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LISTA DE ABREVIATURAS

BCS-SP Bunodosoma caissarum proveniente da costa de Sao Paulo

BCS-Aq Bunodosoma caissarum proveniente do Arquipélago Séo Pedro e Sao
Paulo

ShK Toxina bloqueadora de canais de potassio do tipo la, proveniente da
anémona Stichodactyla helianthus

ShKT Dominio conservado da toxina ShK presente em varios tipos diferentes de
proteinas em diversos filos

BgK Toxina bloqueadora de canais de potassio do tipo Ib, proveniente da
anémona Bunodosoma granulifera

CRISP Dominio proteico presente em varios organismos, como eucariotos
verterbrados e invertebrados. Significa Cysteine-rich Secretory Proteins

PCR Sigla em inglés para Reag&o em cadeia da Polimerase (Polymerase
Chain Reaction)

FPKM Sigla em inglés para Fragments Per Kilobase Of Exon Per Million

TMM Sigla em inglés para Trimmed Mean of M-values
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RESUMO

As anémonas do mar sdo organismos sésseis que empregam um aparato peconhento
(localizado preferencialmente em seus tentaculos) para produzir e inocular toxinas paralisantes
em suas presas ou para defender-se. Nosso grupo contribuiu recentemente na caracterizagao
do peptidoma de 3 espécies de anémonas do mar, mostrando que a diversidade molecular das
toxinas desses organismos é muito maior que o esperado. Do ponto de vista da informagéo
nucleotidica obtida das anémonas, poucas espécies foram investigadas em detalhe, revelando
gue no momento apenas uma pequena fracdo do arsenal toxico dos cnidarios foi investigado.
Adicionalmente, novas proteinas estruturais que ocorrem em anémonas apresentam uma
similaridade génica e estrutural impressionante com proteinas de organismos derivados,
tal como vertebrados. Neste sentido, pretendemos analisar e comparar o transcriptoma de
duas populacdes da anémona brasileira Bunodosoma caissarum, uma popula¢do da costa
de Sao Paulo e outra populagéo localizada no arquipélago isolado S&o Pedro e S&o Paulo.
Essa analise sera feita através do sequenciamento de RNA de nova geracgéo, pelo sistema
lllumina. Com esse sequenciamento e com andlises de bioinformética esperamos encontrar
informacdes referentes a novas toxinas nunca antes estudadas nessa espécie e também
analisar as diferengas no perfil de expresséo entre as duas populacgdes.




ABSTRACT

Sea anemones are sessile organisms that employ a venomous apparatus (preferably located in
their tentacles) to produce and inoculate paralyzing toxins in their prey or to defend themselves.
Our group recently contributed to the characterization of the peptidoma of 3 species of sea
anemones, showing that the molecular diversity of the toxins of these organisms is much higher
than expected. From the point of view of the nucleotide information obtained from anemones,
few species were investigated in detail, revealing that at the moment only a small fraction of
the toxic arsenal of the cnidarians was investigated. In addition, new structural proteins that
occur in anemones present structural and genetic similarity to proteins of derived organisms,
such as vertebrates. In this sense, we intend to analyze and compare the transcriptome of two
populations of the Brazilian anemone Bunodosoma caissarum, a population of the Sdo Paulo
coast and another population located in the isolated Sdo Pedro and S&o Paulo archipelago.
This analysis will be done through the sequencing of new generation RNA, by the lllumina
system. With this sequencing and with bioinformatics analyzes we hope to find information
regarding new toxins never before studied in this species and also to analyze the differences
in the expression profile between the two populations



INTRODUCAO

As anémonas-do-mar s&o animais sésseis do filo Cnidaria, o mesmo filo das aguas-
vivas, e sdo divididos em quatro classes, no qual as anémonas fazem parte da classe
Anthozoa, junto com os corais verdadeiros. Esses animais possuem uma simetria radial
e apresentam apenas duas camadas celulares: a ectoderme e gastroderme, com uma
matriz extracelular entre elas, chamada mesogleia. Sdo essencialmente predadores de
crustaceos e peixes (1,2).

Esse filo recebeu esse nome por causa de uma estrutura especifica que esses
animais possuem: o cnidécito. Essas células especializadas servem tanto para defesa
quanto para predagéo e conseguem inocular sua toxina, que contém uma ampla variedade
de componentes, através de uma estrutura chamada nematocisto (3), que lembra uma
espécie de arpdo que perfura o tecido do alvo ap6s ser estimulada fisicamente. Embora
existam aproximadamente 30 tipos de cnidécitos distintos os cnidarios contém apenas uma
pequena fracdo dessas diferentes células (2).

Desde a década de 70 que as anémonas comegaram a serem estudadas para se
entender o mecanismo de acao de suas toxinas. Nessa década tivemos alguns trabalhos
muito elucidativos sobre as caracteristicas das toxinas desses animais (4,5). Um desses
trabalhos foi o trabalho pioneiro de Beress, no qual conseguiram purificar trés p6lipeptideos
com atividade neuronal e cardiologica, da anémona Anemonia sulcata, onde foi investigado
a acdo e mecanismos das toxinas ATX-l, Il e Ill. (6).

O estudo aprofundado das toxinas das anémonas do mar tem se mostrado um
campo bem proveitoso para identificacdo de possiveis novos farmacos. Um exemplo é
a toxina ShK, da anémona caribenha Stichodactyla helianthus. Essa toxina é um potente
bloqueador de canais de potéassio dependente de voltagem, que atualmente foi usada como
modelo para o desenvolvimento de uma droga capaz de bloquear especificamente o canal
de potassio dependente de voltagem 1.3, presentes em linfocitos T, que sdo mediadores de
doencas autoimunes, como lipus (7,8).

Conforme as tecnologias vao evoluindo, mais ferramentas sdo utilizadas na
investigacdo em busca de novas toxinas, e uma dessas novas tecnologias mais promissoras
€ o sequenciamento de nova geragéo. No entanto, poucos trabalhos com anémonas do mar
foram publicados utilizando esses novos métodos. A técnica de sequenciamento de mRNA
que os sistemas de sequenciamento de nova geracao proporciona uma grande ferramenta
no trabalho de prospecg¢é@o de novas toxinas, pois € possivel analisar todo o material que
esta sendo expresso em proteinas no animal (9,10).

O objetivo do trabalho é utilizar-se da capacidade de sequenciamento do sistema
lllumina para analisarmos todo o transcriptoma de duas populagbes distintas da anémona
Bunodosoma caissarum, uma populagéo da costa de Sdo Paulo (denominada Bcs-SP) e

outra populacdo isolada no Arquipélago Sédo Pedro e Sdo Paulo (denominada Bcs-Aq),



no Oceano Atlantico. Com os dados do transcriptoma das populacdes de Bunodosoma
caissarum temos também como objetivo analisar esses dados em busca de possiveis

novas toxinas e também compararmos o perfil de transcriptoma das diferentes populacoes.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

O FILO CNIDARIA

O filo Cnidaria compreende o grupo de seres vivos que primeiramente apresentaram
tecidos diferenciados na evolugdo em nosso globo. Esses animais séo divididos em quatro
classes: Hydrozoa, Scyphozoa, Cubozoa e Anthozoa, esse ultimo o qual as anémonas
fazem parte, junto com os corais verdadeiros. Esses animais possuem uma simetria radial
e possuem apenas duas camadas celulares, a ectoderme e gastroderme, com um matriz

extracelular entre elas chamada mesogleia (1,2).

Esse filo compartilha uma estrutura especifica que todos esses animais possuem: o
cnidocitos. Essas células urticantes tem a funcéo de defesa, ajudar na competicéo espacial
interespécies e também de predar as presas que servem de alimento para os cnidarios
(1). Essas células especializadas conseguem inocular as toxinas através de uma estrutura
chamada nematocisto, que lembra uma espécie de arpao que perfura o tecido do alvo apés

ser estimulada fisicamente (2).

ESTUDOS DAS TOXINAS

Atualmente sdo conhecidas 255 toxinas de cnidarios, divididas em 19 diferentes
familias, nos quais encontramos, por exemplo, neurotoxinas que atuam em canais de sédio
e canais de potassio, com peso molecular por volta de 5 kDa. Também sao conhecidas
toxinas enzimaticas, com agdes conhecidas como formadoras de poros em corpos celulares
(conhecidas como citolisinas, com 18-20 kDA), fosfolipases e metalloproteases (1,2,11).

Os estudos das toxinas das anémonas sao relativamente recentes, com o primeiro
trabalho sobre toxinas de cnidarios sendo publicado em 1968, num estudo sobre purificacéo
da toxina da anémona Condylactis gigantea (12) sendo seguido em 1975 de outro trabalho,
de Beress, sobre a purificagdo de polipeptideos com atividade de neurotoxicas presentes

na peconha da anémona Anemonia sulcata (6).

Em seu trabalho de 1975, Laszlo Béress e colaboradores purificaram e isolaram
inicialmente 3 neurotoxinas peptidicas onde duas (com tamanho entre 45 e 50 aminoacidos),
homélogas entre si, tiveram demonstrado os seus efeitos na inativagdo de canais de s6dio
dependentes de voltagem. Em trabalho posterior Caterral e Béress demonstraram que um
desses peptideos purificados no trabalho de 1975 (Toxin 1) possui um sitio receptor similar
ao encontrado em toxinas inibidores de ionéforos de sddio nos axdnios neurais e musculos
dos escorpides Leiurus quinquestriatus e Buthus tamulus (13).

Atualmente ja se conhece varias outras toxinas de cnidarios, com o0s mais
diferentes alvos farmacologicos, sendo responséaveis pelo desenvolvimento de drogas,
tanto terapéuticas como também inseticidas. Em suas toxinas as anémonas possuem um

armamento para os mais diversos alvos: peptideos formadores de poros em membranas
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celulares, neurotoxinas bloqueadoras de canais de potassio e de sédio, inibidores de
proteases e fosfolipases. Esse trabalho apresentara uma revisdo sobre as familias de toxina
actinoporina e as neurotoxinas bloqueadoras de canal de potassio do tipo | (1,2,14,15),
sendo essas familias o foco de uma anélise mais profunda na sesséo de discusséao.

Actinoporinas: Toxinas citolisticas de anémonas do mar

Varias espécies de anémonas do mar apresentam toxinas citoliticas denominadas
Actinoporinas, que exibem uma ampla diversidade de atividades biolégicas, incluindo
hemolise de globulos vermelhos, agregacéo de plaquetas, efeitos citotdxicos e citostaticos
em fibroblastos, atividade cardiotropica, despolarizagdo de membranas e bloqueio de
canais de potassio (16). As actinoporinas sao toxinas protéicas que danificam membranas
celulares formando poros. Essas citolisinas em geral, sdo moléculas grandes se comparadas
com as neurotoxinas de anémonas e tem por volta de 20 kDa com uma estrutura
B-sandwich flanqueada por duas a-hélices (ver a estrutura tridimensional na Figura 01),
outra caracteristica distintiva em relagdo a maioria das neurotoxinas de anémona € que as
actinoporinas ndo contém pontes dissulfeto. Letalidade em mamiferos tem sido atribuida a
vasoespasmo grave dos vasos coronarios, arritmia cardiaca e efeitos inotropicos (17,18).

Essas toxinas formam uma familia bem caracterizada chamada de Actinoporin
family. Entretanto, toxinas similares foram encontradas no ducto de pe¢onha de caramujos
predadores do género Conus por analise transcriptdmica e proteémica (19,20), sendo
denominadas teroporinas ou conoporinas. Sequéncias similares também foram encontradas
nos gametofitos de briéfitas (21). Assim a familia das actinoporinas atualmente é composta
por 35 sequéncias que se subdividem em trés subfamilias conforme sejam originarias
de anémonas do mar (Actinoporinas subfamilia Actiniaria), ou de sequéncias similares
presentes nas peconhas de moluscos predadores do género Conus (Actinoporinas
subfamilia Conoidea), ou de plantas (Actinoporinas subfamilia Plantas).
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Figura 1-: Estrutura de uma Actinoporina. A figura mostra a estrutura tridimensional do monémero
da Delta-Actitoxin-Afria (UniProtKB - BOW5G6) (PDB - 4WDC) em verde o -sandwich, em roxo as
a-helices. Montagem da unidade biol6gica de simetria ciclica (C8) utilizou o modelo PDB - 4TSY. A

figura mostra as vistas anterior, posterior e lateral. A a-helice N-terminal atravessa a bicamada lipidica
sendo mais bem percebida na vista anterior e lateral. Modelagem feita com o software Chimera
(chimera-1.11.2) e editado pelo software Corel Drawn (versao X3)

A principal caracteristica destas toxinas € que a partir da interagéo inicial do
mondémero com a membrana celular, ocorre um processo de automontagem em quatro
estagios, até formar um poro hidrofilico seletivo para ions cati6nicos que culmina na
estimulacgéo cardiaca ou hemolise. O primeiro estagio é chamado de estagio hidrossoluvel
ou hidrofilico e corresponde a toxina em sua forma monomérica livre. O segundo estagio
envolve o reconhecimento especifico de esfingomielina da membrana pelo monémero da
toxina (mas ndo o colesterol, nem a fosfatidilcolina) através de vérios sitios de ligacéo
especificos, usando uma regido rica em residuos aromaticos e com colaboragdo de
lipidios fosfocolina adjacente ao local de ligagdo na membrana, que ocorre principalmente
através de interagdes hidrofébicas. O terceiro estagio envolve uma oligomerizagdo parcial
(dimerizacdo) acompanhada pela transferéncia da regido N-terminal da toxina para a
interface lipido-agua até finalmente a total oligomerizacdo resultando na imersdo das
a-helices N-terminais na membrana envolvendo 8 subunidades da toxina (Figura 01) com a
formacéo de um poro toroidal seletivo para cations (22—-25).

