas y la filogenia de
las familias taxon6micas de las especies de las que proceden (Santibanez-Lopez et al., 2019a). Las
figuras 10 y 11 muestran los dos clados principales en los que las secuencias de phm-PAM y pal-
PAM se separan de las secuencias de sus paralogos PHMm y PALm respectivamente. Dentro de esos
clados hay una clara divergencia entre las secuencias de especies pertenecientes a la familia
Buthidae (parvorden Buthida) y las secuencias de especies pertenecientes a familias del parvorden
lurida (Vaejovidae, Hadruridae, Euscorpiidae, Chactidae, Superstitionidae, Diplocentridae,
Urodauroe, Scorpionidae). Dentro de la familia Butidae las secuencias de los escorpiones del Viejo
Mundo Leiurus abdullahbayrami (Turquia) y Mesobuthus martensii (paises de Asia Oriental) se
colocan en un clado independiente que precede al clado con las especies del Nuevo Mundo. Las
secuencias de Tityus trivittatus (distribuidas en la parte centro-sur de América, Argentina y Brasil)
estdn en clados independientes bien soportados respecto a los del género Centruroides

(distribuidos en Centroamérica, el Caribe y América del Norte).

Secuencias para un sistema dual de amidaciéon similar al de los escorpiones también se
encontraron en otros aracnidos, incluyendo miembros del orden Araneae (Liphistius malayanus,
Frontinella communis, Parasteatoda tepidariorum, Leucauge venusta), Opiliones (Siro boyerae,
Trogulus martensi), Ricinulei (Ricinoides atewa), y el Xiphosura, Limulus polyphemus
(recientemente colocado dentro de la clase Arachnida) (Ballesteros y Sharma, 2019). Este
resultado también se extiende a Rhagoletis zephyria (Orden: Diptera), Uinico insecto identificado

que aun conserva tanto la enzima PAM como sus pardlogos monofuncionales PHMm y PALm.



—— 100
70
86 15
93 100
—150[ 100
100
=0
41
63
70 b 38
L. 76
| 32
o
100 %
77
.
100
.
95
L
96 7700
.
74
73°
.
100
100
Ll
— 100
34
38
100 47
100
100
10
84 TR
100
160
72
8
»-86-
70 .92
L 98
Parvorden 36
Ll
Buthida 76,
. 58
Iurida o
100 *
Familia ! 100

Alacranes del viejo mundo

0.3

Rattus norvegicus

Homo sapiens

Rhagoletis zephyria
Trogulus martensi
Limulus polyphemus
Mastigoproctus glfanteus
Parasteatoda tepidariorum
Mesobuthus martensii
Leiurus abdullahbayrami
Tityus trivittatus
Centruroides vittatus
Centruroides orizaba
Centruroides hentzi
Centruroides ochraceus
Centruroides possani
Centruroides noxius
Centruroides sculpturatus
Centruroides limpidus
Diplocentrus melici
Urodacus yaschenkoi
Pandinus imperator
Superstitionia donensis
Me§ac0rmus gertschi
Hadrurus spadix
Hoffmannihadrurus aztecus
Hadrurus concolorus
Serradigitus gertschi
Thorellius intrepidus
Drosophila melanogaster
Rhagoletis zephyria
Limulus polyphemus
Mastigoproctus giganteus
Trogulus martensi
Parasteatoda tepidariorum
Frontinella communis
Mesobuthus martensii
Leiurus abdullahbayrami
Tityus trivittatus
Centruroides hentzi
Centruroides vittatus
Centruroides ochraceus
Centruroides orizaba
Centruroides limpidus
Centruroides noxius
Centruroides sculpturatus
Centruroides possani
Diplocentrus melici
Urodacus yaschenkoi
Pandinus imperator
Hoffmannihadrurus aztecus
Hadrurus spadix
Hadrurus concolorus
Superstitionia donensis
Megacormus gerdtchi
Serradigitus gertschi
Thorellius cristimanus
Paravaejovis schwenkmeyeri

38 De 75

phm-PAM

Buthidae

Diplocentridae
Urodacidae
Scorpionidae
Superstitionidae
Euscorpiidae

Hadruridae

Vaejovidae

—

Buthidae

Diplocentridae
Urodacidae
Scorpionidae

Hadruridae

Superstitionidae
Euscorpiidae

Vaejovidae

Figura 10. Arbol filogenético de maxima verosimilitud de los dominios phm-PAM y PHMm de alacran.

Analisis realizado con las secuencias nucleotidicas de los dominios phm-PAM y PHMm. Los nimeros debajo
de los nodos indican los valores de ultrafast bootstrap (UFBoot).
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Figura 11. Arbol filogenético de maxima verosimilitud de los dominios pal-PAM y PALm.
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Analisis realizado con las secuencias nucleotidicas de los dominios pal-PAM y PALm. El nimero debajo de los

nodos indica los valores de ultrafast bootstrap (UFBoot).
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6.6 Niveles de expresion de las enzimas amidantes en la glandula de veneno

La cuantificaciéon de todos los transcritos se normaliz6 usando las cuentas del gen PGK1
(fosfoglicerato quinasa 1). En el caso particular de las enzimas amidantes, se encontré que los
niveles de expresion de la enzima PAM fueron consistentemente bajos (<1 TPM), especialmente
entre idridos, con la excepcion de Hoffmannihadrurus aztecus (Haz) y Hadrurus concolorus (Hco),
hadrdridos de gran tamafio en los que se observaron los niveles de expresién mas altos para la
enzima PAM (Figura 12). Los niveles de expresién de la enzima monofuncional PALm tuvieron
valores apenas mayores a 1 TPM entre iuridos, mientras que entre buitidos los niveles de expresion
se encuentran entre 1 y 5 TPM. La enzima PHMm mostré los niveles de expresion mas altos de las
tres enzimas y sus niveles de expresién no normalizados son parecidos a los reportados
previamente por (Ward et al., 2018) (Apéndice A3). Los niveles de expresion de estas enzimas son
consistentes entre los alacranes de cada parvorden (Figura 12 y Apéndice A4) y la normalizacién
de sus valores redujo las diferencias en sus profundidades de secuenciacion (Apéndice A5). El
analisis estadistico mostré que existen diferencias significativas en los niveles de expresion de las
enzimas PAM (p=0.0133), PHMm (p =0.0246) y PALm (p <0.0001) entre butidos e idridos (prueba
U Mann-Whitney), siendo los butidos los que tuvieron los mayores niveles de expresion para las
tres enzimas (Figura 12 y Apéndice A5). Este resultado es consistente con el mayor niimero de
péptidos amidados reportados en los venenos de los alacranes del parvorden Buthida (Ver seccién

6.7).

PAM B PHMm M PALm

Haz

oD ®®
® =B N W s ;o

A

Transcritos por millén (TPM)
T

QL

T
Turida-+ 1'—

Buthida qc+
Turida-
Buthida -
Turida-

Buthida -

Parvorden

Figura 12. Niveles normalizados de expresion de las enzimas PAM, PHMm y PAlm en las glandulas de veneno.
Se observan los niveles de expresion los alacranes agrupados por parvorden y por enzima
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6.7 Diversidad de péptidos amidados

La identificacién de secuencias no redundantes de los componentes peptidicos en el veneno
mostro la mayor abundancia de toxinas de sodio (neurotoxinas) (NaTx) y de potasio (KTx) que
caracteriza a los alacranes del parvorden Buthida. En el caso de los idridos, estos contienen una
mayor abundancia de otras toxinas menos representadas como calcinas, liotoxinas,
omegaescorpinas y TRPs (Figura 13A). En cuanto a los péptidos de defensa del huésped (HDP), en
[uridos se encontr6 una mayor abundancia de péptidos sin puentes disulfuro (NDBPs) de la familia
4 (péptidos antimicrobianos). Sefiales de amidacién se identificaron en toxinas de sodio (a-NaTx y
B-NaTx), potasio (familias a-KTx, 6-KTx, &-KTx, k-KTx, y A-KTx), calcio (liotoxinas y
omegascorpinas) y en toxinas de cloro (a-ClTx). Dentro de los péptidos de defensa del huésped se
identificaron senales de amidacién en defensinas, en waprinas de idridos y en todos los péptidos

sin puentes disulfuro de la familia 4 (NDBP4) (Figura 13B).

A) Componentes de veneno B) Componentes de veneno amidados
Toxinas HDPs Toxinas HDPs
KTx NaTx CaTx NDBP ' KTx NaTx C(aTx NDBP
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Figura 13. Diversidad y abundancia de componentes peptidicos de veneno.
A) Numero de péptidos de cada una de las familias y subfamilias de toxinas y HDP; B) Numero de
péptidos en los que se identificaron sefiales de amidacion
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Los modelos de las estructuras terciarias de las cadenas maduras de péptidos amidados
representativos (toxinas y HDP) se muestran en la Figura 14. En los modelos se observa la compleja
diversidad de sustratos potenciales para el doble sistema enzimatico de amidacién en las glandulas
de veneno. Se resalta el residuo de glicina en el C-terminal sobre el que ocurren las reacciones
secuenciales catalizadas por las enzimas PHM y PAL que dan paso a la obtencién del péptido
amidado. Entre los sustratos identificados se encuentran péptidos cortos como los NDBP4 con una
longitud de 18 aminoacidos y péptidos como las toxinas de sodio, cuya longitud esta entre 58-76
aminodacidos (Cid-Uribe et al., 2020). En comparacion, las hormonas peptidicas en los humanos
varian considerablemente en longitud, desde 3 aminodacidos para la hormona liberadora de

tirotropina (TRH) hasta 52 aminoacidos para adrenomedulina (Merkler et al., 2021).
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Figura 14. Estructuras representativas de los sustratos peptidicos del sistema enzimatico dual de amidacién.
Se muestran los nombres de los componentes peptidicos, numero de aminoacidos y peso molecular.
CnoKTxAlp01 (39 aa; 4.30 kDa), CliKTxDel01 (63 aa; 7.07 kDa), TtrKTxEpsO1l (24 aa; 2.66 kDa),
PscKTxKap01 (24 aa; 2.66 kDa), CnoKTxLamO01 (42 aa; 4.69 kDa), LabCITxAlp01 (37 aa; 4.06 kDa),
CnoNaTxAlp01 (55 aa; 6.29 kDa), CnoNaTxBet02 (67 aa; 7.66 kDa), CnoHDPDef01 (37 aa; 4.22 kDa),
HspCaTxLio01 (35 aa; 3.93 kDa), CliCaTxOme01 (43 aa; 4.96 kDa); CnHDPNDBP401 (18 aa; 1.82 kDa); —)
Residuo de glicina en el C-terminal de los péptidos
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7. Discusion

