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RESUMO

As anémonas marinhas sd3o animais invertebrados exclusivamente aquaticos que apresentam
uma notavel diversidade bioquimica associada a mecanismos de defesa e predagao, tornando-
se fontes promissoras para a descoberta de moléculas com potencial terapéutico. Dentre essas,
a Bunodosoma caissarum, espécie endémica da costa brasileira, foi recentemente caracterizada
por abordagens multidmicas, revelando um repertorio complexo de polipeptideos expressos nos
tentaculos e no muco, muitos deles com similaridade estrutural a toxinas conhecidas, enquanto
uma parcela significativa ndo apresenta homologia com sequéncias previamente descritas.
Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo a caracterizagdo inicial estrutural e
biologica de um peptideo identificado em abundancia no muco, que apresenta caracteristicas
compativeis com toxinas peptidicas. Para isso, foram empregadas abordagens integradas de
predi¢do estrutural in silico, andlise conformacional e ensaios biologicos. Os resultados
indicaram que o peptideo possui conformacdo compativel com estruturas secundarias, ndo
apresentando efeitos hemoliticos ou citotoxicos significativos, mas promovendo alteragdes
comportamentais em modelos experimentais aquaticos, como no microcrusticeo Artemia
salina e no Danio rerio (zebrafish). Esses achados sugerem um possivel papel neuroativo e
reforcam o potencial das toxinas de anémonas marinhas como candidatas para estudos

funcionais e aplicagdes biotecnoldgicas futuras.

Palavras chave: Anémonas marinhas; Bunodossoma caissarum; atividade bioldgica; peptideos

marinhos; toxinas marinhas.
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1. INTRODUCAO

Durante o curso da evolugdo, a estratégia de producdo de veneno prosperou em pelo
menos cem vezes de modo independente em oito filos, abrangendo desde invertebrados como
anelideos, artropodes, cnidarios, moluscos, nematoides e equinodermos, até vertebrados como
serpentes, lagartos, peixes, musaranhos e ornitorrincos, sendo estimado um nimero em torno
de 220.000 espécies venenosas no planeta, o que representa cerca de 15% da biodiversidade
animal atual [1-3]. Esta vantagem funcional foi otimizada evolutivamente para desempenhar
trés fungdes principais: predagdo, defesa e dissuasao de competidores, juntamente com fungdes
secundarias como imunomodulagdo e comunicagdo sexual [2].

Dentre as espécies que desenvolveram essa capacidade de produzir veneno,
destacam-se as anémonas marinhas, animais invertebrados pertencentes ao filo Cnidaria e a
classe Anthozoa, que habitam estritamente ambientes aquaticos. Possuem morfologia simples
e distinta, com corpo cilindrico de tamanho variavel, cuja base ¢ formada por um disco pedal
utilizado para fixagdo em superficies como rochas ou substratos do fundo do mar. O corpo
principal, denominado coluna, pode ser liso ou apresentar verrugas e papilas e, no topo do
cilindro, ao redor da abertura oral, encontram-se numerosos tentaculos dispostos em um ou
mais circulos. Esses tentaculos sdo dotados de células urticantes chamadas cniddcitos, que
contém nematocistos, estruturas especializadas utilizadas tanto para defesa quanto para captura
de presas [4,5].

Devido a essa morfologia, a locomog¢ao das anémonas ¢ geralmente limitada e lenta.
Elas podem se deslocar por meio de contragdes musculares associadas a secrecao de muco pelo
disco pedal. Em determinadas condi¢des ambientais, algumas espécies podem se desprender do
substrato e nadar utilizando movimentos ondulantes dos tentaculos e da coluna, embora esse
comportamento seja raro. Outras estratégias incluem a inflagdo do corpo com &gua para
flutuagdao e deslocamento pela correnteza, ou a contracao rapida do corpo para pequenas
mudangas de posigao [6,7].

Nesse contexto, o veneno das anémonas desempenha papel crucial em sua
sobrevivéncia, sendo fundamental para a imobilizacdo de presas e facilitando sua ingestdo.
Além disso, o veneno atua como importante mecanismo de defesa contra predadores, podendo
causar dor, paralisia ou até morte, o que desencoraja ataques. O veneno também estd envolvido

na competicao por espago e recursos em ambientes marinhos densamente povoados, sendo



utilizado para afastar competidores e garantir areas favoraveis ao crescimento e a reprodugao
[5,7].

Entre essas espécies produtoras de venenos, destaca-se a anémona marinha
Bunodosoma caissarum (B. caissarum), espécie endémica da costa brasileira. Apesar de sua
relevancia ecologica e bioldgica, apenas nove toxinas dessa espécie haviam sido previamente
caracterizadas por métodos considerados mais tradicionais de extracdo, separacao,
sequenciamento e avaliacdo de atividade biologica [8,9].