Interessantemente, as anémonas do mar ndo sofrem dano, pois suas membranas
celulares possuem um analogo fosfonoesfingolipideo no lugar de esfingomielina que é o
aceptor inicial de reconhecimento (26). Por sua atividade litica as actinoporinas séo toxinas
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letais para crustaceos, moluscos e pequenos peixes. Também devido a sua atividade
citolitica, as actinoporinas de anémonas tém potencial de aplicagdo farmacoldgica na
terapia de cancer, especialmente em associagdo com anticorpos especificos criando

imunotoxinas capazes de lisar seletivamente células tumorais (27,28).

De forma geral as actinoporinas da subfamilia das anémonas s@o expressas na
forma de um precursor, normalmente entre 212 aminoacidos de tamanho, composto por
um peptideo sinal de aproximadamente 19 aminoacidos, seguido por um pro-peptideo
de tamanho variavel (16 a 20 aminoé&cidos) rico em aminoéacidos acidos correspondendo
a sequéncia consenso de enderegcamento para o nematocisto (29) incluindo a diade
basica que indica o ponto de clivagem para a toxina madura com aproximadamente
179 aminoacidos. Os sitios de ligacdo com fosfocolina e com lipidios de membrana séo
identificados por ensaios de ligacao e mutagénese-sitio dirigida também sdo mostrados em
toxinas de referéncia no alinhamento da figura 03.

Toxinas bloqueadoras de canais de potassio depende de voltagem do tipo
| - SHKT

Canais de potassio sdo uma parte muito importante para a vida, pois regulam o
potencial de membrana celular dos seres vivos, portanto toxinas que atuam sobre esses
canais sé@o de grande interesse para a ciéncia. A primeira toxina bloqueadora de canais de
potassio encontrada em anémonas do mar foi a ShKT, da Stichodactyla helianthus [P29187]
(30), formando uma nova familia de toxinas bloqueadoras de canais de potassio do tipo |
(sea anemone type 1 potassium channel toxin family). Essa toxina causou interesse pois
blogueava o canal Kv1.3, que estdo envolvidos na proliferagcdo de Linfécitos-T, tornando
esse peptideo um potencial imunossupressor (31,32). Também foi isolada da anémona
Bunodosoma granulifera uma toxina similar a ShKT, que recebeu o nome BgK (P29186)
(33). As toxinas similares a ShKT receberam a classificagdo de toxinas bloqueadoras de
canal de potassio do tipo 1a, enquanto as similares a BgK receberam a classificagéo tipo
1b.
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Figura 2: Estrutura tridimensional das toxinas ShK e BgK. Em verde é mostrado a estrutura
tridimensional da ShK (PBD: 4LFS) e em rosa a estrutura da BgK (PDB: 1BGK). Em amarelo se indica
a representacéo das pontes dissulfeto por sua ligagéo pelos carbonos- e numeradas segundo a
posicdo em cada sequéncia. N indica N-terminal e C indica o C-terminal.

A estrutura da ShK mostra 2 a-hélices curtas compreendendo os residuos 14-
19 e 21-24 conectada por alga (loops). A a-hélice N-terminal se estende por 8 residuos
interrompida por um volta (turn de inglés) formando 3, -helice (33,34). J&4 a BgK mostra 2
a-hélices compreendendo as posi¢cdes de 9-16 e de 24-31 (35) também conectadas por
loops. Comparado a BgK com ShK a primeira a-hélice ndo esté interrompida. A diferenca
na cadeia de aminoacidos entre a ShK e a BgK esta na inser¢do de 4 aminoacidos na BgK,
entre os aminoacidos das posicdes 16 € 19, e também a remocéo de um aminoacido da
BgK na posicdo 30, em relagdo a ShK. As duas toxinas compartilham uma identidade de
33% e possuem todas cisteinas conservadas. Seu alinhamento esta apresentado na figura
abaixo.

Figura 3: Alinhamento da sequéncia das toxinas ShK e BgK. Os cddigos correspondem as
seguintes toxinas: K1A_STIHL - Kappa-stichotoxin-She3a (ShK); K1B_BUNGR - Kappa-actitoxin-Bgria
(BgK). Coloragéo estéa indicada segundo a matriz BLOSUM62.

Nao ha folhas-B pregueadas antiparalelas nestas toxinas o que contrasta com
as toxinas bloqueadoras de canais de potassio de escorpido que sdao CSaf (cysteine
stabilized a/B) (36). Exceto pela interrupcdo da a-hélice N-terminal, ShK e BgK adotam
uma conformagdo muito similar, em que o N-terminal & mantido proximo ao C-terminal
pela primeira ponte dissulfeto (ShK 3-35 e BgK 2-37) enquanto que a terceira ponte
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dissulfeto (ShK 17-32, BgK 20-34) aproxima os dois loops que interconectam os trechos
a-hélice, puxando-se em dire¢cdo ao centro molecular conferindo uma forma globular as
toxinas. Existem em anémonas do mar outras toxinas bloqueadoras de canais de potassio
dependentes de voltagem (k-neurotoxinas) importantes denominadas k-neurotoxinas tipo |l
((1)), que apresentam um dominio Kunitz-type (p.ex. APEKTx1 [P86862] ou a-dendrotoxin
[P00980]). Existem também k-neurotoxinas (BDS) tipo 3 de anémonas do mar (37) que
apresentam um dominio B-defensina simile totalmente diferente formado exclusivamente
por folhas-B pregueadas estabilizadas por 3 pontes dissulfeto. E por fim também existem
as k-neurotoxinas de escorpiao CSaf (p.ex. charybdotoxin) que também tem 3 pontes
dissulfeto (38), ndo é possivel alinhar a sequéncia da ShK e da BgK com essas toxinas,

pois a estrutura tridimensional € muito diferente entre estes dominios.

Atualmente existe uma superfamilia de proteinas cuja principal caracteristica é a
presenca do dominio ShKT, em decorréncia da sua alta similaridade com as toxinas ShK
e BgK. Existem hoje descritas 21 toxinas de anémonas com dominio ShKT. Ndo existem
outras neurotoxinas com esse dominio em outros grupos animais exceto as toxinas do
grupo CRISPs (Cysteine-rich secretory proteins) (39), que sao formadas por dois dominios
ou um dominio SCP seguido pelo ShKT. Além disso ao dominio ShKT esta presente em
mais de 776 proteinas (35) listadas no UNIPROT incluindo n&o toxinas distribuidas entre
diversas familias (40) incluindo proteinas de adesdo do tipo Cadherin-like, proteases e
outras enzimas (p.ex Astacin-like metalllopeptidase M12A) ou modulando fluxos de célcio
via receptor de ryanodina (RyR) (40). Nao se conhece o papel fisiologico do dominio ShKT

ou se hd uma possivel relagdo com a regulagcéo de canais de potéssio na célula.

E caracteristica dessa familia de k-neurotoxinas tipo | (Shk/Bgk) a presenca de
um par de aminoacidos geralmente aromatico ou hidrofébioco/basico denominada diade
funcional que nas k-neurotoixinas tipo | de anémonas é formada pelos aminoacidos
Lisina-Tirosina (KY), sendo essa diade responsavel pela acdo bloqueadora de canal de
potassio dessas toxinas (35,41), embora atualmente seja conhecida a importancia de
outros aminoacidos da cadeia madura para a fungdo bloqueadora ndo apenas do canal
Kv1.3, mas também de outros canais.(1,42,43). Esse bloqueio funciona com a diade KY
ocluindo a passagem de ions pelo poro do canal de potassio. A diade funcional esta melhor
representada na figura abaixo.
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Figura 4: Diade funcional de toxinas bloqueadoras de canais de potassio dependentes de
voltagem. A figura mostra o par de aminoacidos importantes para a oclusdo do poro do canal presente
em toxinas dominios com dominios estruturais diferentes. A figura mostra acima o nome da toxina e em

baixo o dominio estrutural correspondente: ShK: Kappa-stichotoxin-She3a de Stichodactyla helianthus
(P29187) dominio ShKT. aDTX: alfa-dendrotoxina de Dendroaspis angusticeps (P00980) dominio
Kunitz. ChTX: Charybdotoxin de Leiurus quinquestriatus hebraeus (P13487) scorpion short toxin CSa/p.
As cisteinas participantes de pontes dissulfeto estdo numeradas segundo a posi¢ao e as pontes sdo
mostradas em verde. A estrutura secundaria da proteina esta indicada em vermelho, as alfa-hélices e
em amarelo as folhas-beta pragueadas. O N-terminal (N) e o C-terminal (C) de cada cadeia também
sdo indicadas. A diade funcional € mostrada pelo par de residuos evidenciados em cada molécula
numerados segundo sua posi¢ao na cadeia.

O sitio de ligacéo para a familia de canais de potassio dependente de voltagem
(Kv1.x) da BgK de B. granulifera esta bem estabelecido e diversos aminoacidos além da
diade funcional contribuem para a constante de dissociacdo e para a seletividade: Kv1.1
(Kd=6 nM), Kv1.2 (Kd=15 nM), Kv1.3 (Kd=10 nM) (44,45). Além da diade funcional alguns
aminoacidos descriminam entre os canais Kv1.1, Kv.1.2 e Kv1.3 sendo que o nucleo de
ligacéo essencial para o bloqueio do canal é composto pelos aminoacidos S23; K25, Y26

que, portanto, inclui a diade funcional, como se pode ver na figura abaixo:
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Figura 5: Sitio de ligacao ao canal de potassio familia Kv1.x da BgK. A figura mostra os
aminoéacidos da toxina que contribuem para a ligagéo e seletividade pelo canal de potéassio. Os
aminodcidos importantes para o bloqueio, incluindo a diade funcional e compartilhados pelos canais
Kv1.3, Kv1.2 e Kv1.1 sdo mostrados em vermelho (S23; K25; Y26). Aminoacidos que contribuem
exclusivamente para a ligagdo ao Kv1.3 sdo mostrados em rosa (K07; L17; T22; R27). Residuos
compartilhados entre o Kv1.3 e Kv1.1 sdo mostrados em roxo (N19, Q24). Residuos importantes para
a ligagao aos canis Kv1.3 e Kv1.2 sdo mostrados em laranja (FO6 e H13) e por fim o aminoacido R12
mostrado em amarelo s6 é importante para ligagado ao Kv1.2. As pontes dissulfeto estdo mostradas em
verde.

Os residuos mais importantes da BgK para o Dbloqueio do
canal Kv1.3 ordenados de acordo com a poténcia de bloqueio sao:
K25(IC,>300)>F06(IC,=167)>Y26(IC, =100)>S23(IC, =30)>H13(IC, =20) segundo
determinado por Dauplais (35).

A ShK também usa um nulcleo de residuos similares a BgK mas alguns séo
especificos lembrando que as duas moléculas tem marcantes diferengas estruturais devido
a insercao de residuos extras na BgK ap6s a posi¢do 10. Os residuos mais importantes
para o bloqueio de Kv1.3 sdo K07, L17, T22, R27 sdo importantes para ligacdo a Kv1.3

(8,32) como mostrado na imagem abaixo:
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Figura 6: Sitio de ligacao da ShK ao canal Kv1.3. Sdo mostrados os aminoacidos importantes
para o bloqueio do canal 107, R11, S20, F27 em laranja e a diade funcional K22, Y23 é mostrada em
vermelho. As pontes dissulfeto sdo mostradas em verde.

Para o nosso trabalho demos énfase apenas aos contigs que apresentaram um
dominio ShK unico, tal como ocorre nas k-neurotoxinas do tipo I. Entretanto, este dominio
é encontrado em diversas proteinas no reino animal, inclusive algumas toxinas, como é
o caso das CRISPs, que constituem de um dominio CAP e outro dominio ShK. Casos de
toxinas que apresentam outros dominios junto com a ShK serdo discutidos em capitulos
especificos (46)..
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MATERIAL E METODOS

ORIGEM DAS AMOSTRAS

Os exemplares foram coletados em diferentes locais e datas. Os espécimes da
Bunodosoma caissarum da costa de Sdo Paulo foram coletados na latitude -23.72622967
e longitude -45.41930974 em abril de 2014e os exemplares da Bunodosoma caissarum de
origem do Arquipélago Sdo Pedro e S&o Paulo foram coletadas na latitude 0.9168648 e
longitude -29.3452703, no Oceano Atlantico, em agosto de 2007.

PREPARO DO TECIDO

O material utilizado para os experimentos foi o tecido dos tentaculos das anémonas
das duas populagdes, devido a sua maior concentracdo de nematocistos. Foi extraido
cerca de 200mg de tecido, o qual foi embebido de RNA Later (Ambion, EUA) e armazenado
em 4°C por 24 horas. Ap0s esse periodo foi dispensado o RNA Later e o material congelado
em -20°C e depois de 24 horas em -80°C, de modo a se escalonar gradativamente a
temperatura e tornar mais efetiva a preservacéo do tecido e evitar a formacéo de cristais
intracelularmente, o que pode causar extravasamento de contelido citoplasmatico e perda

de acidos nucléicos, como sugerido no manual do fabricante.

EXTRACAO DE RNA TOTAL

ApO6s o preparo inicial das amostras iniciamos o processo de extragcdo de RNA dos
tecidos através do protocolo que utiliza o TRIzol (Invitrogen, EUA) como reagente, seguindo
o protocolo padrao do fabricante. Foram utilizados 3 mL do reagente para os 200mg de
tecido, que foi homogeneizado totalmente em um aparelho Polytron Homogenizer PT 3100,
utilizando por volta de 10.000 rotagdes por minuto, por 1 minuto. Por fim o total extraido foi
eluido em 50 pL de agua e mensurado através de absorbancia de 260nm e 280nm, em um
microespectrofotdmetro modelo Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, EUA).