Andlisis transcriptémicos y protedmicos de las glandulas de veneno de alacran han demostrado
la enorme diversidad de compuestos presentes en este fluido (Cid-Uribe et al, 2020). La
informacién bioquimica disponible sobre componentes de veneno y las secuencias de los
precursores peptidicos inferidos por analisis transcriptomicos sefialan a la amidacién como una de
las MPT mas frecuentes en los péptidos de veneno de estos emblematicos ardcnidos. La descripcion
de sefales candnicas de amidacién en los precursores sugeria que un sistema conservado de a-
amidacion estaria presente en las glandulas de veneno de los alacranes. La identificacién de genes
PAM, PHMm y PALm en el genoma del alacran Centruroides sculpturatus mostré que las enzimas
monofuncionales no son el resultado de “splicing” alternativo ni del procesamiento proteolitico de
la enzima PAM, tal y como ocurre en mamiferos. La presencia de paralogos involucrados en
diversos procesos del desarrollo y funciones celulares dentro de los 6rdenes Scorpiones y Araneae
se sabe que ha sido consecuencia de la duplicacién completa del genoma en el ancestro comun de
escorpiones y araias (Leite et al., 2018; Schwager et al.,, 2017). Sin embargo, analisis filogenémicos
sugieren que la duplicacién del gen ancestral PAM que pudo dar paso a los genes pardlogos que
codifican para PHMm y PALm encontrados en algunos érdenes podria remontarse hasta de la
separacion de Cnidarios y Bilaterios (Attenborough et al, 2012). La identificacidn de transcritos
para las tres enzimas sugiere que éstas podrian expresarse conjuntamente en la glandula de
veneno. Sin embargo, el andlisis de los niveles de expresién de PAM y PALm fueron, en comparacién
con los PHMm, consistentemente bajos en todos los alacranes, especialmente entre miembros del
parvorden Iurida, los cuales también tienen un nimero menor de componentes peptidicos
amidados. Analisis proteémicos han confirmado la presencia de enzimas PHMm en los venenos de
Tityus obscurus y Centruroides hentzi (de Oliveira et al., 2018; Ward et al., 2018). En concordancia
con estos resultados, también se identificaron secuencias PHMm en analisis proteémicos de los
venenos de Centruroides limpidus, Centruroides hirsutipalpus (butidos) y Superstitionia donensis
(itrido) (Datos no mostrados), sin encontrar coincidencias con secuencias PAL. Los péptidos con
hidroxiglicina en su C-terminal no se han detectado in vivo (Yin et al., 2011), lo que indica que la
escision del enlace N-C de la hidroxiglicina debe llevarse a cabo (Figura 1). Guardando una
correlacion con sus bajos niveles de expresion, es posible que la enzima PALm se encuentre en una
muy baja proporcién en el veneno dificultando su deteccion, esto debido probablemente a una
mayor eficiencia catalitica; en ensayos enzimaticos se han demostrado que el dominio pal-PAM de
R. norvegicus tiene una ke hasta 10 veces mayor que el dominio phm-PAM (sustrato: a-Nacetyl-

Tyr-Val-Gly), indicando que el dominio PHM es quien limita la formacion de péptidos amidados
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(Husten et al, 1993). En el caso de la enzima bifuncional PAM, los dominios transmembranal y
citosélico desempefian un papel esencial en el trafico de esta enzima por la via exocitica y
endocitica. La degradacién del dominio citosélico provoca la acumulacién de la enzima PAM en la
membrana plasmatica (Milgram et al, 1993) y en cilios primarios de células epiteliales (estructuras
sensoriales y de sefializacion criticas, importantes para detectar y responder a los estimulos
ambientales); mientras que la fosforilacion del dominio citosélico controla la entrada de la enzima
a endosomas que pueden devolver la enzima a la red trans-Golgi y a los granulos secretores o
degradarse en lisosomas (Kumar et al., 2016). El recirculamiento de la enzima PAM supone un
método eficiente para la amidacion de péptidos durante el trafico vesicular, reduciendo quiza la
sintesis de novo de esta enzima, lo cual estaria apoyado por los bajos niveles de expresion
consistentes en todos los alacranes analizados. Las enzimas monofuncionales, al carecer de un
dominio transmembranal y citosélico, tienen un trafico unidireccional a través de la via exocitica.
Esto, en principio, favorece su acumulacién en el veneno en funcién de sus niveles de expresion. No
se conocen las propiedades cataliticas de ninguna de las enzimas amidantes de alacran o de ningin
otro aracnido (ver Apéndice 6). Es posible que estas enzimas hayan evolucionado para reconocer
sustratos especificos o ser activas en determinadas condiciones fisioldgicas. Aunque no esta claro
qué funciones adicionales podrian desempefiar en el veneno, se sabe que la enzima PAM bovina es
capaz de catalizar tres reacciones in vitro alternativas a la o-amidacién: sulfoxidaciéon, N-
dealquilacion de aminas y O-dealquilacidon (Katopodis y May, 1990). Esto abre la posibilidad para
encontrar nuevos sustratos naturales para este conjunto de enzimas y aprovechar sus capacidades

cataliticas para la sintesis o modificaciéon quimica de moléculas de interés médico y biotecnoloégico.
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8. Conclusiones

o Se describi6 un doble sistema enzimatico de a-amidacién en las glandulas de veneno de los
alacranes, conformado por la proteina bifuncional de membrana peptidil-glicina a-amidante
monooxigenasa (PAM) y de las enzimas monofuncionales peptidilglicina a-hidroxilante
monooxigenasa (PHMm) y peptidil-a-hidroxiglicin a-amidante liasa (PALm), codificadas por

genes independientes.

e Se encontraron ortdlogos de las enzimas PC1, PC2 y carboxipeptidasas E (CPE) que acttian rio

arriba de la reaccién de amidacion.

¢ No se encontr6 evidencia de isoformas generadas por “splicing” alternativo en las enzimas PAM,
PHMm y PALm expresadas en las glandulas de veneno, ni en datos transcriptémicos, ni por RT-

PCR.

e Los niveles de expresion de las enzimas PAM, PHMm y PALm en las gldndulas de veneno son
significativamente diferentes entre los alacranes de las dos ramas basales del orden Scorpiones
(Buthida e Iurida), siendo los miembros del parvorden Buthida los alacranes con los niveles de

expresion mas altos y con el mayor nimero de componentes de veneno amidados.

e La enzima PHMm mostro los niveles de expresion mas altos en comparacion con las otras dos
enzimas (PALm y PAM) y es la tnica que hasta el momento se ha confirmado por proteémica en
el veneno de 4 butidos (C. hentzi, C. limpidus, C. hirsutipalpus, Tityus obscurus) y en 1 itrido

(Superstitionia donensis)
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9. Perspectivas

o Establecer un modelo de expresion para la obtencién de enzimas amidantes

e Expresar y caracterizar al menos una enzima amidante de un alacran representativo

e Comparar las caracteristicas cataliticas del doble sistema de a-amidacién presente en los

alacranes

e Comparar las caracteristicas cataliticas de las enzimas de alacran con las de una enzima de

mamifero

En el Apéndice A3 se muestran los avances obtenidos en el proceso de expresiéon de las enzimas

amidantes que se propone como perspectiva.
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Apéndices

A1. Remocion de contigs contaminantes

El alineamiento de los contigs ensamblados de cada uno de los transcriptomas a los genomas
enlistados en el punto 5.2 permitié la identificacion y posterior remocion de secuencias
contaminantes. Los grupos méas representados fueron el bacteriano y el correspondiente a los
mamiferos (humano principalmente).
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Figura A1.1. Identificacién de secuencias contaminantes
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A2. Ensamble y extension manual de contigs

A) S(I)o 1,0|00 1,5|00 z,oloo z,sloo
Climpidus 2586
C.hi_NODE_13071 —_— 242
C.hi_NODE_15999 — 185
Chi_NODE_15105 _— 217
Chi_NODE_15264 - 215
C.hi_CONTIG_1 —— 257
C.hi_CONTIG_2 _— 145
C.hi_CONTIG_3 _— 271
C.hi_CONTIG_4 _— 255
C.hi_CONTIG_5 — 331
C.hi_CONTIG_6 — 298
C.hi_CONTIG_7 —_— 224
B) 5(|>0 1,0|00 1,5|00 z,oloo z,sloo
Vaejovidae_Cons 2652
P.sc. NODE_ 9461 736
P.sc.NODE_14290 _— 481
P.sc. NODE_13547 _— 511
P.sc NODE_26439 — 154
P.sc_CONTIG_1 — 220
P.sc_CONTIG_2 1935
P.sc_CONTIG_3 — 195
P.sc_CONTIG_4 — 154
C) 5(|)0 1,0|00 1,5|00 z,oloo 2,5|00
S.ge_CONSENSUS 2652
S.ge_NODE_7692 930
S.ge_NODE_24437 —_— 230
S.ge_CONTIG_1 — 242
S.ge_CONTIG_2 930
S.ge_CONTIG_3 —_— 145
S.ge_CONTIG_4 — 189
S.ge_CONTIG_S —_ 82
S.ge_CONTIG_6 — 176
S.ge_CONTIG_7 —_— 304
D) S(I)o 1,0|00 1,5|00 z,oloo z,sloo
_S.donensis_ MHN 2406
S.do_c18553 gl _— 183
S.do_c38418_gl _— 180
S.do_c20791_g1 _— 264
S.do_CONTIG_1 -_ 75
S.do_CONTIG_2 —_— 166
S.do_CONTIG_3 _— 121
S.do_CONTIG_4 _— 375
S.do_CONTIG_5 — 294
S.do_CONTIG_6 _— 404
S.do_CONTIG_7 — 94
E)
500 1,000 1,500 2,000 2,500
D.me_CONSENSUS l ! l l I 2655
D.me_NODE_26284 _— 456
D.me_NODE_5850 2102

Figura A2.1. Reconstruccion y extension manual de secuencias PAM parciales posterior al ensamble de novo.
Alineamiento de las secuencias PAM de referencia con las secuencias parciales identificadas en el
transcriptoma de A) Centruroides hirsutipalpus; B) Paravaejovis schwenkmeyeri; C) Serradigitus gertschi; D)
Superstitionia donensis; E) Diplocentrus melici; —) Regiones previamente desconocidas
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A3. Comparacion de los niveles de expresion de la enzima PHMm

La enzima PHMm fue identificada previamente en los transcriptomas del alacran Centruroides
hentzi (hembra y macho) por Ward et al., en 2018. Los niveles de expresiéon no normalizados son
parecidos a los obtenidos en este trabajo, sin embargo, para el andlisis comparativo estos valores
fueron normalizados considerando los TPM de PGK1 (fosfoglicerato quinasa 1) obteniendo valores

de 5.2 y 5.4 TPM para macho y hembra respectivamente.