Recentemente, nosso grupo de pesquisa utilizou uma abordagem molecular
integrada para a caracterizagdo do transcriptoma, proteoma e peptidoma de B. caissarum. A
partir dessa estratégia multiomica, foi demonstrada a presenga de um numero elevado de
potenciais toxinas, confirmadas tanto pela deteccdo dos transcritos quanto pela identificagao
das sequéncias polipeptidicas, incluindo modificagdes pos-traducionais [10].

A andlise do transcriptoma dos tentaculos de B. caissarum resultou na anotacao de
23.444 genes, dos quais aproximadamente 1% dos transcritos apresentaram similaridade com
genes de toxinas ou proteinas relacionadas a atividade toxica. A andlise protedmica quantitativa
confirmou consistentemente a identificagao de 430 polipeptideos, sendo 316 mais abundantes
nos tentaculos e 114 no muco, o qual apresentou elevada abundancia de toxinas, principalmente
aquelas com agdo neurotoxica, enzimatica e citolitica. Esses achados indicam que o veneno
dessa espécie apresenta composi¢do complexa e potencial funcional diversificado, reforcando
a necessidade de investigagdes mecanisticas mais aprofundadas [10].

De maneira geral, os principais componentes de venenos animais sao proteinas e
peptideos, frequentemente ricos em pontes dissulfeto, o que lhes confere elevada estabilidade
estrutural e resisténcia a degradagdo proteolitica. Essas caracteristicas, associadas a alta
especificidade por alvos moleculares, tornam essas moléculas particularmente eficientes na
modulacdo de processos fisioldgicos. No caso de B. caissarum, a identificacdo de peptideos
com similaridade a toxinas previamente descritas sugere que mecanismos semelhantes de
interacao molecular possam estar envolvidos em sua atividade biologica [11].

Entre esses mecanismos, destaca-se a modulacdo de canais i0nicos, que
representam um dos principais alvos de toxinas peptidicas. Esses canais sdo proteinas
transmembrana responsaveis pelo controle do fluxo de ions, regulando processos fundamentais
como a excitabilidade celular, a transmissdo sinaptica e a manutencdo do potencial de

membrana. A presenga de peptideos com caracteristicas neurotoxicas em B. caissarum sugere



que a interagdo com esses canais possa constituir um dos principais mecanismos de acdo de
suas toxinas [10,12,13].

Os canais i6nicos podem ser classificados em diferentes tipos, sendo os mais
relevantes os canais de sodio, potassio, calcio e cloreto, cada um desempenhando fungdes
especificas na dindmica celular. Os canais de sddio estdo envolvidos na despolarizagio inicial
do potencial de ag¢do, enquanto os canais de potassio atuam na repolarizacdo € na manutengao
do potencial de repouso. J& os canais de calcio participam de processos de sinalizacdo
intracelular, incluindo a liberagao de neurotransmissores, € os canais de cloreto contribuem para
a estabilizacdo do potencial de membrana e o equilibrio osmoético. A modulagdo desses canais
por toxinas pode resultar em altera¢des significativas na atividade celular, como mudancas na
excitabilidade neuronal e no padrio de resposta fisioldgica [14—16].

As toxinas peptidicas frequentemente se ligam a esses canais € modulam fungdes
biologicas importantes, afetando sinapses e jungdes neuromusculares. Entre os principais alvos
desses peptideos estdo os canais dependentes de voltagem e os receptores nicotinicos.
Dependendo do mecanismo de interagdo, essas toxinas podem alterar o potencial elétrico
celular ou competir pelos sitios de ligagao, atuando como agonistas ou antagonistas [17,18].

Nesse sentido, estudos com toxinas de outras anémonas marinhas tém demonstrado
que peptideos podem interagir com canais dependentes de voltagem e receptores especificos,
atuando como moduladores da atividade elétrica celular. Em B. caissarum, a identificacao de
sequéncias com similaridade a toxinas que atuam sobre canais de potassio, como aquelas do
tipo BDS, bem como peptideos com dominio do tipo Kunitz e Kazal, reforga a hipotese de que
esses canais constituem alvos relevantes para a atividade biologica dessa espécie. Esses achados
destacam a importancia de investigar experimentalmente os efeitos desses peptideos sobre a
funcdo celular, visando elucidar seus mecanismos de agdo [10,17,19-21].