CONSTRUGAO DAS BIBLIOTECAS DE cDNA

Purificacdo do mRNA

Para a extracdo de mRNA foi usado o kit Dynabeads (Life Technologies,
EUA), usando o seu protocolo padréo para extragdo de mRNA a partir de RNA total. O
protocolo consiste em adicionar esferas magnéticas (beads) que possuem cauda poli-T
covalentemente ligadas, no qual o mRNA se ligara por complementaridade através do poli-A
e seré separado do meio por agcdo magnética. ApOs esse processo as esferas sédo lavadas
duas vezes com o tampao de lavagem proprio do kit, sendo repetido o processo de atragédo
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magnética das esferas em cada vez. Ao final é adicionado H20 Molecular Grade (Sigma)
ao meio e em seguida aquecido a 65°C para a desnaturagdo do mRNA das sondas poli-T,
0 que possibilita que o0 mRNA seja recuperado junto com o sobrenadante e adicionado a
outro tubo livre de RNAses.

Preparo do mRNA

O mRNA resultante foi mensurado através do método de absorbancia de 260nm
e 280nm e também por eletroforese automatizada e por eletroferograma pelo sistema
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, EUA). As amostras foram armazenadas em -80°C
para uso posterior. O material a ser utilizado foi processado seguindo-se o protocolo
recomendado pela lllumina (EUA), através do kit TruSeq RNA Sample Preparation (lllumina,
EUA). Para o preparo das amostras foi efetuada uma segunda purificacdo de mRNA das
mesmas. O produto final contendo apenas o mRNA teve incorporado uma mistura de
reagentes da fabricante que tem como funcao eluir, fragmentar e incorporar nos fragmentos
de mRNA iniciadores aleatérios (random primers).

Construcao da biblioteca de cDNA

Em seguida as amostras passaram pelo processo de sintese da primeira fita de
cDNA pelo método de transcrigcdo reversa, na qual os iniciadores amplificam a primeira
fita de cDNA. A seguir realizamos o processo de sintese da segunda fita do cDNA, o que
elimina o mMRNA molde da sintese da primeira fita do cDNA das amostras. O procedimento
seguinte consiste em reparar as extremidades ndo coesivas que o cDNA apresenta. Isso
permite a equalizagdo do comprimento nas duas fitas do cDNA para logo a seguir ter
incorporado no final 3’ destas um nucleotideo “A”, que tem como funcao prevenir que esses
fragmentos de cDNA se liguem a outros durante a reagéo de ligagdo dos adaptadores, cujo
objetivo é incorporar sequéncias de nucleotideos pré-definidas no final dos fragmentos
gerados. Esses adaptadores tém como objetivo criar identificadores para cada amostra,
pois os cDNAs independentes de cada uma terdo o seu adaptador definido, possibilitando
que o sequenciamento seja realizado por multiplexacéo (multiplexing), aplicando diferentes
amostras simultaneamente ao aparelho.

Por fim os fragmentos de cDNA contendo os adaptadores sdo amplificados através
da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) contendo iniciadores que sé@o especificos aos
adaptadores, possibilitando um enriqguecimento da quantidade total dos fragmentos. A
qualidade das bibliotecas foi aferida pelo sistema de eletroforese capilar em Bioanalyzer
(Agilent Technologies, EUA) e quantificacdo em PCR em tempo real (Kapa Sybr Library
Quantification kit, KapaBiosystems).
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SEQUENCIAMENTO

ApOs a preparacgdo das bibliotecas, os cDNAs s&o adicionados a célula de fluxo do
aparelho (flow cell), onde ocorrera o processo chamado agrupamento (clusterization), no
qual cada fragmento é isotermicamente amplificado. Apds a geragéo de grupos de cDNAs
(cluster generation) ocorrera o sequenciamento das amostras, na mesma célula de fluxo. Tal
célula é uma placa que tem incorporado em toda a sua extensao dois tipos de adaptadores
de nucleotideos complementares aos adaptadores incluidos os fragmentos de cDNA. Os
adaptadores incorporados aos fragmentos de cDNA séo ligados por complementaridade
a outros adaptadores que ja se encontram na célula de fluxo. Quando as amostras séo
injetadas no sistema os fragmentos passam por um processo de desnaturagao, separando
suas duas fitas, o que possibilita que um dos adaptadores das cadeias possa se ligar aos
adaptadores complementares da célula de fluxo, permitindo que através de uma reagéo em
cadeia da polimerase possa criar uma fita complementar a fita original, incorporada a célula
de fluxo. Terminando o processo de polimerizagéo o fragmento passa por uma desnaturagéo
e o molde original da fita é lavado e excluido do processo. Em seguida a fita ligada tem
0 seu outro adaptador, na sua outra extremidade, também ligado por complementaridade
a outro adaptador na célula de fluxo, formando assim um tipo de ponte com o fragmento
de cDNA, que passam por outro processo de amplificacdo por polimerizagdo seguida de
outra desnaturagdo, criando uma série de aglomerados de fragmentos semelhantes a si
mesmos. A este processo de amplificacdo é dado o nome de amplificagdo em ponte (bridge
amplification).

O nosso sequenciamento utilizou-se do método de “paired-end”, o qual tem como
objetivo sequenciar os dois sentidos da dupla fita do cDNA das amostras, para maior
abrangéncia e segurancga. O aparelho utilizado para o sequenciamento foi o HiSeq 1500
(Mumina, EUA) e a corrida foi realizada em 300 ciclos de 150 para cada fita, levando cerca
de 72 horas para a sua finalizagéo.

Brevemente, apés o agrupamento dos fragmentos comeca o sequenciamento
propriamente dito, que ocorre através da sintese da cadeia de DNA complementar a cadeia
molde acoplada na célula de fluxo. O processo ocorre por insercdo das quatro bases
nucleotidicas (adenina, guanina, citosina e timina), sendo que cada uma delas é identificada
por um marcador fluorescente que sera excitado através de um laser. Com a fluorescéncia
gerada o sistema consegue identificar qual base foi incorporada simultaneamente em cada
um dos cDNAs gerados e agrupados na célula de fluxo, durante o sequenciamento.
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PROCESSAMENTOS DO SEQUENCIAMENTO, MONTAGEM DAS LEITURAS E
ANALISES COMPUTACIONAIS

Processamento

Finalizado o sequenciamento os dados brutos foram processados através de uma
série de programas, cujo objetivo foi filtrar os dados brutos para que a montagem dos
transcritos fosse executada apenas com reads de alta qualidade. Dando inicio as analises
de bioinformatica, os arquivos fastq foram gerados para cada amostra utilizado o software
CASAVA (versao 1.8.2), contendo apenas sequéncias aprovadas no controle de qualidade
de bases especifico de indice Q maior que 30. Posteriormente foi utilizado um pipeline para
analise das sequéncias, e pré-processamento dos dados brutos, com filtro das sequéncias
por qualidade, tamanho da leitura, sequéncias com regides de homopolimeros, e de baixa
complexidade, caudas poli A/T/N e adaptadores, e pontas de baixa qualidade, com os
softwares fastq-mcf, verséo 1.04.662 e bowtie2, versdo 2.2.5 (47). Os critérios empregados
para a filtragem foram: regibes de homopolimeros e baixa complexidade acima de 90%
da sequéncia foram eliminadas, e mantidas regides com média de qualidade acima de 25,
eliminando aquelas de baixa qualidade, e apds a remoc¢éo das pontas de baixa qualidade,
tamanho minimo das sequéncias de 40 pares de bases.

Montagem das leituras

Apés o pré-processamento e aplicagdo de filtros para obtencdo de sequéncias de
alta qualidade, iniciou-se a montagem feita através do pacote de programas chamado
Trinity (versdo: r20140413p1, de 13/04/2014). O Trinity &€ a ferramenta padrdo para
montagem De novo de sequéncias de transcriptomas que ndo tenham genoma de
referéncia. Brevemente, o Trinity utiliza-se de uma combinacédo de trés algoritmos para
a sua funcgédo: Inchworm, Chrysalis e Butterfly. No primeiro passo, o Inchworm monta as
leituras em sequencias Unicas dos transcritos, usando um “algoritmo guloso” para tal. Esse
algoritmo utiliza o algoritmo guloso, baseado no k-mer para uma montagem mais rapida e
eficiente, utilizando apenas um unico (melhor) representante, representando um conjunto
de variantes, ou seja, o programa segue montando os transcritos seguindo as leituras que
melhor se enquadram para a construgdo daquele transcrito dentro do k-mer estabelecido.
Em seguida, o Chrysalis, a partir dos dados gerados no Inchworm, cria uma série de
aglomerados de transcritos semelhantes entre si, para entéo utilizar o algoritmo de grafos
de Bruijn para cada aglomerado, cada um refletindo a complexidade das repetices entre
as variagbes das sequencias consenso. Por fim o Butterfly analisa os caminhos percorridos
pelas leituras e o seu pareamento no contexto dos consensos para determinar quais
sequencias sao plausiveis. Através desse programa os dados obtidos foram agrupados em
milhares de sequencias que se sobrepde, formando sequencias contiguas.

Nessa etapa foi definido que usariamos os resultados do sequenciamento das
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duas espécies de Bunodosoma caissarum como uma Unica espécie, pois €& esperado que
boa parte dos seus genes sejam compartilhados entre elas, sendo apenas alguns transcritos
especificos, portanto o Trinity acaba por considerar transcritos com alta homologia entre as
espécies como um Unico transcrito (contig). Nao foi utilizado nenhum genoma de referéncia

para a montagem.

Analises computacionais

Esses contigs foram analisados e anotados através de softwares do pacote
Blastall, softwares esses que foram usados para fazer uma localizacdo de sequencias
que compartilham alguma similaridade entre o banco de dados escolhido e os contigs
sequenciados. Como procedimento padrédo fizemos uma busca local contra o banco de
dados geral do NCBI (NR) e do Projeto de Anotacéo de Toxinas Animais, do Uniprot (http://
www.uniprot.org/program/Toxins). Para essas buscas utilizamos o critério de corte com
“e-value” no valor de 1e-06, que estringe os resultados para sequencias mais similares as
encontradas nos bancos de dados. O “e-value” é um parametro que descreve a chance de
encontrarmos aleatoriamente resultados de uma busca de uma determinada sequéncia
dentro de um banco de dados, ou seja, quanto menor o resultado desse valor menor a
chance de ter ocorrido por coincidéncia.

Resumidamente, as etapas da analise de expressao envolveram o mapeamento dos
reads nas referéncias com bowtie2 (47), em seguida, a estimativa do nivel de abundéncia
foi feita a partir das contagens de leituras por transcrito, normalizando-se em funcéo de
seus tamanhos, gerando um indice de expressdo FPKM (Fragments Per Kilobase of exo
nmodel per Million mapped reads) com o programa RSEM (RNA-Seq by Expectation
Maximization) que néo requer um genoma de referéncia (Li e Dewey, 2011). A normaliza¢ao
do nivel de expressao entre as amostras foi feita com o metodo TMM (Trimmed Mean of
M-values) (48) e a analise de expressao diferencial par a par entre todas as amostras foi
feita com o software edgeR (49). Para estudar os padrdes de expressdo dos transcritos
entre as amostras, foram utilizados os transcritos diferencialmente expressos normalizados
obtidos com edgeR, que apresentaram diferenca de intensidade de expresséo entre cada
par de amostras de pelo menos 4x mais, com significancia estatistica corrigida para falsa
descoberta de p=0.001.

A fim de minerarmos a maior quantidade possivel de informag¢des sobre as
sequencias por nos obtidas efetuamos um “BLAST” contra todas as toxinas conhecidas
de anémonas do mar, usando os mesmos parametros utilizado no “BLAST” contra o banco
NR do NCBI e o Uniprot. Para tal criamos um banco de dados contendo todas as toxinas
anotadas do filo cnidaria presentes no Uniprot para a execugao do algoritmo.

O ultimo BLAST que fizemos foi contra familias individuais de toxinas, familias essas

selecionadas conforme a sua importéncia segundo nosso conhecimento atual em toxinas
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de cnidarios e outros animais, para com isso maximizar a eficiéncia da nossa mineragéo de
dados contra nosso sequenciamento.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

EXTRACAO DE RNA

A seguir apresentamos a tabela com os resultados da extracdo de RNA total
correspondentes aos 200mg de tecido dos tentaculos das anémonas. O RNA total obtido
foi diluido em 50ul de agua livre de RNAses.

Populacao Concentragdo de RNA (ng/ul)  |Abs260/280
Bes-SP 1623 2,03
Bes-Aq 1560 1,95

Tabela 1: Resultados da absorbancia do RNA total em comprimentos de ondas de 260 e 280nm.

A Coluna Concentracédo de RNA mostra os valores obtidos na extragcdo em valores
de ng por ul. Abs 260/280 indica o célculo efetuado para estimar a possivel contaminagéo
por proteinas no RNA total extraido do tecido das anémonas através da absorbancia de luz
no comprimento de onda de 260nm e 280nm.

Nossa extracdo de RNA total conseguiu um total de 1,6 pg/ul para a populagdo
Bcs-SP e 1,5 pg/ul para a populagéo Bes-Aqg, consideramos valores ideais para a seguinte
purificacdo do mRNA do RNA total. Os valores de 2,03 para Bcs-SP e 1,95 para Bes-Aq nos
valores de absorbancia 260/280 indica que conseguimos extrair RNA puro das anémonas,
sem contaminacg&o de DNA ou proteinas.