158 -

125

180 -

75 1

TPM

58 -

25

C.hel C.hel

Ward et al., 2818 No_normalizado
mDelgado, 2021 No_normalizado
mDelgado, 2021 Normalizado

Figura A3.1. Niveles de expresiéon de la enzima PHMm en C. hentzi (Chel: macho; C.he2: hembra) Se
muestran los niveles no normalizados reportados por Ward et al, y los valores normalizados y no

normalizados obtenidos en este trabajo.
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A4. Niveles individuales de expresion de las enzimas amidantes
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Figura A4.1. Niveles normalizados de expresién de los transcritos codificantes para las enzimas PAM, PHMm

y PALm en cada alacran; O) alacranes del parvorden Bithida (butidos); O) alacranes del parvorden Iurida

(itridos)
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A5. Relacidn entre los niveles de expresion de las enzimas amidantes y la profundidad de

secuenciacion
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Figura A5.1. Efecto de la profundidad de secuenciacion sobre los niveles de expresion de las enzimas A)

PAM; B) PHMm; C) PALm entre butidos e idridos. No se observa correlacion entre las variables.
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Aé6. Clonacion, expresion y caracterizacion bioquimica de la enzima peptidil-glicina
a-amidante monooxigenasa (PAM) de alacran

La caracterizacién y potencial uso de estas enzimas supone una alternativa para la obtencién in
vitro de péptidos amidados, ya que actualmente muchos de estos péptidos se obtienen mediante

sintesis quimica.

Objetivo General

Expresar y caracterizar los dominios cataliticos PHM-PAL de un alacran representativo y comparar

sus parametros cinéticos con los de las unidades cataliticas de 1a enzima PAM de Rattus norvegicus.

Seleccion de la enzima PAM de alacran para su expresion y caracterizacion

La seleccién de la enzima PAM de un alacran representativo para la expresién y posterior
caracterizacion se basé en el conocimiento sobre la abundancia de péptidos amidados presentes
en los venenos de alacranes (Figura 13). En particular, en el veneno del alacrdn mexicano
Centruroides noxius esta presente una toxina amidada muy abundante. Esta toxina (Cn2, -NaTx),
representa el 6.5% del total del veneno (datos no publicados), y en ningtin otro veneno actualmente
estudiado, un componente amidado tiene una abundancia cercana a la observada en C. noxius.
Tomando como base esta informacién, se propuso la enzima PAM de este alacran para su expresion
y caracterizacion bioquimica. La extraccion del RNA total, amplificacién y secuenciacion de la

secuencia PAM de C. noxius puede consultarse en Materiales y métodos, seccién 5.7.

Region de la enzima PAM a expresar (dominios cataliticos PHM-PAL)

Las proteinas ancladas a membranas, como la enzima PAM, suelen presentar complicaciones y
bajos rendimientos en su purificacion. Satani et al., (2003), describen la expresion de la enzima
PAM humana en células CHO, eliminando el dominio transmembranal (MSD), esto al introducir un
coddn de paro en la posicion del Glus3s, residuo localizado en la regién que conecta el dominio PAL
y dominio de anclaje a membrana (MSD), logrando obtener una enzima soluble y activa (Figura
A6.1), este trabajo es la base para la expresion de la enzima amidante de alacran sin el dominio
transmembranal. Los ensayos de expresion y caracterizacion bioquimica de la enzima PAM del
alacran C. noxius se realizaron a la par de la correspondiente enzima de R. norvegicus. La secuencia
PAM-1 de R. norvegicus fue clonada previamente por Milgram et al., en 1992, el plasmido fue
depositado en Addgene con el nombre pCIS-krPAM1 y fue solicitado por la seccién de compras del

IBT-UNAM. Las regiones para expresar estaran delimitadas por el inicio de la cadena madura (inicio
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del dominio phm-PAM) y terminardn una posicién antes del glutamico correspondiente. A dicha
region se le refiere como Cn-PHM-PAL-Glu741 (Cn = Centruroides noxius) y Rn-PHM-PAL-Glu835 (Rn

Linker2 MSD

= Rattus norvegicus) (Figura A6.1).
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Figura A6.1. Region de la enzima PAM que se expresara: Cn-PHM-PAL-Glu7# y Rn-PHM-PAL-GIu83>.
Seleccion del sistema heterologo de expresion
Se emple6 como sistema de expresion a la levadura Pichia pastoris X-33. El plasmido pPICZa A fue
seleccionado para la subclonacién de los dominios PHM -PAL. El plasmido permite la fusion de la

proteina con el péptido senal del a-factor de Saccharomyces cerevisiae, el cual gestiona su secrecion.

La expresion del producto esta regulada por el promotor de la enzima alcohol deshidrogenasa

(AOX1), inducible con metanol (Figura A6.2).
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Figura A6.2. Plasmido pPICZa A, se muestran los sitios Notl y Xhol dentro del sitio multiple de

clonacién (MCS)
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Disefio de “primers” para la amplificacion de los dominios PHM-PAL

Se disenaron los primers Rat-Fw7 (GAC TCG AGA AAA GAT TTA AAG AAA CTA CCA GAT CAT TTT
CC) / Rat-Rv8 (TCG CGG CCG CCT ATT AAA CAA CTG CCT CGG CTT C) y Cen-Fw5 (GAC TCG AGA
AAA GAG CAG AAC CAC CCA TGC AAA) / Cen-Rv6 (TCG CGG CCG CCT ATT AAG GTG TTA TTT TTT
GCG ACG ATA ATG A) para amplificar las regiones de interés y agregar los sitios de corte Xhol /
Notl que permitiran la clonacién en el plasmido pPICZa A. Los primers directos Rat-Fw7 / Cen-Fw5
incluyen un par de nucledtidos (GA) rio arriba del sitio de corte Xhol para facilitar el
posicionamiento de la enzima de restriccion e incluyen la secuencia que regenera el sitio de corte
del a-factor (-AAAAGA-) que codifica para los residuos lisina y arginina en la secuencia diana
KR|EA). Los primers Rat-Rv8 y Cen-Rv6, por su parte, incluyen un par de bases (GA) rio abajo del
sitio de corte Notl y dos codones de paro, el primero de ellos fue introducido en la posicion
correspondiente al Glus3s en la secuencia de R. norvegicus y del Glu74! en la secuencia de C. noxius
seguido de un segundo coddn de paro. Los amplificados fueron digeridos con las enzimas Xhol y
Nol, posteriormente fueron ligados al plasmido pPICZa A y transformados en E. coli DH5q, las
células fueron sembradas en placas con medio LB + Zeocina (25 pg/mL). Después del periodo de
incubacién (18 h), se realizé una PCR de colonia con los primers Rat-Fw7 / Rat-Rv8 y Cen-Fw5 /
Cen-Rv6 para identificar clonas transformantes, 5 pL de las reacciones se cargaron en un gel de
agarosa al 1% y tefiida con Gel-Red al 3% v/v. Como control se cargaron reacciones de PCR
realizadas con los primers 5°A0X1/3°A0X1 que generan amplicones de mayor tamafo (2,671 pb

para la secuencia de alacran y 2,941 pb para la secuencia de rata) (Figura A6.3).

C. noxius R. norvergicus
Kb M 6 2 10 6 <+ Clonas Kb M 7 9 10 7 <« Clonas
10.0- 10.0-
6.0 - 6.0 -
4.0- 4.0-
3.0- 3.0-

-2.671 -2.941

2437 —

2.167 = 2.0- 2.0-

15- 15-

1.0- 1.0-

0.5- 0.5 -

Figura A6.3. Resultado de la PCR de colonia. Productos esperados: 2,167 pb (Cn-PHM-PAL-Glu7#)
y 2,437 pb (Rn-PHM-PAL-Gluss3s).
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Los insertos clonados fueron secuenciados para asegurar que la construccién fuera correcta. Las
secuencias clonadas en pPICZa A pueden integrarse al genoma de P. pastoris por recombinacidn, la

cual se ve favorecida al transformar con el plasmido lineal.

Extraccion y digestion de los plasmidos.

Se inocularon tubos con 12.5 mL de medio LB bajo en sales + Zeocina (25 pg/mL) con clonas cuya
secuencia fue verificada por secuenciacion. La extraccidn de los plasmidos se realiz6 con el High
Pure Plasmid Isolation Kit (Roche). La digestidn se realizé con 2 U de la enzima Sacl en Buffer NEB
1.1, incubando a 37°C. Tras 2 y 4 horas de incubacién se tomaron 0.5 pL de cada digestién para ser

cargadas en un gel de agarosa al 1% y evaluar la eficiencia de la digestion (Figura A6.4).

R. norvegicus C. noxius
Kb M 2h  4h C Kb M C 4h  2h

Figura A6.4. Digestion de los plasmidos con las secuencias de interés a las 2 y 4 horas de

incubacion; C, plasmido sin digerir.

Se realiz6 la limpieza del DNA digerido con el High Pure PCR Product Purification Kit (Roche), la
cantidad de DNA fue determinada considerando la concentracién determinada en Nanodrop y el

volumen de elucién (Tabla A1).