A relevancia funcional dessas toxinas torna-se ainda mais evidente quando se
considera seu potencial biotecnoldgico e farmacologico, especialmente no contexto de espécies
como Bunodosoma caissarum, cujo veneno apresenta uma diversidade significativa de
peptideos ainda pouco explorados. A investigagdo de compostos peptidicos oriundos de
venenos animais tem sido conduzida ha décadas e ja resultou no desenvolvimento de farmacos
aplicados no tratamento de diversas doencas. Nesse sentido, um exemplo relevante ¢
o Dalazatide, um peptideo sintético composto por 37 aminoacidos, originalmente derivado do

veneno de uma anémona-do-mar do Caribe, que atua como inibidor do canal de potassio Kv1.3



em células T de memoria efetora, apresentando atividade imunomoduladora em patologias
como artrite, lapus e psoriase [22,23].

O Prialt (ziconotida) também é um exemplo de farmaco sintetizado a partir da ®-
conotoxina isolada do caracol Conus magus, utilizado no tratamento da dor cronica por
bloqueio de sinais nervosos, sendo um analgésico ndo narcotico de aplicagdo intratecal [24,25].
Destaca-se ainda a Byetta (Exenatida), um andlogo sintético da exendina-4, hormoénio
encontrado na saliva do lagarto Heloderma suspectrum, utilizada no tratamento do diabetes tipo
2 por sua agao agonista do receptor GLP-1 [26,27]. Por fim, o captopril, derivado do veneno da
jararaca brasileira (Bothrops jararaca), ¢ amplamente empregado no tratamento da hipertensao,
cardiopatias crOnicas e nefropatia diabética, atuando como inibidor da enzima conversora de
angiotensina [28,29].

Apesar dessa diversidade de aplicagdes, a composicao dos venenos de anémonas
marinhas permanece menos explorada quando comparada a de outros animais pegonhentos
[8,30]. Entretanto, nas ultimas décadas, o avango de técnicas moleculares em larga escala, como
o sequenciamento de nova geragdo (NGS) para acidos nucleicos [31], a espectrometria de
massas para o sequenciamento de proteinas e peptideos [32] € o uso de ferramentas
bioinformaticas, impulsionou o desenvolvimento das ciéncias Omicas, ampliando
significativamente o conhecimento sobre organismos ndo modelos, incluindo os cnidérios
[31,33].

De forma complementar a essas abordagens, avangos recentes em inteligéncia
artificial tém contribuido de maneira significativa para o estudo estrutural de proteinas e
peptideos, destacando-se o AlphaFold, um modelo computacional baseado em aprendizado
profundo desenvolvido para a predicdo de estruturas tridimensionais de proteinas a partir de
suas sequéncias primarias. Essa ferramenta tem demonstrado elevada acuracia na previsdo de
dobramentos proteicos, inclusive para proteinas ricas em pontes dissulfeto, caracteristica
comum as toxinas peptidicas. O uso do AlphaFold permite inferir informacdes estruturais
relevantes, como conformagdo espacial, acessibilidade de residuos e possiveis regides de
interagdo com alvos moleculares, contribuindo para a compreensdo funcional das toxinas e
auxiliando na sele¢do de candidatos para estudos experimentais e aplicagdes biotecnoldgicas
[34].

Como resultado da integracdo dessas abordagens Omicas e computacionais, 0O
aumento das pesquisas envolvendo animais marinhos, incluindo B. caissarum, tem ampliado as

possibilidades de compreensdo de seus mecanismos predatorios e de defesa [30]. Ademais, a
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elevada complexidade do conjunto de peptideos identificados nessa espécie sugere um
expressivo potencial para aplicacdes terapéuticas e para o desenvolvimento de novos farmacos.

Nesse cendrio, diferentes ensaios podem ser empregados, tanto in vivo quanto in
vitro, para a confirmagdo da atividade biologica dessas moléculas, abrangendo analises
bioquimicas, moleculares, comportamentais e fisioldgicas. Entre os ensaios in vivo, destacam-
se 0s comportamentais, uma vez que toxinas frequentemente afetam o sistema nervoso,
ocasionando alteragdes de movimento e de resposta a estimulos, o que permite inferir seus
possiveis mecanismos de acdo. A associacdo dessas andlises com avaliacdes fisioldgicas
contribui para uma compreensdo mais abrangente das altera¢cdes induzidas pelas toxinas em
organismos vivos [35-37].

Diversos modelos experimentais podem ser utilizados em estudos in vivo, incluindo
Artémia (Artemia salina) e o zebrafish (Danio rerio). O uso da artémia (Artemia salina) e de
outros modelos experimentais invertebrados tém sido amplamente empregados como
ferramentas complementares em estudos de triagem toxicologica e avaliagdo de atividade
biologica. A artémia ¢ um microcrustaceo amplamente utilizado e destaca-se por seu baixo
custo, facilidade de cultivo, rapido ciclo de vida e elevada sensibilidade a compostos bioativos,
sendo considerada um modelo eficiente para andlises preliminares de toxicidade e bioatividade
[35,38-40].