PURIFICAGAO DO MRNA

Abaixo segue a tabela com os resultados da purificagdo de mRNA, mensurados pelo
método de absorbancia em comprimentos de ondas de 260 e 280nm:

Espécie Concentracdo de mRNA (ng/ul) |Volume final (ul) |Quantidade final (ng)
Bces-SP 40,7 50 2035
Bces-Aq 36,4 50 1820

Tabela 2: Resultados da purificacdo do mRNA, mensurados por absorbancia de ondas 260nm e 280nm

A Coluna Concentracédo de RNA mostra os valores obtidos na extragcdo em valores
de ng por ul. Volume final representa o volume em que o material foi diluido. Quantidade
final € o quanto de material purificado foi conseguido, em ng.

Também utilizamos da eletroforese automatizada, feita pelo aparelho Bioanalyser
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(Agilent Technologies, EUA), para validagéo dos resultados da nossa purificacdo de mRNA
das amostras. Para tal foi utilizado o “chip” proprio do sistema para RNA. Através desse
procedimento pudermos verificar a distribuicao dos fragmentos de mRNA conforme a sua

faixa de peso molecular. A imagem abaixo é o resultado da eletroforese automatizada do

RNA mensageiro.

Figura 7: Imagem do resultado da eletroforese automatizada do RNA mensageiro das 2 amostras
das populacoes de Bunodosoma caissarum. O marcador (ladder) para o “chip” especifico do
aparelho para RNA contém fragmentos de tamanho de 500, 1000, 2000 e 4000 pares de bases. A linha
verde representa a normalizagéo do sistema para o Ladder, Bcs-SP e Bes-Aq em fragmentos de 25
bases.
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Na figura 7 podemos observar que na amostra da populagao do litoral de Sdo Paulo
obtivemos maior concentragdo de fragmentos entre 1500 e 2100 de bases de mRNA,
enquanto que na populacdo do arquipélago obtivemos maior concentragédo de fragmentos
por volta de 1400 e 1800 bases de mMRNA. Valores levemente menores para a Bcs-Aq mas
ainda assim os resultados sdo consistentes entre as populagoes.

Para melhor visualizagdo da distribuicdo dos fragmentos no mRNA obtido das
populagcdes e sua qualidade fizemos um eletroferograma do material, cujo resultado se
encontra abaixo.

Figura 8: Eletroferograma das amostras de mRNA. FU, em vermelho é uma sigla para Fluorescent
Units, unidades de fluorescéncia utilizadas pelo sistema. As linhas em magenta simbolizam a area
delimitada pela quantidade de contaminagéo de rRNA na amostra de mRNA. A numeragéo no eixo

inferior representa o nimero de bases nucleotidicas dos fragmentos. Os detalhes em magenta

das imagens representam linhas, nas quais as areas delimitadas pelas mesmas correspondem

a contaminagao de RNA ribossomal ainda presente nas amostras. O nimero 1 indica o gréafico
correspondente a populagéo Bcs-SP e o numero 2 corresponde a populagéo Bcs-Ag.
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Na figura apresentada do eletroferograma observamos uma area magenta maior na
Bcs-Aq, enquanto que na amostra Bes-SP o tamanho dessa area magenta foi praticamente
inexistente. Isso demonstra que a amostra que representa maior nivel de contaminacéo

com o rRNA foi Bcs-Aq.

SINTESE DO CDNA E VALIDAGAO DAS BIBLIOTECAS

O passo seguinte do trabalho foi fazer uma nova purificagdo do mRNA das
amostras, seguindo o protocolo da lllumina, e a construcdo da biblioteca de cDNA para o
sequenciamento. Apés a construgéo da biblioteca foi feito uma nova validagao pelo sistema
de eletroforese automatizada (Figura 9) e eletroferograma (Figuras 10), com a diferenca
que para esse procedimento utilizamos o “chip” para DNA do aparelho Bioanalyser (Agilent
Technologies, EUA).
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Figura 9: Imagem do resultado da eletroforese automatizada da biblioteca de cDNA das 2
amostras das populacoes de Bunodosoma caissarum. O marcador (ladder) para o “chip” especifico
do aparelho para DNA contém fragmentos de tamanhos entre 50, 7000 ses. A numeragao verde na
base representa fragmentos de 35 pares de bases incorporado as amostras, para fins de normalizagdo
dos fragmentos, assim como a numeracao roxa representa fragmentos de 10380 pares de bases
incorporado as amostras, para fins de normalizacao.

Na figura 9 podemos observar que os picos de fragmentos nas duas amostras
ficaram semelhantes entre si, com a maior concentragéo de fragmentos variando na faixa
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entre 400 e 500 pares de bases, demonstrando a eficiéncia na construgédo da biblioteca de
cDNA para o sequenciamento. Também é possivel constatar uma maior concentracéo de
fragmentos menores na Bcs-Aq do que em comparacao a Bes-SP, o que néo inviabiliza o
sequenciamento das amostras.

Figura 10: Eletroferograma das bibliotecas de cDNA das amostras. FU ¢ sigla para Fluorescent
Units e bp para pares de bases. Os nimeros acima das curvas mostram os tamanhos em pares
de bases dos fragmentos de cDNA. O pico verde na base representa fragmentos de 35 pares de

bases incorporado as amostras, para fins de normalizagéo dos fragmentos, assim como o ultimo pico

representa fragmentos de 10380 pares de bases incorporado as amostras, para fins de normalizacéo.

No eletroferograma confirmamos o que observado na eletroforese automatizada
apresentado na figura n, com a maior parte dos fragmentos de cDNA presentes na faixa
de 400 e 500 pares de bases nas duas populagdes de BCS-Sp e entre 300 e 400 pares de
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bases na populagédo Bcs-Ag.

SEQUENCIAMENTO

Ap6s a construcdo das bibliotecas o material foi sequenciado no aparelho Illlumina

Hi-Seq 1500, processo que demorou 72 horas. Com o sequenciamento finalizado os dados

brutos gerados foram convertidos na forma de arquivos com a extenséo “fastq”. Tal tipo

de extenséo fastq é um formato de conversdo de dados gerados pelos sequenciamentos

efetuados pelo sistema lllumina™ e que € lido pela maioria dos algoritmos de analise e

processamento de dados gerados por plataformas de sequenciamento de nova geragao.

Na tabela 3 apresentamos os resultados iniciais do sequenciamento, com o valor total de

leituras obtidas em cada amostra e os valores dos dados que foram filtrados pelo pré-

processamento dos mesmos:

Bcs-SP Resultados %
Leituras totais 120,537,468 100
Total das leituras boas 117,224,693 97.25
Total das leituras filtradas 3,312,775 2.75
Leitura muito curta 2,816,563 2.34
+ Filtrada na qualidade 451,625 0.37
Filtrada no homopolimero 42,545 0.04
Filtrada na baixa complexidade 2,042 0.00
Leituras aparadas 14,143,715 11.73
Becs-Aq
Leituras totais 44,790,462 100
Total das leituras boas 43,914,424 98.04
Total das leituras filtradas 876,038 1.96
+ Leitura muito curta 732,191 1.63
Filtrada na qualidade 119,315 0.27
Filtrada no homopolimero 23,181 0.05
+ Filtrada na baixa complexidade 1,351 0.00
Leituras aparadas 4,326,737 9.66

Tabela 3: Resultados iniciais do sequenciamento das amostras

O total das leituras foi o total de leitura que foram obtidas no sequenciamento das

populagcdes de Bunodosoma caissarum. Desse total foram excluidas as leituras que néo

cumpriram o minimo esperado de qualidade. Leituras muito curtas: leituras filtradas devido

ao seu tamanho reduzido. Filtrada na qualidade: leituras que tiveram baixa qualidade no
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sinal durante o sequenciamento. Filtrada no homopolimero: leituras que foram filtradas
por causa da presenca predominante de homopolimero na sua sequéncia. Filtrada na
baixa complexidade: leituras filiradas devido a baixa complexidade das suas bases
nucletidicas, como predominéncia de repeticdes ao longo de toda leitura. As leituras
aparadas foram aquelas que tiveram diferencas no tamanho das leituras forward e reverse
no sequenciamento, sendo assim necessaria o procedimento de aparar as pontas para que
tenham leituras compativeis no tamanho.

Conforme visto na tabela anterior conseguimos uma grande quantidade de leituras
boas em relagcdo ao numero de leituras totais, onde tivemos um aproveitamento de mais de
97% em cada amostra. Porém é importante destacar que embora as amostras tenham sido
preparadas de formas idénticas em todo o protocolo os nUmeros dos resultados de leituras
totais nas duas populagdes possuem grande diferencga, por volta de 3 vezes mais leituras
para a Bcs-SP do que em comparacgéo a Bes-Aq, mas a qualidade das leituras aproveitadas
foi muito similar, por volta de 98%. Isso pode ocorrer devido a qualidade do mRNA que foi
purificado das amostras, p.ex. a amostra de RNA de Bcs-Aq apresenta maior contetdo de
rRNA. O RNA é muito susceptivel a degradagdes pela sua propria caracteristica de fita
simples mesmo estando embebido em solugdo preservante de RNAlater (Ambion, EUA).
Ademais, a amostra Bcs-Aq foi obtida a partir de tecidos que estavam preservados desde
2007, sendo suscetivel a degradagao ao longo do tempo.

Apbs essa filtragem inicial das leituras obtidas no sequenciamento os dados foram
processados no software Trinity, cujos detalhes do seu funcionamento se encontram no
Material e Métodos (item 3.6.2). Os resultados dessa montagem se encontra na tabela 4

a segquir.
Leituras Transcritos Genes Tamanho médio Ribossomal
161.139.117 199.517 124.790 950,22 13

Tabela 4: Estatistica preliminar da montagem das leituras do sequenciamento pelo pacote Trinity. As
duas populac¢des foram consideradas como uma Unica populagéo

A coluna Leituras corresponde ao total de leituras que foi processado pelo Trinity.
Transcritos foi o total de sequencias que o programa conseguiu montar. Genes é o nimero
de genes individuais que o software conseguiu identificar. Tamanho médio representa o
tamanho médio de todos os transcritos montados. Ribossomal é a quantidade de transcritos
ribossomais identificados ap6s a montagem.

Na tabela 4 a seguir estdo os resultados da montagem do sequenciamento do
mRNA das anémonas, que foi feito com o programa Trinity, detalhes do seu funcionamento
se encontram no Material e Métodos. Nessa parte do processamento as duas populagbes
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de BCS do litoral sudeste de Sao Paulo e a do arquipélago foram consideradas como
uma, para fins de analises, ja que como as duas popula¢des sdo da mesma espécie entdo
esperavamos encontrar grande parte do seu transcriptoma idéntico entre si, portanto seria
mais sensato considerar as duas popula¢gdes como uma Unica amostra. Em uma etapa
posterior das andlises sera feito um levantamento da expressao génica de cada transcrito
identificado nas amostras e, com isso, teremos 0s contiguos expressos diferentemente em
cada dado amostral da espécie Bunodosoma caissarum:

A quantidade de transcritos que o programa Trinity resultou para as duas populacdes
foi de quase 200 mil. Mas é observado uma diferenga na contagem entre as colunas de
transcritos e genes. Essa diferenca ocorre porque o programa identifica em suas analises
que alguns genes possuem diferentes isoformas entre si, ou seja, sdo sequéncias
semelhantes entre si que o algoritmo classifica como sendo um mesmo gene, mas em
diferentes isoformas.

Na coluna Ribossomal temos a informagé@o de 13 genes ribossomais identificados
apds a montagem das leituras. Isso demonstra que mesmo apds nosso procedimento de
purificagdo do mRNA, afim de excluirmos todo o restante do material génico ainda ficamos
com transcritos ribossomais na nossa amostra.

ANALISE DO SEQUENCIAMENTO

O passo seguinte do trabalho foi analisar nossas sequencias em busca por
similaridades em bancos de dados com informagdes proteicas, tanto de componentes
celulares quanto de toxinas. Nossa primeira op¢éo foi o banco de dados de proteinas Non-
Reduntant (NR), do NCBI, que inclui dados dos bancos GenBank, PDB, SwissProt, PIR
e PRF. Essa busca foi feita através do software BLAST, como detalhado no Material e
Métodos. Nessa parte do trabalho as analises de expressdo das sequencias adquiridas
foram separadas entre as duas populagdes. Esse método de montagem como uma unica
populacéo e analisar a expressédo de cada sequencias entre as duas populacdes permite
identificarmos os transcritos comuns entre as populag¢des, com as diferentes expressoes
entre elas. Essa primeira analise gerou a tabela abaixo.
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Categorias Contigs FPKM Bcs-SP | % Bes-SP | FPKM Bes-Aq | % Bes-Aq
Toxinas 315 14756,52 1,63 57966,98 4,65
Nao-caracterizadas | 912 2567,1 0,28 4434,96 0,36
Preditas 43098 242548,63 26,77 253803,7 20,37
Sem resultado 134010 542761,28 59,91 809432,21 64,97
Celulares 13872 74868,12 8,26 80157,07 6,43
Hipotéticas 7310 28525,81 3,15 40151,23 3,22
Total 199517 906027,46 100 1245946,15 100

Tabela 5. Resultados do BLAST contra os transcritos, divididos em diferentes categorias.

As categorias estdo divididas entre: Toxinas — as possiveis toxinas; N&o-
caracterizadas — proteinas identificadas presentes no banco de dados, mas sem
caracterizagcéo; Preditas — proteinas preditas, sem maiores informacgdes; Sem resultado
— transcritos que ndo tiveram resultado no BLAST,; Celulares — transcritos identificados
como possiveis proteinas celulares. Hipotéticas — proteinas anotadas como hipotéticas
nos bancos de dados. Coluna Contigs mostra a quantidade de transcritos identificado
em cada categoria. FPKM Bcs-SP representa o nivel de expresséo de cada categoria na
populagédo Bcs-SP, segundo o método FPKM. % Bcs-SP representa o nivel de expresséo
de cada categoria para a populacao Bcs-SP, em porcentagem. FPKM Bcs-Aq representa o
nivel de expresséo de cada categoria na populagédo Bcs-Aq, segundo o método FPKM. %
Bcs-Aq representa o nivel de expresséo de cada categoria para a populacao Bcs-Ag, em
porcentagem. FPKM ¢é a sigla paraFragmentsPerKilobaseoftranscriptper Million.