Tabla Al. Cantidad de DNA digerido para su transformacion en P. pastoris X-33

» DNAantesdela DNA despuésde
Construccion
digestion (ug) la digestion (ug)
pPICZaA - CnPHM-PAL-Glu741 20.2 17.4

pPICZaA - RnPHM-PAL-Glu83s 18.7 15.2
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Transformacion de células electrocompetentes de Pichia pastoris X-33

Los plasmidos digeridos se concentraron en una centrifuga de vacio, el volumen se redujo de ~200
uL a ~5 pL. Se prepararon células electrocompetentes segin el EasySelect Pichia Expression Kit
(Invitrogen), las células se cosecharon a una DOgoonm = 1.6. Se transfirieron 80 pL de la suspension
celular a los tubos con los plasmidos previamente concentrados, se dejaron incubando en hielo
durante 5 min previo a la electroporacién. Las células transformadas se sembraron en placas con

YPDS + Zeocina (800 ug/mL) para favorecer la seleccion de multicopias.

PCR de colonia para identificar integrantes

La evaluacién de integrantes se realiz6 con un primer que hibrida en el plasmido pPICZaA (5°A0X1)
y un primer que hibrida con el inserto correspondiente (Rat-Rv8/Cen-Rv6) (Figura A6.5).

PHM-PAL PHM-PAL
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Figura A6.5. Resultado de la PCR de colonia. Productos esperados: 2,671 pb (Cn-PHM-PAL-Glu741)
y 2,941 pb (Rn-PHM-PAL-Gluss3s).

Determinacion del fenotipo “methanol utilization” (mut)

La transformacion de la cepa P. pastoris X-33 con construcciones linealizadas favorece la
recombinacion cruzada simple en el locus AOX1. La mayoria de las transformantes deberian tener
el fenotipo denominado mut* (methanol utilization plus), sin embargo, con la presencia de las
secuencias de AOX1 en el plasmido pPICZaA, existe la posibilidad de que la recombinacion se
produzca en la region 3'AOX1, alterando el gen AOX1 y creando transformantes mutS (methanol
utilization slow). La determinacion del fenotipo mediante pruebas de crecimiento en placas con
medio minimo con metanol (MMH, YNB 1.34X, Biotina 0.00004%, Metanol 0.5%, Histidina 0.004%)
indicadas por el fabricante no permitieron confirmar de manera reproducible el fenotipo mut. El
crecimiento aparente de las clonas dependia en gran medida de la cantidad de in 6culo sembrado
en la placa. Se procedi6 a evaluar el fenotipo mut de las clonas transformantes en medio liquido

usando microplacas de 96 pozos. Células clonales suficientes fueron suspendidas en medio MMH y
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se ajustaron los indculos a una DOsgsnm = 0.15 +- 0.03. Las células fueron incubadas a 30°C en
agitacién constante (150 rpm) y se midid el crecimiento después de 24 h. A las lecturas obtenidas
se les rest6 la lectura inicial. En el caso de las clonas recombinantes Cn-PHM-PAL-Glu74, se
identificaron 7 clonas (C-1, C-6, C-15, C-16 y C-20) con un crecimiento superior al de la clona control
(X-33 WT), a éstas se les considerd como el fenotipo mut*. A su vez, en este experimento se
observaron clonas con un menor crecimiento respecto a la clona control, siendo C-12 la que mostré
el menor crecimiento de todas ellas, esta fue seleccionada junto con las clonas mut* para el ensayo
de expresion (Figura A6.6A). En el caso de las clonas recombinantes Rn-PHM-PAL-Glu835, ninguna
de las clonas evaluadas mostr6 un crecimiento superior a la cepa control (X-33 WT), las clonas R-

4, R-6 y R-7 fueron seleccionadas para el ensayo de expresion (Figura A6.6B).

A) B)
Cn-PHM-PAL Rn-PHM-PAL
0.16 v 0.16 T
8.14 § PY 0.1t °
9.12 $° o O 8.12 ¥
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Figura A6.6. Determinacion del fenotipo mut+/muts.
Crecimiento de clonas en medio minimo (liquido) con metanol (MMH). A) Clonas con la
construccién Cn-PHM-PAL-GIu741; B) Clonas con la construccion Rn-PHM-PAL-GIu835; 0) Clonas con
el mayor crecimiento medido respecto a la clona WT, mut*; o) Clona con el menor crecimiento

medido, muts; @) cepa control X-33, WT; e) Clona X-33 que expresa una lacasa, donada por la Dra.
Marcela Ayala (control positivo de expresion).

Ensayo de expresion

Se inocularon 12.5 mL de medio BMGY (extracto de levadura 1%, peptona 2%, buffer MES 0.1M pH
6, YNB 1.34%, biotina 0.00004%, glicerol 1%) en tubos cénicos de 50 mL con las clonas
seccionadas, estas se incubaron a 29°C con agitacién (250 rpm) hasta que el cultivo alcanzé una
DOgoonm ~ 12. Las células fueron cosechadas centrifugando a 2,000 x g durante 5 minutos a
temperatura ambiente. El sobrenadante se decant6 y se realiz6 un primer lavado del sedimento

celular con 20 mL de agua Milli-Q estéril, se centrifug6 a 2,000 x g durante 5 min, el sobrenadante
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se decanté y se realizé un segundo lavado con 10 mL de agua Milli-Q siguiendo las mismas
condiciones de centrifugacion. El sedimento celular se suspendié en 20.0 mL de medio amortiguado
BMMY (extracto de levadura 1%, peptona 2%, buffer MES 0.1M pH 6, YNB 1.34%, biotina
0.00004%, metanol 1.5%, CuSO4 0.7 mM, CaCl, 0.5 mM, ZnCl; 0.5 mM). Se ajusté la ODgoonm ~ 10, el
volumen para el ensayo de expresion fue 20 mL en matraces de 500 mL.

En cada uno de los momentosindicados (0, 24,48, 72,96,120, 144 horas), se transfirieron alicuotas
de 1.0 mL del cultivo a 2 microtubos de 1.5 mL y se adicion6 un volumen equivalente (2 mL) de una
solucién de metanol al 15% v/v a los cultivos. Los tubos con las muestras fueron centrifugados a
velocidad maxima durante 2 minutos a temperatura ambiente, el sobrenadante clarificado se
transfiri6 a un nuevo microtubo de 1.5 mL. Las muestras fueron almacenadas a -70°C. Estas
muestras se utilizaron para analizar los niveles de expresién mediante SDS-PAGE y para la
determinacion de la actividad enzimatica por HPLC (ver mas adelante). Como control se incluy6 a

la cepa X33 WT.

Analisis por SDS-PAGE

Se tomaron 150 pL de los sobrenadantes muestreados alas 96 h de iniciado el ensayo de expresion,
las proteinas se precipitaron siguiendo el protocolo de Metanol/Cloroformo (Fic, E., et al., 2010).
Los pellets fueron resuspendidos en 7 pL de Buffer de carga 2X (125 mMTris-HCI, pH 6.8, 4% SDS,
20% v/v glicerol, 10mM B-mercaptoetanol, 0.05% azul de bromofenol), las muestras se calentaron

a 80 °C durante 5 min. Se cargaron ~7 puL en cada pozo de un gel de SDS-PAGE al 10.5%.

Identificacion de clonas que expresan los dominios PHM-PAL de Centruroides noxius

Las clonas C-1, C-6, C-15, C-16 y C-20 fueron previamente catalogadas con el fenotipo mut+, lo que
hizo suponer que estas clonas expresarian en mayor cantidad a la proteina de interés. Por el
contrario, la clona C-12 (mutS) se esperaba que mostrara los niveles mas bajos de proteina
recombinante. Sin embargo, la clona con C-12, expres6 una proteina abundante respecto al resto
de clonas, cuyo tamafio es cercano al esperado para la enzima de alacran (Cn-PHM-PAL-Glu741)
(~80 KD). El resto de clonas evaluadas tienen un patrén de bandeo menos evidente en el rango de

tamafio esperado. La cepa X-33 WT no presenta proteinas del tamafio esperado (Figura A6.7).
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Figura A6.7. Perfil de expresidon a las 96 h de induccién de las clonas C-1, C-6, C-15, C-16 y C-20 de
P. pastoris con las secuencias PHM-PAL de C. noxius; X-33) Expresion de fondo de la cepa WT. 96 h

de expresidn.

Una vez identificada una clona que potencialmente sobreexpresa a la proteina de interés (clona C-
12), se evaluo el perfil de proteinas secretadas a lo largo del tiempo (Figura A6.8). Este resultado
mostro que a las 24 horas hay dos bandas del tamafio cercano al esperado, siendo la banda superior
la que es consistente con el tamafio teérico de la proteina (80.4 KD) después de las 24 horas, la
banda superior desparece y se observa una banda de tamafo ligeramente inferior.

C- C-12’ C12 C-
96 24 48 96 120 144 96 96 h
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Figura A6.8. Perfil de expresién de la clona C-12 alolargo del tiempo. C-) expresion de fondo de la
cepa WT X-33.

Identificacion de clonas que expresan los dominios PHM-PAL de Rattus norvegicus

La Figura A10 muestra el perfil de proteinas secretadas por las clonas R-4, R-6 y R-7. Este perfil de
expresion mostré un claro incremento en las proteinas secretadas, el mayor nimero de bandas
observadas quiza se deba a la accion proteolitica. Entre las bandas observadas se encuentra una
del tamafio esperado (90 KD) la cual no se observa en el perfil de proteinas secretadas de la cepa
WT. En el ensayo se incluy6 a la clona Rn24, la cual fue seleccionada en ensayos previos como
potencial productora de las enzimas PHM-PAL de rata (Rn-PHM-PAL-Glu835), ademas de clonas con
la construccion de la enzima PHM monofuncional (PHMm) de C. noxius (M1, M2, M8, 36 KD) y la

clona que expresa una lacasa (Lac) como control positivo (Figura A6.9).

KD M R-4 R-6 R-7 M-1 M-2 M-8 X-33 Lac Rn24

Figura A6.9. Perfil de expresion a las 96 h de induccién de las clonas P. pastoris X-33 con las

secuencias PHM-PAL de C. noxius X-33; expresion de fondo de la cepa WT.