Paralelamente, modelos experimentais vertebrados como o zebrafish (Danio rerio)
apresentam maior complexidade fisiologica e neurologica, possibilitando a avaliagdo de efeitos
sistémicos, comportamentais e mecanisticos em niveis mais proximos a organizacdo dos
vertebrados superiores. Dessa forma, a utilizacdo combinada de artémia e zebrafish configura
uma abordagem integrada e racional, na qual ensaios iniciais em invertebrados orientam
aselecdo de compostos para andlises mais aprofundadas em vertebrados, otimizando a
avaliacao biologica das toxinas [36,38,39].

As andlises bioquimicas e moleculares envolvem uma série de ensaios aplicaveis a
extratos proteicos de o6rgdos ou linhagens celulares, permitindo a avaliagcdo de diferentes vias
de sinalizacdo, como estresse oxidativo, morte celular e alteragdes metabolicas. Apds a
exposi¢do as toxinas, ¢ possivel investigar efeitos celulares em multiplos niveis, desde a
expressao génica e proteica até a atividade enzimatica e a quantificagdo de neurotransmissores
e metabolitos [4,8].

Dessa forma, pesquisas voltadas a caracterizacdo estrutural e a avaliagdo da

atividade biologica de toxinas extraidas da anémona marinha B. caissarum apresentam elevada
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relevancia cientifica e potencial aplicacao biotecnologica. Essas toxinas possuem propriedades
bioativas que podem ser exploradas no desenvolvimento de novos farmacos, agentes
terapéuticos ou como ferramentas para estudos em neurobiologia e farmacologia molecular. A
compreensao de sua estrutura molecular e de suas interagdes bioldgicas nao apenas amplia o
conhecimento sobre a biologia marinha, mas também abre novas perspectivas para a

biotecnologia marinha sustentavel e para a descoberta de compostos bioativos inovadores.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

O presente estudo teve como objetivo a caracterizagdo inicial da estrutura e
atividade biologica de um peptideo identificado em abundancia no proteoma e peptidoma dos
tentaculos ¢ do muco da anémona marinha Bunodosoma caissarum, visando explorar seu

possivel potencial terapéutico, com énfase em sua possivel acao neuronal.

2.2 Especificos

a) Confirmar a representatividade do peptideo candidato a partir da integracao de dados
Omicos previamente obtidos nos tentaculos e muco de B. caissarum.

b) Caracterizar estruturalmente o peptideo, visando a compreensdo de aspectos
conformacionais associados a sua atividade bioldgica.

¢) Avaliar a atividade bioldgica e o potencial toxico/neuroativo do peptideo em modelos
biologicos experimentais através de analises comportamentais.

d) Investigar os efeitos citotoxicos do peptideo em células neuronais.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Analise da eficiéncia de cobertura da sequéncia peptidica em diferentes métodos de

preparo de amostra para proteoma e peptidéomica.

As sequéncias de interesse do peptideo, foram previamente identificadas em
trabalho anterior desenvolvido pelo nosso grupo [10]. Neste estudo, analisou-se a eficiéncia de
cobertura da sequéncia do gene e de seu produto proteico por diferentes estratégias de preparo
de amostras, com o objetivo de definir a melhor versdo da sequéncia a ser sintetizada. Para isso,
foram utilizadas fragdes proteicas e peptidicas obtidas a partir de tentaculo e muco, por meio
de extragdo térmica, centrifugacdo e filtragdo por membranas de ultrafiltragdo com ponto de
corte de 10 kDa. Trés protocolos distintos foram comparados: (1) a fragao proteoma (retida >10
kDa), submetida a reducdo com DTT, alquilagdo com IAA e digestdo com tripsina; (2) a fragdo
peptidoma (filtrado <10 kDa), também tratada com reducgao, alquilag¢ao e digestao com tripsina;
e (3) a fragdo peptidoma reduzida e alquilada, mas sem digestdo enzimatica, preservando os
peptideos enddgenos.