Um detalhe importante que foi identificado nessa primeira analise foi a diferenca
de expressao entre as duas populagdes, principalmente nas toxinas, onde tivemos uma
diferenca 3 vezes maior para a populagéo do Arquipélago. Tal diferenca pode ter ocorrido
por causa da qualidade do material sequenciado da Bcs-Aq, que estava mais degradado
do que em relagédo a Bcs-SP, ou simplesmente a diferenca seja real, ja que a populagéo
do Arquipélago esta completamente isolada e isso pode ter influenciado a expresséo dos
transcritos.

Na tabela a maior porcentagem de expressao identificada nas duas populacbes
foi da categoria “Sem resultado”, que significa que esses contigs ndo possuem resultado
identificado em bancos de dados. Esse fato € explicado pelo fato que esses animais sdo
poucos estudados, entdo consideramos normal ndo encontrarmos muitas informacdes

sobre seus dados génicos.

Os transcritos dentro da categoria Celulares foram aqueles que tiveram como
resultado no BLAST proteinas que sdo conhecidas sua fun¢do ndo-toxica no organismo de
eucariotos. Essa categoria teve um total de 8,26% de expressao para a Bcs-SP e 6,43%

para a Bcs-Aq, porém como grande parte da anotagdo dos nossos contigs se encontram na
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categoria “Sem resultado”, “Nao caracterizadas”, “Preditas” e “Hipotéticas”, esse namero

pode néo representar a real expressao nesses animais enquanto vivos.

Na categoria “Toxinas” obtivemos apenas 315 contigs identificados como toxinas,
com um total de 1,63% de expressdo na Bcs-SP e 4,65% de expressdo na Bcs-Ag.
Esses valores foram significantemente pequenos em relagcdo ao todo transcriptoma das
anémonas, talvez ndo representando um valor real da expressao de toxinas dos animais.
Por isso decidimos fazer uma mineracao dos dados, afim de extrairmos 0 maximo possivel
de informagdes de transcritos similares a toxinas.

Para essa mineragdo criamos um banco de dados pessoal, contendo todas as
toxinas revisadas existentes no banco de dados do Uniprot, mais precisamente do Animal
toxin annotation project. Esse banco foi escolhido pois se trata de um programa de anotagéo
especifico para a anotacdo de toxinas. Nesse banco estdo presentes toxinas de varios
animais diferentes, como serpentes, aranhas, escorpides, anémonas do mar, caramujos
e etc. Todos os dados presentes foram curados por revisores ndo-automatizados, o que
aumenta sua credibilidade.

Como resultado do BLAST das nossas sequencias contra o banco de dados de
toxinas do Uniprot obtivemos 3613 possiveis toxinas. Um resultado significativamente
superior do que o obtido anteriormente, apenas com o resultado do BLAST contra o banco
de dados NR, NCBI. Porém como forma de confirmarmos nossos resultados decidimos
fazer um ultimo BLAST, contra todas toxinas conhecidas de cnidarios depositados no
banco de dados Uniprot. Essa analise gerou um total de 30 sequencias com similaridade
com toxinas de cnidarios que nédo tinhamos identificado anteriormente. Esse resultado nos
causou estranheza, ja que achavamos que com o BLAST contra todas toxinas depositadas
usando 0os mesmos parametros ja conseguiriamos recuperar todas as toxinas possiveis, o
que nao se mostrou verdadeiro.

Embora essas sequencias adicionais que identificamos com o BLAST contra toxinas
de cnidarios tenha causado certo espanto, nao foi algo que ilogico, pois o algoritmo do
BLAST trabalha com buscas por similaridades em bancos de dados, portanto quanto menor
0 banco maior sua similaridade. Ja que o banco contendo apenas toxinas de cnidarios (com
255 toxinas) seja menor que o banco total de toxinas (com 6622 toxinas), a similaridade
sera bem melhor para o BLAST contendo apenas toxinas de cnidarios.

Ja que foi possivel encontrar mais similares nas nossas sequencias a toxinas que
passariam despercebidos com um BLAST contra um banco contendo apenas toxinas de
cnidarios nés decidimos fazer analises com cada familia de toxina do nosso interesse
contra nossas sequencias. Essas toxinas que escolhemos para esses BLASTs individuais
foram todas as familias conhecidas em cnidarios e também foram escolhidas toxinas com
base em trabalhos publicados recentemente sobre possiveis novas toxinas.
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Obtivemos um total de 308 novas sequencias similares a toxinas nessa nova analise,
demonstrando quantas possiveis toxinas iriam ser ignoradas no nosso trabalho, ficando
com um total de 3951 sequencias. Porém, percebemos que nosso trabalho poderia ter uma
grande quantidade de falsos positivos, pois muitas proteinas j4 conhecidas e ndo sendo
toxinas possuem dominios em sua constituicdo que compartilham caracteristicas com
toxinas, como é o caso do dominio ShKT, que foi primeiro descoberto na toxina ShK (30),
da Stichodactyla helianthus, e que também esté presente em proteinas em praticamente
todos seres vivos.

Pararesolver esse problema verificamos cada sequéncia individualmente, analisando
quais dominios estavam presentes em sua constituicdo e quais caracteristicas eram
normais apenas em toxinas, esperando assim separar quais sequencias eram proteinas
ndo-toxicas e as quais estavam mais préximas de possiveis toxinas. Desse procedimento
resultou a figura abaixo, representando a expressao de cada familia identificada perante o
total expresso como toxina.
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Figura 11: Familias de toxinas expressas nas duas populacoes e seu nivel de expressao.
As siglas em ordem alfabética representam as seguintes familias de toxinas: ACES: Venom
Acetylcholinesterase ; ACPH - Venom acid phosphatase; ACR1 - Acrorhagin-1; ACR2 - Acrorhagin-2;
ACPS - Actinoporin (Sea Anemone); ACTC - Actinoporin (Conoidea); AETX — AETX; AUGR —
Augerpeptide; AVIT — AVIT; CF1K - Cf1 (Possible Knottin); CONO - Conotoxin O2 (ICK-LIKE); CONP
- Conopeptide P-like (kazal type); CRIS — CRISP; CTX - Cytolisin (jellyfish toxin); DPP - PLA2; EGFL
- EGF-Like; EGFT - EGF Toxin; FAR — FARP; ICKL - ICK-like (BgrTx1); JIIB - Possible new Toxins
(Jiibo3); KV1A - Sea anemone Type 1a Kv (ShK-Like); KV1B - Sea anemone Type 1b Kv (BgK-like);
KV5 - Sea anemone Kv Type 5 (ICK-like); KVBDS3 - Sea anemone B-defensin (Kv type 3); LCTA -
Latrotoxin Superfamily; LECM - Lectin/C-Type; MACF - MACPF; NATT - Natterin (Aerolysin-Like);
NAVT1 - Sea anemone B-defensin (Nav type |); NAVT2 - Sea anemone B-defensin (Nav type Il);
NWTX - Possible new Toxins (Av1931/Bcs1802); OXLA - L-amino-acid oxidase; PA1 — Lipase/PLA1;
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PA2 - PLA2; PD10 - Peptidase S10; PLB — PLB-Like; SCR - SCRiP; STX3 - Sea anemone Short toxin
Type 3; SVKT2 - Sea Anemone Kunitz Type 2 Kv Toxin; SWAP - Waprin-Like; TCTP - TCTP Family;
TX8 - Sea anemone 8 toxin family; TX9 - Sea anemone structural class 9a Family; VKT2 - Kunitz-type
Family; VM2 - Peptidase M12B (PIl); VM1 - Peptidase M12B (PI); VM3 - Peptidase M12B (PIIl); VMPA -
Peptidase M12A (Astacin-like); VSP1 - Peptidase S1.

No gréfico acima temos uma viséo geral das toxinas encontradas e a sua expresséao
nas duas populacdes, em porcentagem. Vemos que a possivel toxina mais expressa nas
populagdes € a Sea anemone 8 toxin Family, que ndo possui fun¢ao definida e que sé tinha
sido encontrada na anémona Anemonia viridis. As familias que também séo bem expressas
pertencem as familias de toxinas de cnidarios classicas, como as toxinas bloqueadoras de
canais de potéassio e sodio. As familias mais conhecidas serdo discutidas posteriormente
no trabalho, em capitulos especificos para cada uma.

O ultimo passo para finalizarmos a analise geral do transcriptoma foi acrescentarmos
as novas sequencias identificadas através dos BLASTSs individuais como possiveis toxinas
a tabela total das duas populagdes. Assim esperamos termos nos aproximado mais da
porcentagem real de toxinas e outros transcritos que sdo expressos pelas duas popula¢des
de Bcs. Segue abaixo os dois graficos correspondentes a essa analise.
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Figura 12: Grafico do total de expressao nas duas populagdes de Bunodosoma caissarum. O
grafico 1 representa a populacéo Bcs-SP e o gréafico 2 representa a populacdo Bcs-Aq. Em azul esta
a fatia das sequencias que nao tiveram similaridades identificadas (No Hit). Na fatia laranja estéao as
sequencias similares a proteinas celulares (Cell). Cinza séo as sequencias que foram preditas em
possiveis proteinas (Predicted). As proteinas hipotéticas estdo em amarelo (Hypothetical). Em verde as
néo caracterizadas (Uncharacterized). A fatia em vermelho sédo as sequencias que foram identificadas
como possiveis toxinas (Tox). O BLAST foi feito com o banco de dados NR, do Genbank.
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Com as andlises finalizadas dos BLASTs especificos para diferentes classes de
toxinas conseguimos enriquecer o total expresso de toxinas perante o toda a expresséao
das populacdes, passando de 1,63% para 3% expresso na Bcs-SP e 4,65% para 8% de
expressao na Bcs-Aq, praticamente o dobro nas duas populag¢des, mostrando a efetividade
do nosso método de mineracdo de dados com BLASTs individuais.

ANALISE DOS TRANSCRITOS SIMILARES A ACTINOPORINAS

Foram encontrados doze contigs com similaridade com citolisinas pertencentes a

familia das actinoporinas conforme mostrado na tabela abaixo.

. . . . 3 Actinoporinas
Contig ID Acerto no Blast: Identificador (Acession code) E-value (subfamilias)
¢28100_g1_i1 ACTP2_ACTEQ: Equinatoxin Il de Actinia equina 9.09E-50 Actiniaria

(P61914)

. ACTP5_ACTEQ: DELTA-actitoxin-Aeq1b de Actinia 3 -
c61681_g1_i1 equina (Q93109) 3.71E-118 | Actiniaria

. ACTP5_ACTEQ: DELTA-actitoxin-Aeq1b de Actinia : N
c64268_g1_i1 equina (Q93109) 1.91E-111 | Actiniaria

. ACTP4_ACTEQ: DELTA-actitoxin-Aeqic de Actinia : -
c64268_g1_i2 equina (Q9Y1U9) 3.93E-119 | Actiniaria

. ACTP5_ACTEQ: DELTA-actitoxin-Aeq1b de Actinia : R
c64268_g1_i3 equina (Q93109) 3.07E-110 | Actiniaria
C64268_g1_i4 ACT_P5_ACTEQ: DELTA-actitoxin-Aeq1b de Actinia 163E-103 | Actiniaria

equina (Q93109)
123467 _g1_i1 ACTP1_CINAN: Tereporin-Cal de Cinguloterebra anilis 1 DAE-07 Conoidea
(PODNG66)
c83042_g1_it ACTP1_CINAN: Tereporin-Ca1l de Cinguloterebra anilis ] .
(incompleto) | (PODN66) 1.136-09 | Conoidea
c60312_g2_i2 | ACTP1_CINAN: Tereporin-Cal de Cinguloterebra anilis ] .
(incompleto) (PODNG66) 1.328-07 Conoidea
c60312_g2_i3 ACTP1_CINAN: Tereporin-Ca1l de Cinguloterebra anilis 1.72E-07 Conoidea
(PODNG66)

. ACTP2_MONPT: Echotoxin-2 de Monoplex ] R
c64761_g2_i2 parthenopeus (Q76CA2) 9.57E-07 Actiniaria
€94977_g1_i1 | ACTPC_ACTTE: DELTA-actitoxin-Ate1a de Actinia ~ I
(Incompleto) tenebrosa (P61915) 4.42E-25 Actiniaria

Tabela 6: Actinoporinas de Bunodosoma caissarum.

A tabela mostra os contigs identificados na biblioteca de B. caissarum com
similaridade com Actinoporinas das subfamilias de anémona do mar e de moluscos
indicando os respectivos E-values e os numeros de acesso do UNIPROT. Dois contigs
representam sequencias parciais e nao foram utilizadas na figura do alinhamento.
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http://www.uniprot.org/uniprot/P61914
http://www.uniprot.org/uniprot/Q93109
http://www.uniprot.org/uniprot/Q93109
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y1U9
http://www.uniprot.org/uniprot/Q93109
http://www.uniprot.org/uniprot/Q93109
http://www.uniprot.org/uniprot/P0DN66
http://www.uniprot.org/uniprot/P0DN66
http://www.uniprot.org/uniprot/P0DN66
http://www.uniprot.org/uniprot/P0DN66
http://www.uniprot.org/uniprot/Q76CA2
http://www.uniprot.org/uniprot/P61915

Os contigs classificados como pertencentes as actinoporinas da subfamilia actiniaria
apresentaram uma organizagdo similar, contendo regides 5’UTR, seguida pela regido
codificante e 3’'UTR, variando em tamanhos de 999 a 1656 nucleotideos. A maioria destas
sequéncias apresentou sinais de poliadenilacdo classicos (AATAAA) no final da regido
3’'UTR. Entretanto, o contig c94977_g1_i1 esta incompleto. Ainda assim, este contig tem
74% de similaridade (calculada pelo EMBOSS Neddle) com a regido C-terminal de DELTA-
actitoxin-Ate1a de Actinia tenebrosa (P61915) sendo claramente uma actinoporina.