Ensayo de actividad enzimatica

Aunque el analisis por SDS-PAGE del patrén de proteinas secretadas es una primera aproximacion
para seleccionar clonas que potencialmente expresen y secreten al medio la proteina de interés, la
presencia de una enzima funcional se evalué mediante el ensayo de actividad enzimatica, este
ensayo consiste en evaluar por HPLC de fase reversa, la conversion del sustrato Dansyl-YVG a

Dansyl-YV-NH2. Esta conversion tiene como consecuencia un cambio en la hidrofobicidad de la
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molécula, por lo que el tiempo de retencién dentro de la columna difiere entre el producto y el
sustrato, siendo el producto el que presenta un menor tiempo de retencion (Figura A6.10).

Dansyl-Tyr-Val-Gly —) Dansyl-Tyr-Val-NH>

571.63 Da 513.6 Da
0.50

0.007

j\A«
S
The HPLC solvents were: 0.08% 0.50- 220 nm
Trifluoroacetic Acid (TFA) in water
(solvent A) and 0.08% TFA (v/v) in 90%
aqueous acetonitrile (ACN) (solvent B). 0.00

P ———

5.00 10.00 15.00
min
Ul-Hasan et al., 2013

Figura A6.10. Conversion del sustrato Dansyl-YVG (S) a Dansyl-YV-NH;(P).

Para el ensayo de actividad se prepar6 una mezcla de reaccién 2x (100 mM NaTES pH 6.5, 0.02%
Tween 20, 5 mM 4acido ascoérbico, 4 uM CuSO4, 200 mg/mL catalasa, 0.01 pM Dansyl-YVG) y se
combiné con un volumen de sobrenadante de 96 horas de cultivo. El volumen de reaccién (300 uL),
se paso6 por un filtro para centrifuga Amicon® 3K. Un volumen de 30 pL fue cargado a la columna
(C-18) y se tomaron registros durante 40 min. Las Figuras A6.11A y A6.11B muestran los
cromatogramas de los componentes de P. pastoris X-33 (control negativo) eluidos en ausencia y
presencia del sustrato respectivamente. Este resultado permiti6 saber el tiempo de retencion del
sustrato (aproximadamente 16.7 min) y que P. pastoris no tiene actividad amidante nativa. La
Figura A6.11C muestra los componentes de la clona C-12 (PHM-PAL de C. noxius) eluidos en
ausencia de sustrato. La Figura A6.11D corresponde al cromatograma de la clona C-12 en presencia
del sustrato, se observa un perfil similar al visto previamente en el control negativo, el pico de 16.7
min fue colectado y su masa fue determinada, dando como resultado la masa del sustrato. Un pico
con un menor tiempo de retencion que corresponda al producto no fue observado, concluyendo en
una ausencia de actividad en el sobrenadante de la clona C-12. Las Figuras A6.11E y A6.11F
muestran los componentes de la clona Rn-24 (PHM-PAL de R. norvegicus), en ausencia y presencia
de sustrato, el analisis de tiempos de retencion y comprobacién de la masa molecular del tinico pico
diferencial, indicado con una flecha, comprueba que el sustrato no fue amidado, indicando la
ausencia de activad en el sobrenadante. Se evaluaron clonas adicionales (C-6, PHM-PAL de C. noxius

y R-6, PHM-PAL de R. norvegicus) (datos no mostrados) sin encontrar actividad.
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Figura A6.11. Ensayos de actividad enzimatica en ausencia y presencia de sustrato A) y B) P.
pastoris X-33 WT; C) y D) Clona C-12 (Cn-PHM-PAL-Glu741); E) y F) Clona R-24 (Rn-PHM-PAL-
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Glusss). La flecha indica el pico correspondiente al tiempo de retencién del sustrato (Dansyl-YVG)
de 16.7 min.

Una causa probable por la que no se detect6 actividad es por la baja concentracién de sustrato
empleada para los ensayos de actividad (0.01 uM), esta pudo no ser suficiente para alcanzar la
mitad de la velocidad maxima de las enzimas (Km).

Sintesis del sustrato (Dansyl-YVG)

Los ensayos realizados agotaron el stock disponible de sustrato Dansyl-YVG. Se sintetiz6 el
tripéptido aprovechando la experiencia que se tiene en nuestro grupo para la sintesis, purificacion
y plegamiento de péptidos. La sintesis del tripéptido se realizé con éxito (Merrifield B., 1986), sin
embargo, la incorporacién del grupo Dansilo en el N-terminal (Figura A6.12) esta inconclusa al

momento de escribir este documento.

Figura A6.12. Féormula desarrollada del sustrato “Dansyl-YVG.” Se muestra el grupo dansilo

encerrado en un rectangulo punteado.
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C-terminal amidation in scorpions — Identification of
the amidating enzyme (PAM)

Gustave Delgado-Prudenciot, Lourival Domingos Possani Postay?, Baltazar Becerril Lujan?, Ernesto Ortiz Suri?™
!Departmento de Medicina Molecular y Bioprocesos, Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional Auténoma de México, Avenida

Universidad, 2001, Colonia Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, 62210, México,  erne@ibt.unam.mx

INTRODUCTION

o-amidation is an important posttranslational modification present in different bicactive
peptides of many eukaryotic taxa. Many neuropeptides, hormones and toxins require to
be amidated for their biological function. The amidation signals (-X-Gly-Basic-Basic- or -X-
Gly-Basic) are processed for the production of the amidated peptides (Fig 1 A). The
amidation reaction occurs on a glycine residue at the C-terminus of the precursor and
invelves the sequential action of two enzymes: peptidylglycine o-hydroxylating
moenooxygenase, PHM (EC 1.14.17.3) and peptidyl-alpha-hydroxyglycine a-amidating
lvase, PAL (EC 4.3.2.5) (Fig 1 B). In mammals, such as Rartus norvegicus and Homo
sapiens, a single gene encodes the enzyme peptidyl-glycine a-amidating monooxygenase,
PAM, a bifunctional enzyme that includes the catalytic domains PHM, PAL and a
membrane spanning domain in the same polypeptide. Insects, such as Apis mellifera and
Drosophila melanogaster, having lost the bifunctional PAM, have genes separately coding
for PHM and PAL instead. Although amidating enzymes are widely distributed in
eukaryotic taxa, PAM, PHM and PAL are not present in plants and fungi. No information is
available on amidation pathways for arachnids, including scorpions. The objective of this
work is to explore the enzymatic amidation system present in the venom glands of
scorpions, which contain a wide variety of amidated peptides (e. g. toxins and
antimicrobial peptides).

B)

2 darrtate 2

m"L“; :{u = ——% n‘J\:_\I;\'<<m>

Pepiidydglycine Peptidyl - bpdrasylyeine

) Sy SR G
=l e A

Fepiiyl Giunylats

Figure 1 | A) Processing of the amidation signal from a larger inactive precursor; B)
Sequential reactions catalyzed by the PHM and PAL enzymes.
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RESULTS

Sequences coding for bifunctional PAM and monofunctional PHM and PAL were identified
in the transcriptomes of 20 scorpion species from the New and 0ld Worlds (Table 1)

Table 1 | Scorpions Amidating Enzymes.

Family Species PAM PHM  PAL
Centruroides nexius E B [ ]
Centruroides sculpturatus s | | |
Centruroides limpidus g | | ]
Buthidac Centruroides orizaba | [ |}
Centruroides ochraceus - ]
Centruroides hirsutipalpus o [ ]
Tityus trivittatus g | | ]
Leiurus abdullahbayrami* g | [ ]
Tharellius cristimanus [ ]
Vasjovidae Pm_favae;ows s‘(‘l‘:wenk.'moym' v [ ]
Chihuahuanus coahuilae 1 u
Serradigitus gertschi v [ ]
H uztecus ‘W [ ]
Caraboctonid
Hadrurus coneolorug g | [ ]
Euscorpiidag Megacormus gertschi g | [ ]
Chactidae Anuractonus pocecki bajas v [ ]
Superstitionidae  Superstitionia donensis / v
Diplocentridae  Diplocentrus melici [ |
Urodacidae Urodacus yaschenkoi* g | [ ]
Scorpionidae Pandinus imperator* | |

(- w and @) Indicate complete PAM, PHM and PAL sequences; { -m) Indicates PAM
sequences with > 90% of the estimated total length; () Indicates partial sequences with < 50%
of the estimated total length; * PAM sequence obtained by PCR; *Old World scorpion

PAM, PHM and PAL are encoded by independent genes. The PHM and PAL genes are the
products of a duplication of the ancestral PAM gene.

rPAM1 Exon count: 25

DmPHM Exon count: §

*

DmPALZ Exon count: &
CesPAM1 Exon count: 22
CesPHM ’%\ Exon counts 11
CesPAL Exon count: 8

910 20 3 40 50 &0 7o 80 90 100 110 120 130 140 150
Kb

Figure 2 | Genes coding for the amidating enzymes of R, norvegicus ([rPAM1), D. melanogaster

[DmPHM and DmPALZ) and €. sculpturatus (CesPAM, CesPHM and CesPAL). Exons are

indicated as vertical blocks

The topology of the scorpion PAM precursors is identical to that of the PAM-2 isoform
described in mammals. Monofunctional PHM and PAL was similar to the precursors
described for the insect D. melanogaster (Figure 3A and 3B). The sequence analysis
showed the conservation of all residues essential for catalysis (Figure 3C).

A)
Mammals Rattus nervegicus

B)

€) Scorpions Centruroides noxius
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Figure 3 | Representative structure of A) mammalian PAM-2 isoform; B) Mono-functional
PHM and PALZ in D. melanogaster; C) precursors of scorpion bifunctional PAM, Mono-
functionals PHM and PAL; SP Signal peptide; PP, Propeptide; MSD, Membrane Spanning
Domain; CD, Cytosolic Domain.