As amostras resultantes foram analisadas por espectrometria de massas acoplada a
cromatografia liquida (nanoLC-MS/MS) e os dados obtidos processados no software PEAKS
para identificagdo e avaliacdo da cobertura das sequéncias (Figura 1). A partir das imagens
espectrais geradas, foi possivel comparar a eficiéncia dos diferentes métodos de preparo na

identificacdo do peptideo PEP-1 e, assim, selecionar a sequéncia mais adequada para sintese.
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Figura 1. Esquema dos diferentes preparos de amostras do tentdculo e muco de B. caissarum

para obtencao das sequéncias por nanoLC-MSMS. Imagem criada no BioRender.com

3.2 Sintese quimica dos peptideos

O peptideo foi sintetizado em fase sélida pelo método Fmoc, com desprotecao do
grupo amina em solucdo de 20% 4-metilpiperidina em DMF por 20 minutos e lavagens
subsequentes. O acoplamento foi realizado pela ativacdo do grupo carboxila do Fmoc-
aminoacido com DIC/HOBt sob agita¢do por 2 h. Apds cada etapa, foi efetuado um teste de
ninidrina para confirmagdo da reagdo esperada (Kaiser et al., 1970). Utilizou-se resina Rink
Amida com grau de substituicao de 0,61 mmol/g, em escala de 0,2 mmol e excesso de duas

vezes para cada aminoacido. A clivagem dos peptideos foi realizada em solugdo de TFA
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(Merck®), conforme catalogo Novabiochem (2014) (Tabela 1), sob agitagdo branda por 2 h, na
propor¢ao de 10 mL de solugdo para cada 1 g de resina. Depois, foi feita a precipitacao do
peptideo e da resina com éter etilico gelado. Ao final, o peptideo foi dissolvido com uma
solugdo contendo Solugdo A (0,045% de TFA em 4gua ultrapura) e Solugdo B (0,036% de TFA
em acetonitrila) e propor¢do 1:1 e a mistura foi centrifugada para separar a resina. O

sobrenadante resultante contendo o peptideo foi liofilizado.

Tabela 1. Método de clivagem de acordo com catalogo Novabiochem (2014)

Cadigo Sequéncia Método de Clivagem
LF2502 TLASSIQCVGKCKIKTSSGQCRTDLR  94% TFA
CMLANKGAS 2,5% EDODT
2,5% agua deionizada
1% TIS

3.2.1 Purificacio e caracterizacio do peptideo sintetizado por cromatografia liquida de

alta eficiéncia (CLAE/HPLC)

O peptideo foi inicialmente analisado em cromatdgrafo Shimadzu, em coluna
analitica C18 de fase reversa (0,46 x 25 cm, Kromassil), em gradiente de 5%—95% de Solugao
B por 30 min, com fluxo de 1 mL/min, permitindo determinar o tempo de retencdo e a afinidade
do peptideo pela fase movel; essas informagdes foram utilizadas para definir o método de
purificacdo, variando aproximadamente de 20% a menos até 20% a mais da porcentagem de
Solucdo B indicada pelo tempo de retencdo, em no minimo 90 min. As purificagdes foram
realizadas em modo semipreparativo em CLAE Shimadzu, com coluna C18 de fase reversa (2,1
x 25 cm, Phenomenex) e fluxo de 5 mL/min, conforme descrito na Tabela 2. O grau de pureza
das fracdes foi avaliado em cromatografo Shimadzu, em coluna analitica C18 de fase reversa
(0,46 x 25 cm, Kromassil), seguindo o mesmo protocolo utilizado para andlise das fracdes
brutas. Foi considerado como puro as fracdes com 90% ou mais do material de interesse. As
solugdes empregadas na purificacdo e verificagdo da pureza foram Solugdo A (0,045% de TFA

em agua ultrapura) e Solugdo B (0,036% de TFA em acetonitrila).
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Tabela 2. Protocolo de purificagdo de cada pepetideo

Codigo Tempo de % de Método de Purificacio
Retencao Soluciao B
(min)
LF2502 13,7 ~41 10 a 45% de Solucdo B em 150 min

3.3 Analises Estruturais

3.3.1 Busca de similaridade em banco de dados

A sequéncia peptidica selecionada foi submetida a andlises de similaridade
utilizando a ferramenta BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool for Proteins), disponivel
na plataforma online do National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). As buscas foram realizadas contra o banco de dados nao

redundante (nr) de proteinas, utilizando os parametros padrdo do algoritmo. Foram
consideradas significativas as similaridades com valores de identidade superiores a 30% e com
e-value < le5. Esta abordagem teve como objetivo investigar homologia com proteinas
conhecidas, permitindo inferir possiveis funcdes bioldgicas associadas as sequéncias

analisadas.

3.3.2 Analises in silico da conformaciao estrutural do peptideo

Primeiramente, para a predi¢do da estrutura primaria do peptideo foi utilizado o
software PepDraw (Freeman, 2015), considerando como parametros o N-terminal na forma
NH:, o C-terminal na forma CONH: e pH 7,0. Ja a estrutura secundaria foi conduzida por meio
do software PEP-FOLD4 (Rey et al.,, 2023), adotando-se as seguintes condi¢des: pH do
solvente igual a 7, for¢a idnica de 1 mM e sem bloqueio das extremidades.