Para melhor entender as relagcbes de similaridade das sequéncias identificadas
foi feito um alinhamento dos contigs completos com os seus respectivos acertos (hits)
encontrados pelo BLAST e com algumas actinoporinas cuja estrutura tridimensional e
dados funcionais sé@o bem conhecidos, 0 que permitiu construir um dendrograma mostrado

na figura abaixo:
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Figura 13: Dendrograma dos contigs similares as toxinas da familia das Actinoporinas. O
dendrograma foi montado por neighbour joining utlizando um modelo de substituicdo JTT de acordo
com um alinhamento feito por Muscle. A arvore mostra em vermelho sequencias de actinoporinas
da subfamilia actiniaria: ACTP2_ACTEQ: DELTA-actitoxin-Aeq1a (Equinatoxin 1) de Actinia equina
(P61914). ACTPC_ACTTE: DELTA-actitoxin-Ate1a (Tenebrosin-C) de Actinia tenebrosa (P61915).
ACTP4_ACTEQ: DELTA-actitoxin-Aeqic de Actinia equina (Q9Y1U9). ACTPC_ACTFR: DELTA-
actitoxin-Afr1a (Fragaceatoxin C) Actinia fragacea (BOW5G6). ACTP5_ACTEQ: DELTA-actitoxin-Aeq1b
de Actinia equina (Q93109). ACTP1_STIHL: DELTA-stichotoxin-She4a (Sticholysin I) de Stichodactyla
helianthus (P81662). Em azul sequencias da subfamilia conoidea: ACTP2_MONPT: Echotoxin-2 de
Monoplex parthenopeus (Q76CA2). ACTP_CONCN: Conoporin-Cn1 de Conus consors (PODKQ8).
ACTP1_CINAN: Tereporin-Cal de Cinguloterebra anilis (PODN66). Em roxo claro se destaca um grupo
de contigs que tiveram similaridade com sequencias da subfamilia conoidea. Os contigs incompletos
estdo indicados por asterisco. Os nimeros indicam os valores de bootstrap de 500 replicatas.
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Sete contigs (c28100_g1_i1;c61681_g1_i1; c64268_g1_ile suas isoformas;i2; i3 e
i4) foram mais similares com sequéncias pertencentes a subfamilia actiniaria. Os melhores
E-values foram com dois precursores de equinatoxinas de Actinia equina: ACTP4_ACTEQ:
DELTA-actitoxin-Aeq1c (Q9Y1U9) com o qual o contig c64268_g1_i2 mostrou 89.3% de
similaridade e ACTP5_ACTEQ: DELTA-actitoxin-Aeq1b (Q93109) com o qual o c61681
g1_i1 mostrou 89.4% de similaridade. De forma geral todos os contigs pertencentes a

familia Actiniaria tem similaridades acima de 80%.

Todos os contigs mostrados em vermelho no dendrograma, exceto o contig parcial
€c94977_g1_i1, apresentaram ORFs completos com start e stop coédons, codificando
precursores variando em tamanho de 212 a 215 aminoé&cidos e peptideos sinais de 19
aminoacidos foram identificados pelo SignalP, como est4d mostrado no alinhamento da
figura 03. Seguidos por um pré-peptideo contendo a sequéncia de enderegamento para
0 nematocisto indicando claramente o ponto de clivagem da toxina madura. Algumas
sequencias apresentam uma substituicdo conservativa na diade de clivagem com KK no
lugar de KR, ver figura 03.

No dendrograma o contig c28100_g1_i1 foi o mais divergente entre as sequéncias
pertencentes as actinoporinas da subfamilia actiniaria. Este contig apresenta também
um start cdbdon e um stop cédon, além de um sinal de poliadenilagdo ao fim da regido
3’UTR, mas codifica um precursor maior com 244 aminoacidos. Entre o peptideo sinal e a
regido madura ha uma grande insergao no lugar do pré-peptideo e a sequéncia consenso
(DEDEDIEKR) nao é claramente identificada, ver figura 9 abaixo. Entretanto, este possivel
pro-peptideo também apresenta inimeros aminoacidos negativos e um sitio de clivagem
KR a partir da posi¢do 74 predizendo uma regido da toxina madura um pouco menor com
170 aminoacidos que apresenta 64.2% de similaridade com a toxina madura de ACTP2_
ACTEQ: Equinatoxin Il de Actinia equina (P61914) ou 65.9% de similaridade com ACTP1_
STIHL: DELTA-stichotoxin-She4a (Sticholysin I) de Stichodactyla helianthus (P81662).

Apesar de esse precursor ser 0 maior, com 244 aminoacidos, em compensacao a
parte da toxina madura é 9 residuos menor que as outras actinoporinas, que tem em geral
179 aminoacidos.

E possivel observar no alinhamento da figura 9 que a maioria dos sitios para ligagéo
fosfocolina, a regido de interagéo inicial rica em aromaticos outros sitios importantes como
o de adeséo elular se mostraram igualmente conservadas nas sequencias de B. caissarum.
Entretanto, algumas substituicdes podem indicar seletividade por diferentes analogos de
fosfolipideos. As actinoporinas de anémonas tém diferentes capacidades de hemolise, mas
ainda assim existe bastante conservagao na regido correspondente a a-hélice N-terminal,

que em geral é rica em aminoacidos hidrofébicos.
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Figura 14: Alinhamento de Actinoporinas. O alinhamento dos contigs completos de B. caissarum
(mostrados em vermelho no dendrograma) com actinoporinas de anémonas do mar bem estudadas.
ACTP2_ACTEQ: Precursor da Equinatoxin-1l de Actinia eqliina (P61914); ACTPC_ACTFR: a
sequéncia madura da Fragaceatoxin C de Actinia fragacea (BOW5G6) e ACTP1_STIHL: toxina madura
Sticholysin-I de Stichodactyla helianthus (P81662). A regido do peptideo sinal e propetideo estao
indicadas. A regi@o correspondente ao sitio de enderecamento da secrecéo pra o nematocisto esta
indicada por uma caixa cor de rosa e o sitio de clivagem da toxina madura indicada por uma seta da
mesma cor indicando o par de aminoéacidos basicos (KR). A regido da a-hélice N-terminal esté indicada
por uma caixa laranja e a parte importante para hemolise é indicada por pentagonos da mesma cor.
A regido rica em arométicos esta indicada por uma caixa vermelha e os sitios de contato inicial com
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esfingolipidios de membrana estédo indicados por caixas marcadas com pentagonos vermelhos. Os
sitios de ligagcdo com fosfocolina estao indicados com caixas marcadas com pentagonos verdes.
Outros sitios de interagdo com lipidios da membrana celular estéo indicados por caixas marcadas com
pentagonos roxos e um provavel sitio de adeséao celular (RGD) estd marcado com uma caixa marrom.
Os numeros indicam a posigéo do residuo no alinhamento. A escala de cores de conservacgao esta
indicada segundo a matriz BLOSUM®62.

Além da alta similaridade e da conservagdo geral dos sitios de ligagdo, as
actinoporinas de B. caissarum apresentaram na tabela 7 massas moleculares e pontos

isoelétricos tedricos muito semelhantes aos descritos para outras actinoporinas conhecidas.

oD [ e | Masamea T oo
€28100_g1_i1 170 19392.26 10.51
c61681_g1_i1 179 19827.56 9.95
c64268_g1_i1 177 19369.88 9.12
c64268_g1_i2 179 19710.28 9.34
c64268_g1_i3 180 19815.43 9.20
c64268_g1_i4 178 19475.03 8.90

Tabela 7: Massa molecular e Pl te6rico da regido madura das actinoporinas de B. caissarum.

Até o momento ndo existem descri¢gdes de actinoporinas em anémonas do género
Bunodosoma. Entretanto, de OLIVEIRA (50) relata que o perfil cromatografico da pegonha
B. caissarum apresenta dois picos majoritarios com atividade hemolitica. Um pico
denominado C1 corresponde a uma proteina com 15495 Da e tem atividade fosfolipasica
que teve o seu N-terminal parcialmente sequenciado identificando essa toxina como uma
PLA2. O outro maior pico denominado C3 apresentou uma massa de 19757 Da, sem
atividade enziméatica e a toxina purificada foi reconhecida por anticorpos anti-equinatoxin
Il (ACTP2_ACTEQ: P61914). Esta citolisina foi denominada de Caissarolysin | (Bcs I) e
que néo foi sequenciada. Suas caracteristicas de massa sdo compativeis com as massas
tedricas encontradas neste seqiienciamento.

Os niveis de expressao de cada contig foram comparados entre as popula¢des de
B. caissarum do litoral de sudeste (Bcs-SP) e do arquipélago (BCS-Aq) e estdo mostradas
no grafico de expressao a seguir:
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Figura 15: Grafico da expressao das actinoporinas de B. caissarum. O gréafico compara o nivel
de expressao em FPKM (Fragments Per Kilobase Of Exon Per Million) de cada contig entre as duas
populagées de B. caissarum do Sudeste (Bcs-SP em azul) e do arquipélago (BCS-Ag em vermelho).

Na figura 10 verificamos os niveis de expressdo dos contigs de actinoporinas
nas duas populagdes de B. caissarum pertencentes a sub-familia de anémonas do mar.
Contigs cujos acertos do BLAST foram similares a sequéncias da sub-familia Conoidea
e seqglienciamentos incompletos parciais ndo foram incluidos. Dos 6 contigs analisados
3 foram expressos em ambas as popula¢des, embora com niveis diferentes entre si. O
contig c61681_g1_i1 com foi o mais expresso na amostra da populagdo do arquipélago
(BCS-Aq) enquanto que o contig c64268_g1_i2 é a isoforma mais expressa na populagao
do litoral (Bcs-SP compartilhando 83.9% de similaridade entre si. Ambos os contigs néo
sé@o exclusivos de cada populagcdo, mas as expressdées do mesmo contig na populacéo
oposta é cerca de 6 a 7 mil vezes menor. Eles representam a isoforma majoritaria de cada
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populagéo. Os contigs c28100_g1_i1, c64268_g1_i4 e c64268_g1_i2 foram expressos em
diferentes niveis unicamente na Bcs-SP, 0 que indica uma maior diversidade de isoforma
na populagéo do litoral em comparacéo a do arquipélago.

Outros, cinco contigs mostrados em roxo claro no dendrograma da figura 8 foram
identificados pelo BLAST como sequencias similares a toxinas da subfamilia conoidea.
Notavelmente a toxina, ACTP2_MONPT: Echotoxin-2 de Monoplex parthenopeus (Q76CA2)
a pesar de pertencer a um gastrépode, também é incluida pelo banco de dados de toxinas
do UNIPROT na subfamilia das actinoporinas de anémonas do mar e foi acerto do BLAST
com o contig c64761_g2_i2. Entretanto, estes contigs tiveram um E-value baixo com ordens
de grandeza entre 10° a 107, vide tabela 01. Desses apenas os contigs ¢c123467_g1_i1;
c64761_g2_i2; c60312_g2_i3 sao possivelmente completos, contendo posssivel start e
stop codons. A figura 05 a seguir mostra um alinhamento de actinoporinas de moluscos e
0s contigs de interesse. As actinoporinas da subfamilia conoidea apresentam precursores
geralmente maiores quando comparados com as de anémona. O peptideo sinal & maior
com 24 aminoacidos e nao contem proé-petideos entre o peptideo sinal e toxina madura. O
propetideo, quando existe, & C-terminal. Portanto, a sequéncia de enderegamento consenso
para o nematocisto (DEDEDIEKR) das actinoporinas de anémona nao esta presente nas
toxinas de moluscos.

Figura 16: Alinhamento dos contigs similares a Actinoporinas de Conoidea. Usando como
referéncia o contig c64761_g2_i2, os contigs mais similares a actinoporinas de moluscos (em roxo
claro no dendrograma da figura 02) foram comparados com ACTP2_MONPT: precursor da Echotoxin-2
de Monoplex parthenopeus (Q76CA2). A regido do peptideo sinal e do pro-peptideo estdo indicados na
figura em preto. A regido N-terminal € indicada por uma caixa laranja e os residuos importantes para
hemodlise sao indicados por pentagonos laranjas. Os sitios de ligagcdo com fosfocolina estao indicados
em verde. A regido rica em aromaticos e o sitio de ligacéo inicial a esfingomielina estao indicados
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em vermelho. Os nimeros indicam a posic¢éao do residuo no alinhamento. A escala de cores de
conservacao esta indicada segundo a matriz BLOSUM62.

Caracteristicamente nenhum dos contigs encontrados como acertos no BLAST de
toxinas do UNIPROT apresentaram peptideos sinais preditos pelo SignalP. Entretanto, &
possivel encontrar o sinal consenso de Kozak eucariético classico (51) que determina o start
codon nestes contigs originando ORFs completos que se traduzem em proteinas preditas
maiores com em média 234 aminoacidos, enquanto que os precursores de actinoporinas de
anémonas normalmente tem 214 aminoacidos. Mas, nenhum peptideo sinal foi identificado
pelo SignalP. Também observamos a presenca de cisteinas na sua cadeia de aminoécidos,
algo incomum para actinoporinas classicas. A similaridade das sequencias alinhadas na
figura 05 com Echotoxin-2 de molusco € menor que 30% e a maioria dos sitios de ligacao
com lipideos néo esta conservada conforme o indicado por (19) para a Echotoxin-2.