CONCLUSIONS

We have shown that the amidation pathway in scorpions is conserved. The dual enzymatic
amidation system present in the venom glands of scorpions is reminiscent of the mammalian
system in terms of the use of both, the bifunctional and the independent enzymes. While the
topology of the bifunctional PAM  relates to that the mammalian PAM, the monofunctisnal
enzymes are more similar to the ones in insects.
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Abstract: Many peptides in scorpion venoms are amidated at their C-termini. This post-translational
modification is paramount for the correct biological function of ion channel toxins and antimicrobial
peptides, among others. The discovery of canonical amidation sequences in transcriptome-derived
scorpion proproteins suggests that a conserved enzymatic ax-amidation system must be responsible
for this modification of scorpion peptides. A transcriptomic approach was employed to identify
sequences putatively encoding enzymes of the c-amidation pathway. A dual enzymatic x-amidation
system was found, consisting of the membrane-anchored, bifunctional, peptidylglycine -amidating
monooxygenase (PAM) and its paralogs, soluble monofunctional peptidylglycine a-hydroxylating
monooxygenase (PHMm) and peptidyl-a-hydroxyglycine a-amidating lyase (PALm). Independent
genes encode these three enzymes. Amino acid residues responsible for ion coordination and
enzymatic activity are conserved in these sequences, suggesting that the enzymes are functional.
Potential endoproteolytic recognition sites for proprotein convertases in the PAM sequence indicate
that PAM-derived soluble isoforms may also be expressed. Sequences potentially encoding proprotein
convertases (PC1 and PC2), carboxypeptidase E (CPE), and other enzymes of the x-amidation
pathway, were also found, confirming the presence of this pathway in scorpions.

Keywords: amidation; evolution; posttranslational modifications; scorpion; transcriptomics

Key Contribution: A dual enzymatic system responsible for c-amidation of scorpion venom peptides
is described. Independent genes encode a bifunctional PAM enzyme and the monofunctional PHMm
and PALm enzymes.

1. Introduction

The order Scorpiones constitutes one of the most ancient lineages within the phylum Arthropoda [1,2].
The key to the ecological success of these arachnids resides in the production of potent venoms
used for feeding, defense, and deterring competitors [3,4]. Scorpion venoms are complex mixtures
of components, including bioactive peptides with potential therapeutic applications [4], enzymes,
metabolites, and most importantly, an arsenal of toxins active on Na*, K*, Ca?*, and Cl~ channels [5-10].
By altering the normal mechanics of these channels, scorpion toxins unleash systemic havoc in their
victims, which can lead to severe envenomation symptoms, including death [11,12]. The venom
is produced and secreted by two symmetrical glands located in the last segment of the metasoma,
the telson [12]. In these glands, the peptidyl venom components undergo synthesis and maturation,
a complex process involving a series of post-translational modifications (PTMs) that result in the
biologically active molecules [3]. The most common PTMs found in scorpion venom peptides are the
formation of disulfide bridges from pairs of cysteines, proteolytic cleavage, and C-terminal amidation
(x-amidation). Amidated toxins and peptides without disulfide bonds (NDBP) are well known in
scorpion venoms (Table 1).

Toxins 2019, 11, 425; doi:10.3390/toxins11070425 www.mdpi.com/journal/toxins
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Table 1. Diversity of amidated peptides from scorpion venoms. Signal peptides are underlined. Mature peptides are in bold upper-case letters. Propeptides are
italicized and amidation signals are shown in red.

Type Peptide Uniprot Precursor Sequence C-terminus
AaH? PO1484 MNYLVMISLALLFVTGVESVKDGYIVDDVNCTYFCGRNAYCNEECTKLKGESGYCQWASPYGNAC H-NH
a YCYKLPDHVRTKGPGRCHGR 2
MKLLLLLIVSASMLIESLVNADGYIKRRDGCKVACLIGNEGCDKECKAYGGSYGYCWTWGLACWCE
LqhIT2 Q26292 GLPDDKTWKSETNTCGGKK G-NH;
MKLFLLLLISASMLIDGLVNADGYIRGSNGCKVSCLWGNEGCNKECRAYGASYGYCWTWGLACWC
BmKITa QIXY87 QGLPDDKTWKSESNTCGGKK G-NH;
cn2 PO1495 LLIITACLALIGTVWAKEGYLVDKNTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFACWC S-NH
n THLYEQAIVWPLPNKRCSGK 2
Sodium toxins MNSLLMITACLALVGTVWAKEGYLVNSYTGCKFECFKLGDNDYCLRECRQQYGKGSGGYCYAFG
Css4 P60266 N-NH;

CWCTHLYEQAVVWPLPNKTCNGK
CsEl PO1491 MNSLLMITACLVLIGTVWAKDGYLVEKTGCKKTCYKLGENDFCNRECKWKHIGGSYGYCYGFGC C-NH,
YCEGLPDSTQTWPLPNKTCGKK
MNSLLMITACLFLIGTVWAKEGYLVNKSTGCKYGCLKLGENEGCDKECKAKNQGGSYGYCYAFA
CWCEGLPESTPTYPLPNKSCGKK
Tsl P15226 MKGMILFISCLLLIGIVVECKEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGRECGIKKGSSGYCAWPACYCY C-NH,
GLPNWVKVWDRATNKCGKK

LVVVCLLTAGTEGKKDGYPVEYDNCAYICWNYDNAYCDKLCKDKKADSGYCYWVHILCYCY

CsEv3 P01494 C-NH;

153 Po1496 GLPDSEPTKTNGKCKSGKK S-NH;

NTx P08815 MKAFYGILIILLFCSMFNLNESTIINVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKCYNNG N-NH;

BmKTX QONII7 MKVFFAVLITLFICSMIIGIHGVGINVKCKHSGQCLKPCKDAGMRFGKCINGKCDCTPKG K-NH;

Potassium toxins CoTx1 046028 MEGIAKITLILLFLFEVTMHTFANWNTEAAVCVYRTCDKDCKRRGYRSGKCINNACKCYPYGK Y-NH;
OcKTx5 Q6XLL5 MNAKFILLLVLTTMMLLPDTKGAEVIRCSGSKQCYGPCKQQTGCTNSKCMNKVCKCYGCG C-NH;

OcKTx1 Q6XLLY MNAKFILLLLVVATTMLLPDTQGAEVIKCRTPKDCAGPCRKQTGCPHGKCMNRTCRCNRCG C-NH;

IsCT Q8MM]J7 MKTQFAILLVALVLFQMFAQSDAILGKIWEGIKSLFGKRGLSDLDGLDELFDGEISKADRDFLRELMR F-NH;

Non disulfide BmKb1 Q718F4 MEIKYLLTVFLVLLIVSDHCQAFLFSLIPSAISGLISAFKGRRKRDLNGYIDHFKNFRKRDAELEELLSKLPIY K-NH;
bridged peptides Hp1090 PODJ02 MKTQFAIFLITLVLFQMFSQSDAIFKAIWSGIKSLFGKRGLSDLDDLDESFDGEVSQADIDFLKELMQ F-NH,
IsCT2 Q8MTX2 MKTQFAILLVALVLEQMFAQSEAIFGAIWNGIKSLFGRRALNNDLDLDGLDELFDGEISQADVDFLKELMR F-NH,

VAMP-2 E4VP07 MKSQTFFLLFLV VFELLAITQSEAIFGAIAGLLKNIFGKRSLRDMDTMKYLYDPSLSAADLKTLQKLMENY F-NH;
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Post-translational c-amidation is characteristic of bioactive peptides from many eukaryotic taxa [13].
C-terminal amidation confers on peptides enhanced resilience to degradation by carboxypeptidases, thus
increasing their half-lives and decreasing their turnover rates [14]. Moreover, amidation is essential for
correct functioning of many mammalian neuropeptides and hormones [15]. Several scorpion toxins have
also been shown to require C-terminal amidation for full biological activity, without which, potency is
severely reduced [16,17]. C-terminal amidation results in a change with two possible functional implications:
the amidated terminal amino acid could be directly involved in molecular recognition events, or the
amidation could simply reduce the negative charge of the carboxyl moiety and the peptide as a whole [18].

In general, metazoan amidated peptides are translated as larger polypeptidyl precursors, which
contain an amidation signal, a glycine typically followed by one or two basic residues (R-X-Gly-Basic
or R-X-Gly-Basic-Basic) and the rest of the propeptide sequence. This signal is first targeted by
endoproteolytic proprotein-processing enzymes of the protein convertase family (PCs), resulting in
peptides terminated with basic residues, which are substrates for carboxypeptidases that remove those
residues from the processing intermediate and expose the C-terminal glycine. This glycine is then
further subjected to sequential reactions that amidate the peptide [19,20] (Figure 1A). Two enzymatic
activities catalyze these reactions. First, a peptidylglycine «-hydroxylating monooxygenase (PHM, EC
1.14.17.3) catalyzes the hydroxylation of the glycine residue, using ascorbate and molecular oxygen
as co-substrates. Then, a peptidyl-a-hydroxyglycine «-amidating lyase (PAL, EC 4.3.2.5) cleaves the
hydroxyglycine residue, yielding the amidated product and glyoxylate [21,22] (Figure 1B).
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Figure 1. Enzymatic processing of the amidation signal. (A) The complete pathway leading to amidation.

SP, Signal Peptide; PC1/PC2, proprotein convertases 1/2; CPE, carboxypeptidase E. (B) Sequential
amidation reaction catalyzed by the PHM and PAL domains.

Peptide amidation seems to be common to all metazoans, and PHM and PAL are assumed to have
monophyletic origins [23]. However, the way these activities are expressed differs among taxa. For
example, in insects Apis mellifera, Drosophila melanogaster and others, PHM and PAL are encoded by
independent genes [24-26]. In vertebrates, such as Bos taurus, Rattus norvegicus, Xenopus laevis, Homo
sapiens and others, a single gene encodes both activities in a bifunctional enzyme comprising a single
polypeptide, peptidylglycine x-amidating monooxygenase (PAM) [27-30]. The same two-domain
PAM structure was reported for the gastropod Aplysia californica [31]. Curiously, another gastropod,
Lymnaea stagnalis, produces a zymogen comprising four different PHM domains and a single PAL
domain, which is endogenously converted to a mixture of monofunctional isoenzymes [32]. PAM
isoforms have been reported in R. norvegicus, with up to seven isoforms generated by alternative
splicing. These isoforms include configurations with and without internal proteolytic sites, resulting in
both independent PHM and PAL, and the bifunctional PAM [27,33]. Among arthropods, independent
PHM and PAL, but not the bifunctional PAM, are expressed in insects, as indicated above, whereas both
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independent and bifunctional enzymes are expressed in crustaceans [26]. No information is available
on the a-amidating system of other subphyla, e.g., the chelicerates, and in particular, the arachnids.