Adicionalmente, a titulo de comparagdo a sequéncia peptidica também foi

submetida ao servidor AlphaFold (https://alphafold.ebi.ac.uk/). Esse sistema utiliza redes
neurais profundas treinadas com dados estruturais do banco Protein Data Bank (PDB) e ¢é capaz
de prever com alta acurécia a conformacdo 3D de proteinas e peptideos com base apenas na
sequéncia de aminoacidos. A qualidade do modelo gerado foi avaliada por meio do escore
pLDDT, que indica a confiabilidade da predi¢do residuo a residuo, e pela matriz de erro

posicional esperado (Predicted Aligned Error). Essas métricas foram complementadas com
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validagdo estereoquimica por meio de Ramachandran plot, permitindo confirmar a qualidade

conformacional da estrutura predita.

3.4 Dicroismo circular

O experimento foi conduzido em colaboragao com o Departamento de Biofisica da
Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP). O espectro de dicroismo circular do peptideo
sintético foram obtidos utilizando o espectropolarimetro Jasco J-710. As andlises foram
realizadas a 25 °C, em cubeta de quartzo com caminho optico de 1 mm. As leituras espectrais
foram registradas no intervalo de 190 a 260 nm, com incremento de 1 nm e tempo de integragao
de dois segundos por ponto. Foram realizadas quatro medigdes, cujos espectros foram
posteriormente promediados com subtracao do background correspondente. A estimativa do
conteiido de estruturas secundarias foi realizada por meio da deconvolugdo dos espectros

utilizando o software CDNN [41].

3.5 Anilise Comportamental

3.5.1 Preparo e analise com nauplios de Artemia salina

Para o ensaio in vivo também foram utilizados nauplios de Artemia. Os cistos dessa
espécie foram cultivados em dgua artificial com uma salinidade de 15% e aeracdo constante.
ApoOs 24 horas, os individuos eclodidos foram separados em uma placa de 96 pogos contendo
50 pl do meio de cultivo e filmados por 3 minutos. Os mesmos individuos foram expostos a
diferentes concentracdes dos peptideos sintéticos (50uM, 100 uM e 200 uM) e filmados
novamente para realizar andlise de comportamento através de parametros como: distdncia

percorrida, area explorada e velocidade de nado, utilizando o software ToxTrac.
3.5.2 Preparo e analise com Zebrafish

3.5.2.1 Manutencao dos Zebrafish

Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), sob
o protocolo n® 07/2025 (Anexo A), e conduzidos de acordo com as normas do Conselho

Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA) e da legislagdo brasileira vigente.
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Peixes zebra adultos foram mantidos no Laboratério de Peptideos e Proteinas
Marinhos da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP), em aquéarios de
vidro com capacidade de 3 e 20 litros, equipados com sistemas de filtragdo biologica e
mecanica. A temperatura da agua foi mantida constante a 28 + 1°C, e o fotoperiodo controlado
(14 horas de luz e 10 horas no escuro). Parametros da qualidade da agua, incluindo pH (7.0-
7.5), niveis de amonia (< 0.01 ppm) e temperatura, foram monitorados diariamente para
assegurar um ambiente adequado. Quando necessario foram realizados monitoramento de cloro

e salinidade.

3.5.3 Registro da Analise Comportamental

A atividade locomotora dos modelos experimentais e controle foi monitorada
individualmente por 5 minutos utilizando um sistema de rastreamento automatizado, o ToxTrac
[42]. Parametros como distancia percorrida, velocidade média, taxa de exploracdo foram
registrados antes e apos a exposicao as solucdes. Para gravagdo dos videos, cada animal foi
transferido cuidadosamente aos aquarios de 3 L com 4gua na temperatura e pH iguais ao do
ambiente prévio de teste, no mesmo periodo do dia para que nao houvesse variagdo
cronobioldgica. As imagens obtidas foram armazenadas em formato MP4 para posterior analise
de comportamento geral dos animais, exploragao do ambiente e locomog¢ao através do ToxTrac.

Para avaliacao foram removidos ou suavizados artefatos ¢ dados invalidos. Foi
realizado o calculo da distancia total percorrida, da velocidade média e taxa de exploragdo dos
animais durante o periodo de observagdo. As medidas obtidas foram planilhadas para um
comparativo do basal vs. apds exposicao entre grupo controle e grupo exposto. Conjuntamente,
a analise dos trajetos de natagdo, incluindo frequéncia e duragao de comportamentos como
exploragdo do fundo do aquario ou permanéncia na superficie foram anotados. A quantificagao
do tempo total em que os zebrafish permanecerem imoveis também foi calculada a fim de
indicar possivel sedagdo ou letargia.