Estes contigs também encontram acertos com outras proteinas ndo presentes no
banco de dados de toxinas do UNIPROT. Como por exemplo, sequéncias preditas do
genoma da anémona Nematostella vectensis (XP_001633907.1) e outras sequéncias
preditas de peixes contendo o dominio do PFAM (PF06369) de Actinoporinas de anémonas,
mas estas sequencias ainda estao sobre revisdo e também ndo apresentam peptideos
sinais.

Evidentemente estas sequencias contém um dominio similar ao das actinoporinas,
mas ndo devem ser toxinas inclusive devido a auséncia de um peptideo sinal, falta da
sequéncia consenso de enderecamento para o nematocisto e por serem muito divergentes,
talvez elas possam ser resultado relictual de uma transferéncia horizontal de genes de
citolisinas de microrganismos unicelulares para cnidarios. Nao existe evidéncias dessa

teoria em toxinas de anémonas, portanto isso & apenas uma teoria.

ANALISE DOS TRANSCRITOS SIMILARES A TOXINAS BLOQUEADORAS DE
CANAIS DE POTASSIO DEPENDENTE DE VOLTAGEM DO TIPO | — SHKT

Encontramos 20 contigs no nosso sequenciamento que se assemelham as toxinas
blogqueadoras de canal de potassio do tipo 1 e que possuem apenas um Unico dominio
ShKT, apresentados na tabela abaixo:
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Contig ID Cadigo de acesso Espécie Subtipo E-value

c17614_g1_it :((;()BI-?J_(?:;J)NCI: Kappa-actitoxin-Bcs3b CB;gggfjno"ma 1b 6.26E-20
c116940_g1_i1 :(FJ(;BSIGGSN EVI: U-actitoxin-Avd9a Anemonia viridis | 1b 5,32E-08
c18859_g1_i1 f;(?gﬁag'\‘ EVI: U-actitoxin-Avd9a Anemonia viridis | 1b 1,47E-28
¢36937_g1_i1 :(;(;BE?GGSN EVI: U-actitoxin-Avd9a Anemonia viridis | 1b 8,61E-14
c64871_g1_i1 F;(?gﬁagNEV': U-actitoxin-Avdda Anemonia viridis | 1b 6,10E-27
53259_g1_i1 FF](')BS,\%SNEV': U-actitoxin-Avddc Anemonia viridis | 1b 4,23E-24
90258_g1_i1 Z(F](?SSO—SNEV': U-actitoxin-Avddc Anemonia viridis | 1b 5,61E-08
473 _g1_it (KF](E‘IEI\’?O—SNEV“ U-actitoxin-Avdita | 1 omonia viridis | 1b 3,91E-22
c61431_g1_i1 (KFJOB[?,\’?O—SNEV': U-actitoxin-Avdita | 4 oonia viridis | 1b 1,60E-28
c80103_g1_i1 f;osglfo—;;NEV': U-actitoxin-Avd11a | 40 monia viridis | 1b 3,62E-24
68752 g3_i1 :(;gq%g)l\lGR: Kappa-actitoxin-Bgria ggaz%czﬁggln,;a 1b 2,04E-19
68752 g3_i2 ;(sz%q%lé)l\lGR: Kappa-actitoxin-Bgria gér;czlc;lic;grc;%a 1b 8,62E-19
68752_g3_i3 :(;;;ﬁ%lé)NGR: Kappa-actitoxin-Bgria glzr;](iltz_cf)grczlr?na 1b 1,85E-18
c68752_g4_i1 '((;8%—8/;(73; EQ: Kappa-actitoxin-Aeq4a | 4 inia oquing 1b 5,17E-13
¢103967_g1_i1 '(SSEQENSE)ER: Kappa-actitoxin-Aer3a. | 1nomonia erythraea | 1a 6,09E-31
€39229_g1_it :(C;S‘EQENSE)ER Kappa-actitoxin Anemonia erythraea | 1a 2,06E-20
€39229 g1_i2 ;((;(?E_QIE\IE)ER: Kappa-actitoxin Anemonia erythraea | 1a 1,85E-18
¢120283_g1_i1 :(FjoBl:?rﬁagNEVI: U-actitoxin-Avdoa Anemonia viridis | 1b 5,12E-07
87952_g1_it f;oBgﬁagNEV': U-actitoxin-Avdge Anemonia viridis | 1b 5,27E-07

Tabela 8: Toxinas bloqueadoras de canal de potassio do tipo 1 em Bcs

A tabela mostra os contigs identificados na biblioteca das populagdes de B.

caissarum similares as toxinas bloqueadoras de canal de potassio do tipo I, de acordo

com o Resultado do BlastX contra o banco de dados de toxinas animais do UniprotKB, o

respectivo e-value e a classificagdo da familia segundo a anélise do dendrograma e do

alinhamento discutido abaixo. A coluna subtipo representa o subtipo da toxina que resultou
do BLAST de cada contig.
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Os contigs presentes na tabela possuem o precursor semelhantes as toxinas
conhecidas da familia, variando de 306 a 960 nucleotideos, porém para melhor
visualizarmos a similaridade das sequencias com as toxinas ja conhecidas e bem descritas
pertencentes a familia de bloqueadores de canais de potassio dependentes de voltagem
do tipo I, fizemos um alinhamento dos contigs em suas formas completas, apresentado
na figura n. A Unica excecédo dentre todas sequencias foi o contig ¢87952_g1_i1, com 270
amino&cidos no minimo em sua cadeia proteica, ja que nao foi possivel estimar o nimero
total de aminoécidos pois ndo existe informacgéo sobre start e stop cédon em sua sequéncia.
Analisando o contig na ferramenta de busca de dominios conservados do NCBI verificamos
que o0 mesmo possui um dominio ShKT conservado em sua sequéncia, por isso o BLAST
acusou como um possivel resultado contra toxinas ShK-like. Por esse motivo esse contig
foi excluido de nossas analises posteriores.
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A caixa em vermelho no alinhamento, com o poligono localizado logo acima,
temos posicbes mais importantes para a funcéo bloqueadora dessas toxinas, que inclui a
diade funcional dessa familia de toxinas. Em laranja se encontra os residuos que possuem
atuacéo em canais de potassio, porém a sua importancia para a fun¢do bloqueadora nédo é
tao fundamental como outros residuos. Esses residuos ndo apenas indicam o canal Kv1.3
como alvo, mas também Kv1.1, Kv1.2, Kv1.6, Kv3.2 e KCa3.1.

No alinhamento apresentado na figura 17 cada sequéncia foi analisada em busca do
seu possivel peptideo sinal através do algoritmo SignalP, que encontrou sinal de clivagem
em todas sequencias. Para designarmos o possivel pro-peptideo de enderegcamento
para o nematocisto nos contigs todos os aminoacidos seguintes ao peptideo sinal até a
diade basica caracteristica que indica o ponto de clivagem para a parte da toxina madura
(29) foram considerados como prépeptideo. Porém os contigs ¢36937_g1_i1 e ¢120283_
g1_i1 ndo apresentaram a diade caracteristica, embora o contig c36937_g1_i1 possua
uma arginina numa posicdo semelhante a outra sequencias, que foi considerada como
possivel ponto de clivagem. No contig ¢120283_g1_i1 foi encontrado uma diade KR 3
aminoacidos seguintes ao peptideo sinal, caracteristica que a difere em muito das toxinas
e de outras sequencias, talvez representando que esse contig ndo possua caracteristicas
de toxina. Para melhor visualizacdo da correlagcdo entre as toxinas conhecidas e nossos
contigs foi construido um dendograma usando como base o alinhamento discutido, que
esta apresentado na figura a seguir.
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Figura 18: Dendograma dos contigs similares as toxinas da familia de bloqueadoras de canal
de potassio do tipo 1. O dendrograma foi montado por neighbour joining utilizando um modelo de
substituicdo JTT de acordo com um alinhamento feito por Muscle. Os codigos correspondem as
seguintes toxinas: K1A_STIHL: Kappa-stichotoxin-She3a (ShK) de Stichodactyla helianthus (P29187).
K1A_HETMG: Kappa-stichotoxin-Hmg1a de Heteractis magnifica (016846). K1A_STIGI: Kappa-
stichotoxin-Sgt4a de Stichodactyla gigantean (E2S061). K1A_HETHE: Kappa-thalatoxin-Hhe2a de
Heterodactyla hemprichii (E2S065). K1B2_BUNCI: Kappa-actitoxin-Bcs3b (BcsTx2) de Bunodosoma
caissarum (COHJC3). K1B_BUNGR: Kappa-actitoxin-Bgria (Bgk) de Bunodosoma granulifera
(P29186). K1B1_BUNCI: Kappa-actitoxin-Bcs3a (BcsTx1) de Bunodosoma caissarum (COHJC2).
K1B_ACTEQ: Kappa-actitoxin-Aeg4a de Actinia equina (P81897). Em vermelho se destaca um grupo
de contigs que tiveram similaridade as toxinas do subtipo 1b (BgK). Em magenta se encontra um contig
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que se mostrou o mais intermediario entre o tipo 1a e 1b. Em azul se destaca contigs que possuem
certa semelhanca com as toxinas do tipo 1a (ShK). Em vende estéo os contigs do tipo 1b que possuem
maior identidade com as toxinas do subtipo 1a. Em laranja representa toxinas também do subtipo 1b,
porém com maior divergéncia do que a anteriores, por isso ficaram destacadas no dendograma.

No grupo destacado pela cor vermelha temos 8 contigs (c68752_g3_i1, c68752_
g3_i2, ¢68752_g3_i3, c17614_g1_i1, c64871_g1_i1, c18859_g1_i1, c53259_g1_i1 e
c68752_g4_i1) temos os contigs que mais se aproximaram das toxinas do tipo 1b (BgK).
O contig c17614_g1_i1 possui e-value de 5,00E-21 e 97,3% de identidade com a toxina
K1B_BUNCI, de Bunodosoma caissarum, que pode significar que encontramos em nossos
contigs a sequéncia percussora dessa toxina, ja que a mesma possui apenas sua parte
madura conhecida e anotada. Os contigs c68752_g3_i1, c68752_g3_i2, c68752_g3_i3 sdo
isoformas de um mesmo transcrito, possuindo e-value entre 1,00E-19 e 4,00E-20 para a
toxina K1B_BUNGR, de Bunodosoma granuliferum, com identidade variando de 89,2% e
91,9%. Também é possivel notar como o contig c68752_g4_i1 se destacou dos contigs
anteriores, ficando num ramo isolado com a toxina K1B_ACTEQ e como o contig 53259 _
g1_i1 se mostrou isolado entre o ¢c68752_g4_i1 e as outras, talvez sendo um intermediario
entre essas possiveis isoformas. Essas diferengas podem indicar que diferentes isoformas
de toxinas do subtipo 1b estdo presentes no transcriptoma de Bunodosoma caissarum.

Os contigs destacados com a cor magenta no dendrograma sdo dois contigs
(c36937_g1_i1 e c80103_g1_i1) que apresentaram caracteristicas que os colocam como
intermediarios entre as toxinas do tipo 1b e 1a. Analisando o alinhamento desses contigs
€ possivel observar que apos a primeira cisteina os aminoacidos do contig ¢c80103_g1_
i1 ndo séo tao conservados em relagdo aos outros mais similares as toxinas do subtipo
1b, enquanto que no contig ¢36937_g1_i1 possua maior conservagdo. Os dois contigs
apresentam também a inser¢cdo de quatro aminoacidos, caracteristica das toxinas do
subtipo 1b.

O grupo azul contém trés contigs (¢39229_g1_i1, 39229 _g1_i2 e c103967_g1_i1)
que mais se assemelharam as toxinas do tipo 1a, o que é algo nunca antes detectado na
andlise de toxinas da Bunodosoma caissarum. O valor de e-value desses contigs foram de
2,06E-20 para o contig ¢39229_g1_i1 com a toxina Kappa-actitoxin-Aer3a (QOEAE5) da
Anemonia erythraea, com 60% de similaridade, no contig c39229_g1_i2 temos e-value de
3,00E-19, possuindo 76,2% de identidade com a toxina Kappa-actitoxin-Aer3a (QOEAES5)
da Anemonia erythraea e e-valuede 3,00E-31 para o contig e ¢103967_g1_i1 também
com a toxina Kappa-actitoxin-Aer3a (QOEAE5) da Anemonia erythraea, com 68,1% de
identidade.

O grupo verde possui 3 contigs (¢90258_g1_i1, c473_g1_i1 e c61431_g1_i1) que se
destacaram dos grupos anteriores, ficando em ramos destacados dentro do dendrograma.
Esses 3 contigs possuem a insercdo caracteristica do subtipo 1b, com as cisteinas
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conservadas, porém no geral seus aminoacidos apresentam muitas diferencas em relacéo
aos outros contigs. Também néo foi encontrado os residuos importantes para a acéo

blogueadora de canais de potassio.

Por fim temos o grupo amarelo, com dois contigs (c116940_g1_i1 e c120283_g1_i1)
que apresentaram as caracteristicas mais divergentes do restante, ficando destacados no
dendrograma. O contig ¢c116941_g1_i1 possui certas caracteristicas em comum com os
contigs e toxinas anteriores, como as cisteinas e possiveis pontes dissulfeto conservadas
e a diade funcional bloqueadora de canais de potassio (nesse contig a tirosina (Y) foi
substituido por uma fenilalanina (F), compartilhando a propriedade de aminoacido
aromatico), seu e-value foi de 5,32E-08, com 41% de identidade, com a toxina K1B9A_
ANEVI (U-actitoxin-Avd9a [PODNOOQ]), pertencente ao subtipo 1b.