Amidated peptides are common in venoms produced by various animals. For example, marine
snails of the genus Conus, produce a large array of peptidyl toxins (conotoxins), a significant fraction of
which are amidated. From the venom ducts of cone snails, cDNAs were cloned that encode bifunctional
PAMs. Heterologously expressed PAMs were demonstrated to be active [34]. Although no amidating
system has been described in arachnids, the abundance of amidated peptides in their venoms, in
particular scorpion venoms, suggests that amidating enzymes are active in their venom glands.
The correlation between canonical x-amidation signals in transcripts from different transcriptomic
analyses and amidation of the mature encoded peptides, confirmed by biochemical and proteomic
analyses [35-39], indicates that the classical PHM plus PAL and/or PAM systems must be present
in scorpion venom glands. In this work, the enzymatic amidation system of Old and New World
scorpions is assessed by transcriptomic analysis.

2. Results

2.1. The Dual Enzymatic System for a-Amidation in the Order Scorpiones

We investigated venom gland transcriptomes of 21 scorpion species and the genome of Centruroides
sculpturatus and identified sequences encoding orthologs of the bifunctional PAM enzyme in 13 of
them. Partial sequences for PAM were found in the remaining eight transcriptomes. A 14th complete
PAM-coding sequence was recovered by RT-PCR from venom-gland total RNA from the scorpion
Centruroides noxius (Table 2 and Supplementary Table 52). Complete coding sequences (CDS) from those
transcripts translate into proteins of 861-887 amino acids (Supplementary Figure S1). The deduced
topology of the scorpion PAM precursor is similar to that of the PAM-2 isoform described for
Rattus norvegicus (Figure 2A,B). A signal peptide sequence (SP) for secretion is followed by a short
propeptide (PP) region, a PHM domain, a linker sequence (Linker 1), a PAL domain, a second
linker sequence (Linker 2), a membrane spanning domain (MSD), and a cytosolic domain (CD)
(Figure 2A). The rat PAM-2 isoform lacks the Exon A-encoded linker region with respect to the rat
PAM-1 isoform. This extra region contains an endoproteolytic site which, after processing, cleaves the
PHM and PAL monofunctional enzymes into separate polypeptides. This Exon-A-encoded region
has been described only for vertebrates [23], and has no equivalent sequence in the scorpion PAM
(Supplementary Figure S2). It is notable that although the scorpion PAM lacks this region, two putative
endoproteolytic sites are still present in the scorpion PAM sequence (Figure 2A). The first site, defined
by a lysine dyad (KK), is located between the PHM and PAL domains, and is proposed to delimit the
PHM domain. The second site, located between the PAL sequence and the MSD, is also defined by a
KK dyad, and if subjected to post-translational processing, would liberate a soluble PAL enzyme from
the MSD and CD domains. Thus, the scorpion bifunctional PAM enzyme could be post-translationally
processed to generate independent, soluble PHM and PAL enzymes.

Shorter transcripts encoding the monofunctional PHM and PAL enzymes (PHMm and PALm) were
also identified in most of the analyzed scorpion transcriptomes/genome (Table 2 and Supplementary
Table S2). The encoded proteins are 345-350 amino acids long (PHMm1) and 356-366 (PALm) (Supplementary
Figures S3 and 54). Topologies of the monofunctional enzymes are similar to those of the PHM and PAL-2
isoforms from D. melanogaster (Figure 2C). The proproteins include a SP and the catalytic domain. No MSD
and CD domains are detected; therefore, the monofunctional enzymes are predicted to be soluble.



Toxins 2019, 11, 425 50f 15

Table 2. Enzymes of the x-amidation pathway detected in scorpions.

Family Species PAM PHM PAL PC1 PC2 CPE
Centruroides sculpturatus -1 [ | [ o
Centruroides hentzi -H [ | o o
Centruroides noxius * -H [ |
. Centruroides limpidus b -H | o o o
Buthidae
Centruroides orizaba -H [ o o o
Centruroides ochraceus -H [ o o
Centruroides hirsutipalpus v | o
Tityus trivittatus -H | [ o o
Leiurus abdullahbayrami * - | o o o
Mesobuthus martensii * -H [ |
Thorellius cristimanus - [ | o o o
Vaejovidae Paravaejovis schwenkmeyeri v [ | [ ) o
Chihuahuanus coahuilae - [ | o o o
Serradigitus gertschi v [ |
Hoffmannihadrurus aztecus -
Caraboctonidae ffm L L
Hadrurus concolorus -H [ | v o
Euscorpiidae Megacormus gertschi -h [ |
Chactidae Anuroctonus pococki bajae v |
Superstitionidae Superstitionia donensis v v v
Diplocentridae Diplocentrus melici - | ®
Urodacidae Urodacus yaschenkoi * - [ | o v o
Scorpionidae Pandinus imperator * -1 o
( -., and .): Complete PAM, PHMm and PALm sequences; (- ): Partial PAM sequences with 93% or

more of the sequence determined; (. , . , . ): Complete PC1, PC2 and CPE sequences; ( . , ): PC1,
PC2 and CPE sequences with more than 50% of the sequence determined; (v'): Partial sequences with less than
50% of the estimated total sequence determined; * PAM sequence amplified by PCR; ® PAM sequence verified by
DNA sequencing; * Old World scorpion. The tblast and blastn algorithms were used to identify sequences in the
local scorpion transcriptomic databases, with an e-value of 1 X 107°. Empty spaces indicate that no sequences were
identified in those transcriptomes.

Key residues involved in catalysis and metal coordination are conserved in both scorpion amidation
systems (Figure 2A and Supplementary Figures S5 and S6), suggesting that those enzymes are probably
functional. The percentage of sequence identity between homologous domains of the bifunctional
and independent enzymes for each species are indicated in Supplementary Table S3. As an example,
for C. noxius, the percentage of identity between the PAM subdomains and the PHMm and PALm are
29.8% and 32.5%, respectively.
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Figure 2. Representative structures of the precursors of (A) scorpion (C. noxius) bifunctional PAM
and mono-functional PHMm and PALm; (B) mammalian (R. norvegicus) PAM-1 and PAM-2 isoforms;
(C) monofunctional PHMm, PAL1m and PAL2m in D. melanogaster. Structural and sequence features
are indicated as: SP, Signal peptide; PP, Propeptide; MSD, Membrane Spanning Domain; CD, Cytosolic
Domain; KK, RK, KR and RR, putative proprotein convertase cleavage sites at basic dyads; G, predicted
glycosylation site; PHMcc, catalytic core of the PHM domain.

Sequences encoding other components of the «-amidation pathway were also sought among
available scorpion transcriptomic/genomic sequences. Transcripts encoding orthologs of proprotein
convertases 1 and 2 (PC1 and PC2) and carboxypeptidase E (CPE), enzymes that operate upstream in the
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a-amidation pathway (Figure 1A), were also found, as well as their genes in the Centruroides sculpturatus
genome (Table 2, Supplementary Table 52), reinforcing the notion of a conserved o-amidation pathway
in scorpions.

These results indicate that in scorpions, a dual enzymatic system for c-amidation is responsible for
the amidation of venom peptides. Transcripts for both the bifunctional PAM and the monofunctional
PHMm and PALm are present in scorpion venom glands. Among arthropods, a similar dual system is
present in crustaceans, but not in insects [26].

2.2. The PAM-, PHMm- and PALm-Coding Genes

The search for genomic sequences in C. sculpturatus using blastn showed that separate genes encode
the bifunctional and monofunctional enzymes, demonstrating that they are encoded by paralogous
genes and are not the result of alternative splicing, a phenomenon reported in the generation of
isoforms in R. norvegicus [27,33]. Figure 3A shows the structure of the genes for the PAM, PHMm and
PALm enzymes in C. sculpturatus, including their sizes, exon numbers and distributions. The structures
of the rat PAM and fruit fly PHM and PAL genes are also shown for comparison (Figure 3B,C).

A)
Exon count:

cespant || 1 .
CesPHM }—‘—F %\ 11
CesPAL H—H» 8

B o
copan | | | IR
" [l | \ [ 11

Q)

DmPHM

DmPAL2 8

|_
DmPAL1 wH- 3 6
f

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 Kb

Figure 3. The structure of genes encoding the amidating enzymes of (A) C. sculpturatus (CesPAM,
CesPHM and CesPAL); (B) R. norvegicus (PAM1); (C) D. melanogaster (DmPHM, DmPAL1 and DmPAL2).
Exons are indicated as vertical blocks.

2.3. Phylogenetic Reconstruction of Amidating Enzymes of Arachnids

Phylogenomic analyses have proposed two basal branches from which all scorpions have
descended (parvorders Buthida and Iurida) [1,40,41]. Maximum likelihood analyses with the nucleotide
sequences of the PHM and PAL domains from the PAM (designated as phm-PAM and pal-PAM in
these analyses, respectively) and the PHMm and PALm enzymes, show a correlation between the
phylogeny of these enzymes and the phylogeny of the scorpion families from which they originate [40].
Figure 4; Figure 5 show the two main clades in which the sequences of the phm-PAM and pal-PAM are
separated from the sequences PHMm and PALm, respectively. Within those clades, there is a clear
divergence between sequences from species belonging to the family Buthidae (parvorder Buthida) and
sequences from species belonging to families of the parvorder Iurida (Vaejovidae, Caraboctonidae,
Euscorpiidae, Chactidae, Superstitionidae, Diplocentridae, Urodacidae, Scorpionidae). Within the
family Buthidae, sequences from Old World scorpions Leiurus abdullahbayrami (Turkey) and Mesobuthus
martensii (Eastern Asian countries) are placed in an independent, supported clade that precedes the
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clade of New World species. The sequences from Tityus trivittatus (from the south-central part of South
America, Argentina, and Brazil) are in independent supported clades with respect to those of the
genus Centruroides (distributed in Central America, the Caribbean, and North America). The variable
numbers of sequences recovered from different transcriptomes, limits comparative analyses of the
catalytic domains, though a consistent topology for the phylogenetic trees is observed. Sequences
putatively encoding a dual amidation system, as in scorpions, were also found in other arachnids,
including members of the orders Araneae (Liphistius malayanus, Frontinella communis, Parasteatoda
tepidariorum, Leucauge venusta), Opiliones (Siro boyerae, Trogulus martensi) Ricinulei (Ricinoides atewa),
and the xiphosuran, Limulus polyphemus (recently placed within the class Arachnida [42]), among others
(Supplementary Table S1). This indicates that the same dual x-amidation system is also employed by

other arachnids.
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Figure 5. Reconstructed evolutionary history of the pal-PAM and PALm domains. Maximum likelihood
analyses were performed with the nucleotide sequences corresponding to the respective domains.