Todos os dados obtidos passaram para a Analise Estatistica. A aparéncia fisica,
como coloracdo, forma corporal e presenca de lesdes, foram observadas e registradas

diariamente em todos os grupos durante o periodo de Analise.

3.5.4 Injecoes, monitoramento e eutanasia

Os zebrafish foram divididos aleatoriamente em grupos controle e experimentais (1

ug/g e 10 ug/g), cada grupo foi composto por 12 peixes. Os grupos foram colocados em
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aquarios separados e, primeiramente, monitorados para delinear sua atividade natural e a
distancia média percorrida por cada grupo, como citado acima. Em seguida, os grupos
experimentais foram injetados com suas respectivas solugdes de teste nas doses determinadas.

O grupo controle foi exposto apenas ao veiculo (Solucao Fisiologica). Para a
inje¢do das solugdes os peixes foram anestesiados por imersdao em 90-100 mg/L de Tricaina
(MS-222). Aos sinais de anestesia, como perda do nado e auséncia de resposta a estimulo tatil,
os peixes foram retirados dos aquarios e colocados em cima de uma esponja embebida com
agua e pesados para calculo e aplicacdo da inje¢do intraperitoneal com agulha 30-33G,
administrando-se 3,16 pL. do peptideo diluido em solugdo fisioldogica na regido ventral,
posterior as nadadeiras peitorais. Apds a inje¢do, os peixes foram imediatamente transferidos
para aquarios com agua limpa e oxigenada para recuperacdo e monitoramento por 1-2 horas
(avaliacao aguda) e até 48 horas (efeitos subletais). A cada 24 horas apds inje¢do, foi feito o
registro de comportamento através de filmagens de 5 min de cada peixe de cada grupo.

Os peixes que nao apresentaram mortalidade nesse periodo, foram submetidos a
eutanasia — ap0s ultimo registro de imagens com 48 horas — por imersao em solugdo de tricaina
a 0,003% (300mg/L) com pH ajustado, por no minimo 10 minutos apds parada opercular.

Confirmagao por auséncia de reflexo.

3.6 Avaliacao do efeito citotéoxico e hemolitico em células

3.6.1 Cultura de células

Células Neuro2A foram mantidas em estufa a 37°C (atmosfera contendo 95% de ar
e 5% de CO2) em meio DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium, Gibco®, Grand Island,
NY, USA) acrescido de 100.000 unidades/L de penicilina, 0,1 g/L de estreptomicina e 10% de
soro fetal bovino (Gibco®, Grand Island, NY, USA).

3.6.2 Ensaio de Viabilidade Celular do MTT

Ao atingirem 60 a 80% de confluéncia (24 horas), as células foram lavadas com
PBS e incubadas com diferentes concentragdes dos peptideos diluidos em meio DMEM, sem
soro com antibioticos (100.000 u/L de penicilina e 0,1 g/L de estreptomicina) de 6 a 24 horas.
Ap6s este periodo, foi acrescido uma solugdo estoque de MTT 5 mg/ml equivalente a 10% do
volume do meio e incubadas em estufa a 37 °C por 1 hora. O meio foi removido e substituido

por solugdo de alcool isopropilico/HCI no mesmo volume, para dissolu¢do dos cristais. As
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placas foram agitadas vigorosamente em shaker por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado e
aplicado em placas transparentes de 96 pogos. A leitura da absorbancia a 570 nm foi realizada
em espectrofotometro SpectraMax M2e (Molecular Devices, EUA). O teste MTT (3- (4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2-,5-diphenyltetrazolium bromide) baseia- se na redugdao dos sais
amarelos de tetrazélio por redutases mitocondriais de células metabolicamente ativas. Formam-
se, intracelularmente, cristais azuis que sdo solubilizados e posteriormente analisados por

espectrofotometria UV/visivel.

3.6.3 Teste de Hemolise

As amostras de sangue periférico de humanos foram coletadas, utilizando um
dispositivo de coleta a vacuo com adaptador e agulha 22G e tubos de Citrato de Sodio 3,2%.
Em seguida, centrifugadas a 1700x g por 5 minutos [43]. Pds centrifugacdo, o sobrenadante foi
retirado e foi adicionado 2 mL de PBS com pH 7. A lavagem foi repetida trés vezes até que o
sobrenadante ficar limpo. Apos a tltima aspiragdo, o pellet resultante foi diluido na propor¢ao
de 1:100 em PBS com pH 7 para obter uma suspensao de eritrocitos a 1%.