O contig ¢120283_g1_i1 se mostrou completamente divergente das demais, com 12
cisteinas presentes na sua cadeia peptidica, totalizando 6 possiveis pontes dissulfeto, o
dobro do esperado para toxinas da familia aqui estudada. Outra caracteristica divergente é
o tamanho do possivel propeptideo desse contig, com apenas 5 aminoacidos até o possivel
ponto de clivagem na diade basica KR. Suas caracteristicas indicam que provavelmente
nao se trata de uma toxina. Seu e-value no BLAST foi de 5,12E-07 e 38% de identidade
com a toxina K1B9A_ANEVI (U-actitoxin-Avd9a [PODNO0O]), pertencente ao subtipo 1b.

Os contigs c17614_g1_i1 e c18859_g1_i1 foram os contigs que mais se aproximaram
das toxinas bloqueadoras de canal de potassio do tipo 1 de Bunodosoma caissarum ja
depositadas em bancos de dados e analisando o alinhamento verificamos que esses
contigs sao realmente as toxinas ja conhecidas, porém agora temos acesso a informacgéo
do seu precursor completo.

Atualmente foram identificados na familia de anémonas Bunodosoma apenas toxinas
bloqueadoras de canal de potéassio do tipo 1, subtipo 1b, que é justamente a BgK, da
anémona Bunodosoma granulifera, entdo é natural encontrarmos maior parte dos contigs
semelhantes a esse subtipo, porém encontramos trés contigs que contém as caracteristicas
do subtipo 1a (ShKT), o contig c103967_g1_i1, ¢39229_g1_i1 e ¢39229_g1_i2. Seus
precursores estdo completos, com start e stop cédon, e a caracteristica do subtipo 1a em
relacdo com o subtipo 1b também estéa presente, que é a falta de 4 aminoacidos logo antes
da terceira cisteina. Entdo é possivel que esses transcritos sejam realmente de uma nova

toxina.

Abaixo segue a imagem com a modelagem de contigs que consideramos 0s mais
relevantes com base em toxinas bem estudadas.
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Figura 19: Modelagem de alguns contigs em relagao a ShK e BgK. A toxina ShK (modelo 4LFS)
estéa representada em verde. BgK (modelo 4Z27P) em roxo claro. O contig 39229 em azul claro, contig
¢18859 em salméao, c116940 em amarelo e c473 em laranja. Na modelagem em verde representa as
pontes dissulfeto, em laranja os residuos com relevancia para o bloqueio e em vermelho os residuos
importantes para a fungdo bloqueadora de canais de potassio. Em roxo se encontra os residuos que
provavelmente ndo compartilham das mesmas fun¢des que os residuos nessas posi¢des nas toxinas.

Resultados e discussao “



Na figura acima temos a modelagem dos contigs ¢39229_g1_i1, modelado com
base na ShK, ¢c18859_g1_i1, c116940_g1_i1 e c473_g1_i1 modelados com base na BgK.
No contig ¢39229_g1_i1 é possivel identificar semelhanca na estrutura geral do contig em
relacédo a toxina, embora tenha algumas diferengas no N-terminal, por volta dos residuos
de namero 10. Encontramos os residuos L06, S19, K21 e Y22 em posi¢des semelhantes a
ShK e mantendo as mesmas caracteristicas fisico-quimicas, porém os residuos E10 e N26
néo compartilham essas caracteristicas.

Ja em relagdo a BgK temos o contig c18859_g1_i1, que se mostrou o mais proximo
da BgK, com a sua estrutura, os residuos importantes e as pontes dissulfeto altamente
semelhantes a toxina. Os contigs ¢166940_g1_i1 e c473_g1_i1 possuem semelhanca
estrutural com a BgK, porém quando analisamos os residuos importantes para a fungcéao
blogueadora de canal de potassio encontramos discrepancias. No Contig c166940_g1_i1 a
diade funcional KY esta presente, porém a Serina que esta presente na posi¢do 23 na BgK
se encontra substituida por uma Lisina, que ndo possui as mesmas caracteristicas fisico-
quimicas, e no contig c473_g1_i1 nenhum desses residuos importantes é encontrado, o
que talvez signifique que esse contig ndo possua fungéo toxica.

Abaixo se encontra o grafico comparativo da expressao nas duas populacdes de

Bunodosoma caissarum dos contigs analisados:
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Na figura 20 podemos observar os diferentes niveis de expresséao de cada populacao
nos contigs ShK-like analisados. Primeiramente o que logo se destaca no grafico é a
diferenca de expresséao entre as duas popula¢des, com a Bcs-Aq atingindo picos bem mais
elevados se comparado a Bcs-SP. Isso pode ocorrer devido a necessidade da populagcéo
do arquipélago de expressar mais esse tipo de toxina, talvez contra algum tipo de presa
mais suscetivel a essa familia de toxinas. Porém isso é apenas uma teoria, ndo existindo

fatos cientificos que comprovem isso.

Dos 19 contigs analisados apenas 5 tiveram expresséo identificada em ambas
populagdes, embora com picos bem divergentes entre si. O contig com maior expresséo
é 0c17614_g1_i1, com expressédo de 2410,73 pela Bcs-Ag, enquanto o contig com maior
expressao pela Bcs-SP é o ¢64871_g1_i1, com expressdo de 65,31. Porém embora a
expressao seja muito mais alta na populagdo do arquipélago, o grafico também indica
uma maior diversidade nas isoformas dessas toxinas na Bcs-SP, 13 contigs apresentando
expressao nessa populagdo, enquanto que na Bcs-Ag temos 10 contigs.
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CONCLUSAO

Nosso trabalho teve sucesso em sequenciar as duas populacdes de Bunodosoma
caissarum. Nosso objetivo de encontrar provaveis novas toxinas também foi alcangado,
como demonstrado nos capitulos especificos das familias Actinoporinas e toxinas
bloqueadoras de potassio do tipo | (ShK). Também identificamos outras possiveis familias
de toxinas, portanto um estudo mais aprofundado de cada familia também seria necesséario.

Em relagdo a expressdo podemos concluir que existe diferengas entre os niveis
de toxinas entre as diferentes populagdes, o que deve ocorrer devido a grande distancia
existente entre a costa do estado de Sdo Paulo e o Arquipélago Sao Pedro e Séo Paulo, o
pode resultar em animais diferentes para serem predadas, assim como o proprio ambiente
mais eutrofizado da regido da costa de Sdo Paulo.
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do conhecimento com énfase em Sistemas da Informacéao e Biologia Molecular envolvendo a
predicdo de alvos moleculares, peptideos bioativos e descoberta de novas toxinas, baseado
na integragéo de dados de larga escala de multi-6micas de Homo sapiens e organismos
ndo-modelo, como animais pegonhentos e organismos patogénicos relacionados a salde
publica, para entendimento dos mecanismos moleculares que governam os sistemas
bioldgicos. (Texto informado pelo autor)

GANDHI RADIS BAPTISTA - Bolsista de Produtividade em Pesquisa do CNPq - Nivel
2. Enderego para acessar este CV: http:/lattes.cnpq.br/5322192969141529. ID Lattes:
5322192969141529. Graduado em Farmacia Bioquimica pela Universidade de Sao Paulo
(1993), mestre em Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica pela Universidade de S&o Paulo
(1996) e doutor em Bioquimica pela Universidade de Sao Paulo (2001). Professor Adjunto
do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Pernambuco (2005-2008).
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Atualmente, Professor Associado do Instituto de Ciéncias do Mar da Universidade Federal
do Ceard. Membro da Sociedade Americana de Quimica (American Chemical Society,
ACS), desde 2010. Os principais interesses de investigagcdo compreendem os peptideos e
as proteinas farmacologicamente ativos provenientes de organismos marinhos e terrestres;
0s receptores celulares e seus ligantes; a interacdo molecular; a tecnologia do DNA
recombinante; o diagnéstico molecular e seus insumos; o direcionamento intracelular e a
compartimentalizacéo de polipeptideos. (Texto informado pelo autor)

IRINA KERKIS - Bolsista de Produtividade em Pesquisa do CNPq - Nivel 1D. Enderego para
acessar este CV: http://lattes.cnpqg.br/4302687618153569. ID Lattes: 4302687618153569.
Possui graduacdo em Biologia e Quimica pela Universidade Federal de Tomsk (1978),
mestrado em Biologia e Quimica pela Universidade Federal de Tomsk (1981) e doutorado em
Citogenética pelo Instituto de Citologia e Genética (1989). Reconhecimento pela Universidade
de Sé&o Paulo de Titulo de Doutor em Ciéncias - area Biologia (Genética) em 2004. Obteve
Livre-Docéncia em Ciéncias Biologicas pela Academia de Ciéncias da Russia em 1994.
Atualmente ela é a diretora do Laboratério de Genética do Instituto Butantan e Pesquisadora
nivel VI do Instituto Butantan. Ela tem uma vasta experiéncia, lideranga, e treinamento em
Biologia Celular, especificamente na area de obtencéo, caracterizagdo e produgédo em alta
escala de diversos tipos das celulas tronco embrionarias e pluripotentes induzidas, assim
como adultas - mesenquimais e células tronco germinativas. Seu foco atual é a medicina
translacional utilizando celulas tronco imaturas de polpa dentaria humanas em doencas
neurodegenerativas e hematopoieticas. Além disso, ela atua na area de toxinas - peptideos
penetrantes de células, tais como a crotamina isolada do veneno das serpentes brasileiras
e utilizada como o marcador de células proliferamente ativas, de ciclo celular, assim como
carreador de DNA/ RNA ou outras moléculas biologicamente ativas para o interior das células.
Ela publicou mais de 90 artigos cientificos, 20 capitulos de livros e produziu cinco patentes,
trés delas ja foram concedidas. Ela também atuou como palestrante principal em eventos
cientificos nacionais e internacionais e recebeu varios prémios. (Texto informado pelo autor)

ALVARO ROSSAN DE BRANDAO PRIETO DA SILVA - Enderego para acessar este CV:
http://lattes.cnpq.br/2277174467541698. ID Lattes: 2277174467541698. Possui graduacéo
em Medicina Veterinaria pela Universidade de Sao Paulo (1991) e doutorado em Ciéncias
Bioldgicas (Bioquimica) pela Universidade de S&o Paulo (2002). Atualmente é pesquisador
cientifico do Instituto Butantan, onde é vice-diretor do Laboratério de Genética. Atua nade
Bioguimica, com énfase em Biologia Molecular e Quimica de Proteinas. Os principais
interesses de investigacdo compreendem: os polipeptideos bioativos, toxinas animais e
seu alvos, receptores celulares e seus ligantes; a interacdo molecular; a tecnologia do DNA
recombinante: clonagem e expresséao, bibliotecas de cDNA de organismos pegonhentos,
RT-PCR. Andlise e produgao de antigenos e imunobioldgicos. Atuando principalmente
nos seguintes temas: toxinas, neurotoxinas, clonagem purificagcdo de proteinas, antigenos
recombinantes e sorologia. Crotalus, Micrurus, Cnidiarios, Himenépteros. (Texto informado
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pelo autor)

INACIO DE LOIOLA MEIRELLES JUNQUEIRA DE AZEVEDO - Bolsista de Produtividade
em Pesquisa do CNPqg - Nivel 2. Endereco para acessar este CV: http://lattes.cnpq.
br/9499590129608919. ID Lattes: 9499590129608919. Possui graduacdo em Ciéncias
Biologicas pelo Instituto de Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo (1998), doutorado
em Biologia e Genética pela Universidade de Sdo Paulo (2003) e pds-doutorado na éarea
biotecnologica pelo Instituto Butantan (2004). Atualmente & Pesquisador Cientifico do Instituto
Butantan, sendo diretor do Laboratério de Toxinologia Aplicada. Tem experiéncia nas areas
de genOmica, transcriptdbmica e biologia molecular em geral, com énfase em sequenciamento
de DNA em larga escala. Atua principalmente nos seguintes temas: analises 6micas de
venenos animais e de seus efeitos, evolugdo de venenos de serpentes, bioquimica de toxinas
e biotecnologia. (Texto informado pelo autor)

ANDRE JUNQUEIRA ZAHARENKO - Endereco para acessar este CV: http://lattes.cnpqg.
br/3955659940007123. ID Lattes: 3955659940007123. Graduado em Ciéncias Biologicas
pela USP (2000) e Doutor em Fisiologia Geral pelo Instituto de Biociéncias da USP em 2007.
Atuacao na area de Toxinologia Marinha, principalmente em neurotoxinas de anémonas do
mar. Dedicou-se ao isolamento e determinagéo estrutural de peptideos e compostos de baixa
massa molecular (utilizando técnicas cromatograficas e de biologia molecular, bem como
espectrometria de massas) e da caracterizacéo dos efeitos biologicos, através de experimentos
eletrofisiologicos. Possui em andamento colaboragbes com outros grupos estrangeiros
visando a determinacéo estrutural e andlise de estrutura-fungéo de peptideos que interagem
com canais ibnicos, bem como a investigacéo de aspectos biofisicos que regem a atividade
de canais modulados por toxinas. Realizou de 2011-2015 (p6s-doc) a analise transcriptdmica
de toxinas destes organismos através de técnicas de sequenciamento de DNA de nova
geragdo. Atualmente atuando na industria farmacéutica (Novartis Corporation) na posi¢ao de
MSL (Medical Scientific Liaison), na area de oncologia (tumores sélidos). Responsavel pela
prospecgédo de Centros de Pesquisa Clinica e implementagdo de protocolos de pesquisa
clinica em diversos hospitais e servigos publicos pelo pais. Bem como discussédo de racional
molecular de novas drogas no segmento, com stakeholders externos e internos e lideres de
opinidao em oncologia. (Texto informado pelo autor)
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