Number under the nodes indicate the values of ultrafast bootstrap (UFBoot) (only branches with values
higher that 50 are shown).

3. Discussion

Venom gland transcriptomic analyses performed with representative scorpion families from
both the Old and New Worlds have shown the enormous diversity of compounds that comprise
these important biofluids [4]. Together with available biochemical information on scorpion venom
components, sequences of many transcripts indicate that amidation is one of the most common PTMs
of scorpion venom peptides. The discovery of canonical amidation signals in the translated sequences
suggested that a conserved x-amidation system might be present in scorpion venom glands to convert
propeptides into shorter, amidated, mature peptides. In this work, transcripts encoding the relevant
components of this pathway are described, confirming that a dual amidation system, including a
bifunctional PAM enzyme and individual non-membrane bound PHMm and PALm is employed. Genes
for this dual system were found in the genome of C. sculpturatus, demonstrating than the bifunctional
and the monofunctional enzymes are encoded by independent genes and are not the result of alternative
splicing. Paralogs involved in various developmental processes and cellular functions within the
orders Scorpiones and Araneae arose as a consequence of a genome duplication in the common ancestor
of scorpions and spiders [43,44]. Given the importance of amidation in peptide signaling and the
functionality of toxins and other amidated venom peptides, it is not surprising that both amidation
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enzyme systems were retained in this lineage of venomous arachnids, where they evolved to target
specific substrates, or to be expressed in particular cell types or physiological conditions.

Together with conserved functional residues for cation coordination and enzymatic activity,
the scorpion PAM sequence contains all the structural elements for generation of a membrane-anchored
protein. However, the sequence of the bifunctional PAM contains putative endoprotease cleavage sites
(dyads of basic amino acids), which are normally targeted by proprotein convertases, flanking the
catalytic domains. This means that the PAM proprotein could in principle be processed to the complete
membrane-bound two-domain enzyme or it could be post-translationally cleaved by convertases to
render soluble monofunctional domains. The presence of transcripts encoding convertases in the
scorpion venom glands, also described in this work, reinforces this possibility. Whether both the
two-domain PAM and the PAM-derived monofunctional enzymes coexist in the venom gland remains
to be established. We expect that the soluble PHMm and PALm, as well as the putative PAM-derived
soluble isoforms, are secreted by the venom glands into the venom. This has been confirmed, at least
for PHMm with liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS) in scorpion venom proteomic
analyses. Although it is not clear what additional functions they might have in scorpion venom, it is
known that the bovine PAM enzyme is capable of catalyzing three alternative reactions: sulfoxidation,
N-dealkylation of amines and O-dealkylation [45]. This raises the possibility of finding new natural
substrates for this set of enzymes and taking advantage of their catalytic capacities for synthesis or
chemical modification of molecules of biotechnological interest.

Other proteomic analyses have confirmed the presence of putative amidating enzymes in arachnid
venoms. One of these sequences was reported as a PAM from the spider Cupiennius salei (annotated
as PAM_CUPSA [MH766628]) [46]. However, a rigorous sequence analysis demonstrates that this
sequence is not from a PAM ortholog, but a monofunctional PHMm. Similarly, for the scorpion
Tityus obscurus, a sequence reported as a PAM (GenBank: JAT91064) [38], shares 87% sequence identity
with the PHMm from T. trivittatus, as reported here, and is therefore also a PHMm. A third report found
a PHMm sequence in transcriptomic and proteomic analyses of the scorpion C. hentzi (annotated as
GFWZ01000197.1 TSA: Centruroides hentzi Chent_MonoO transcribed RNA sequence) [47]. Sequences
encoding orthologs of PHMm were also identified in venoms of Centruroides limpidus, Centruroides
hirsutipalpus and Superstitionia donensis (data not shown). Therefore, this constitutes the first report of
the monofunctional PALm and the bifunctional PAM enzymes from any arachnid, and demonstrates
that a conserved, functional dual a-amidation system is present in scorpion venom glands, as well as
in other arachnids.

4. Materials and Methods

4.1. Sequence Data and Transcriptome Assembly

Previously reported transcriptomic analyses from venom glands of the scorpion species C. limpidus,
Paravaejovis schwenkmeyeri, Urodacus yaschenkoi, Thorellius cristimanus (reported as T. atrox),
Serradigitus gertschi, S. donensis, and Megacormus gertschi [37,48-53] were used to obtain relevant
sequence information. Complementary sequence information was obtained from other unpublished
transcriptomes for the species Centruroides noxius, C. orizaba, C. ochraceus, C. hirsutipalpus,
T. trivittatus, L. abdullahbayrami, Hoffmannihadrurus aztecus, Hadrurus concolorus, Anuroctonus
pococki bajae, Chihuahuanus coahuilae and Diplocentrus melici. Publicly available reads from
massive transcriptome analyses of other species were assembled de novo and also used (M. martensii
SRR3061379, Pandinus imperator SRR1721600, C. hentzi SRR6041834/SRR6041835; external groups are
shown in Supplementary Table S1). Assembly was performed using Trinity 2.0.3 [54] with previously
reported parameters [37]. Genomic sequences from C. sculpturatus (BioProject: PRINA168116) were
obtained from NCBI. Sequence information from 22 different scorpion species, belonging to nine of the
20 recognized scorpion families [55] was used in this work.
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4.2. Identification and Annotation of Amidating Enzymes in Scorpions and Related Organisms

Sequences putatively encoding PAM, PHM and PAL homologs were identified in transcriptomes
using tBLASTn, with the sequence of the R. norvegicus PAM (Uniprot, P14925) as query. Recovered
nucleotide sequences were translated with the ExPASy server [56]. The presence and organization of
characteristic domains was evaluated with NCBI-CDART [57] in accordance with [23]. Other sequence
hallmarks were identified: the signal peptide (SP) with SignalP 4.1 and Phobius [58,59], the propeptide
region (Pp) with ArachnoServer v. 3.0 [60] and the transmembrane domain with the TMHMM server
v. 2.0 [61]. Identification and delimitation of the catalytic domains and the residues involved in
metal coordination and disulfide formation was manually performed by sequence alignment with the
reference R. norvegicus PAM (Uniport P14925). Potential glycosylation sites were predicted with the
NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). The annotation of each determined
sequence can be found in Supplementary Table S1. The sequences were submitted to the European
Nucleotide Archive (ENA) under project PRJEB32831.

4.3. Amplification and Cloning of the PAM Sequence from Centruroides noxius

Total RNA was extracted from the telson of a single female C. noxius using an SV Total RNA
Isolation System kit (Promega Corporation, Madison, WI, USA). cDNA was amplified with a First
Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) (Roche, Basel, Switzerland). Primers, Cen-Fw3 (5’-GAT
CTT GTA AAC GGC GTA TTT CCC TT-3’) and Cen-Rv4 (5’-CCG ATA TCC TCC CAA CCA TCC
TTT C-3’), were designed from the consensus of the PAM sequences from two scorpions of the genus
Centruroides (C. limpidus and C. orizaba). Amplification conditions were 3 min at 96 °C, followed by
30 cycles of 3 sec at 96 °C, 1 min at 56 °C and 2 min at 68 °C, plus a final step of 5 min at 68 °C.
A recombinant Pfu polymerase produced in-house was used. The PCR product was purified with the
QIAQuick Gel extraction Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany), ligated into an EcoRV-digested
pBluescript I KS(+) vector, and electroporated to electrocompetent DH5w Escherichia coli cells. Positive
clones were selected with the blue/white system by growing the cells in X-Gal/IPTG-complemented
LB/ampicillin medium. Plasmids were prepared by alkaline lysis and submitted to sequencing with
the primers T7-Like (5'-GCG TAA TAC GAC TCA CTA TA-3’), T3-Like (5’-CTC ACT AAA GGG AAC
AAA AGC-3'), Cen-Inl (5’-CTC GTT GCT TAG ATA TAG AGA-3’), Cen-In2 (5'-ACA TCA GTC AAC
CAA ACA-3’) and Cnox-In3 (5’-ATT GAT GCT GAT GAT GCC TA-3).

4.4. Multiple Alignments and Phylogeny Reconstruction of PAM, PHM, and PAL

Phylogenetic reconstruction of the PAM enzyme and its two catalytic domains phm-PAM and
pal-PAM (with the suffix -PAM’ used to differentiate them from those of the monofunctional enzymes),
and of the independent enzymes PHMm and PALm (with the suffix ‘m’, for ‘monofunctional’) was
performed using the maximum likelihood (ML) method with nucleotide sequences. Additional
sequences from phylogenetically related organisms (external groups) were obtained from NCBI or
assembled from transcriptome raw reads deposited at SRA-NCBI. All sequences were aligned with
MAFFT v7.407 [62]. The best substitution model (GTR+F+1+G4) and the ML analysis were evaluated
with IQ-TREE v1.6.9 [63,64], using the ultrafast bootstrap method (UFBoot2) [65] with 10,000 replicates.

4.5. Genomic Organization of Scorpion PAM, PHM, and PAL

Genome sequences of C. sculpturatus (NCBL:txid218467) corresponding to the amidating enzymes
were recovered from NCBI using BLASTn, with the nucleotide sequences for PAM, PHM, and PAL from
C. limpidus as queries. Identification of introns and exons was performed with the Splign utility [66].
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Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2072-6651/11/7/425/s1:
Figure S1: Schematic alignment of PAM sequences with >90% of the estimated sequence determined, Figure S2:
Schematic alignment of PAM1 and PAM2 isoforms from R. norvegicus and the completely sequenced scorpion PAM,
Figure S3: Schematic alignment of the PHMm sequences found in 22 analyzed scorpion transcriptomes, Figure S4:
Schematic alignment of the 20 PALm sequences found in 22 analyzed scorpion transcriptomes, Figure S5: Sequence
alignment of PHM domains, Figure S6: Sequence alignment of PAL domains, Table S1: Nomenclature of transcripts
in various scorpion species, Table S2: Sequence conservation between catalytic domains of the bifunctional and
monofunctional enzymes by species (% of identity), Table S3: External groups used for phylogenetic reconstruction
of the evolutionary history of the functional domains.
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