As células foram expostas a diferentes concentragdes do peptideo (50 , 25, 12,5,
6,25 uM), em triplicata, e incubadas a 37 °C por 60 minutos. Apods a incubagdo, as placas ou
tubos foram centrifugados a 1700x g por 5 minutos e, posteriormente, 50 pL dos sobrenadantes
foram transferidos para placas de 96 pogos transparentes de fundo plano. Por fim, a absorbancia
foi medida a 405 nm em um espectrofotometro. Para controle positivo foi utilizado solucao
Triton X-100 a 10% e como controle negativo PBS pH~7. Os valores obtidos das amostras
tratadas com o composto de ensaio (OD teste) foram normalizados em relagdo aos controles
positivo (100% lise; OD positivo) e negativo (ndo tratado; OD negativo), a fim de calcular a

razao de hemolise. Os resultados das razdes passaram por Analise Estatistica.

3.7 Analise Estatistica

Os dados obtidos nos ensaios comportamentais em zebrafish e artémia,
citotoxicidade em linhagem de célula neuronal e teste de hemodlise em hemadcias foram

submetidos a andlise estatistica utilizando o software GraphPad Prism (versdao 8, GraphPad
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Software, EUA). Os resultados foram expressos como média + desvio padrao (DP), sendo
adotado p < 0,05 como nivel de significancia.

Para o zebrafish, os pardmetros locomotores (velocidade média, aceleragdo média,
distancia percorrida e taxa de exploracdo) foram analisados considerando o desenho
longitudinal do experimento, no qual cada animal foi avaliado nos tempos pré-injecao, 24 h e
48 h pos-injecdo. Devido a variabilidade basal interindividual, cada animal foi considerado
como seu proprio controle.

Os dados foram analisados por ANOVA de uma via com medidas repetidas,
considerando o tempo como fator intra-sujeito, com corre¢do de Geisser—Greenhouse quando
necessario, seguida do teste de Dunnett para comparagao em relagdo ao valor basal.

Para a artémia, os mesmos parametros comportamentais foram avaliados antes e
apos a adigdo do peptideo ao meio de cultivo, no mesmo dia experimental, sendo o grupo salina
utilizado como controle. Os dados foram analisados por ANOVA de uma via com medidas
repetidas, considerando o tempo como fator intra-sujeito, seguida do teste de Dunnett para
comparagdo com o respectivo valor basal.

No ensaio de viabilidade celular e ensaio de hemolise, os dados foram analisados
por ANOVA de uma via seguida do pos-teste de Dunnett, comparando os grupos tratados com
o grupo controle. A viabilidade celular foi expressa como porcentagem em relagdo ao grupo

controle (definido como 100%).
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4. RESULTADOS

4.1 Eficiéncia de cobertura da sequéncia peptidica identificada utilizando diferentes

métodos de preparo de amostras

A sequéncia génica obtida a partir da analise do transcriptoma, composta por 63
aminoacidos, foi avaliada quanto a extensdo da cobertura por espectrometria de massas em
diferentes condigdes experimentais. Inicialmente, observou-se a auséncia de fragmentos
correspondentes a por¢do N-terminal da sequéncia, compreendendo aproximadamente os
primeiros 26 a 28 aminodacidos, tanto nas amostras de tentdculo quanto nas de muco. Além
disso, o numero de fragmentos peptidicos identificados nas amostras de tentaculo foi inferior
ao observado no muco (Figura 2, peptideos destacados com uma linha azul), indicando que,
apos o estimulo, o muco apresentou maior enriquecimento de fragmentos peptidicos derivados
desse transcrito.

A andlise das sequéncias peptidicas identificadas por espectrometria de massas nas
fragdes do proteoma e peptidoma de tentdculos e muco, previamente reduzidas com DTT,
alquiladas com IAA e digeridas com tripsina, revelou cobertura incompleta, com
predominancia de fragmentos curtos (Figura 2, A e B). Em contraste, nas fracdes de proteoma
e peptidoma que foram apenas reduzidas e alquiladas, sem digestdo por tripsina, foi possivel
observar cobertura completa da regido C-terminal, com identificacdo de fragmentos maiores,

que correspondem as sequéncias naturalmente geradas in vivo (Figura 2, C).
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Figura 2. Sequéncias peptidicas obtidas por diferentes métodos de preparo de amostra de
tentaculo e muco. A: muco fragcdo do proteoma (reduzido, alquilado e tripsinizado); B: muco
fragcdo do peptidoma (reduzido, alquilado e tripisinizado); C: muco fracdo do peptidoma

(reduzido e alquilado, porém sem tripsinizagao).

Assim, o método utilizando apenas reducao e alquilacdo, sem clivagem enzimatica,
foi o mais eficaz para a deteccdo da sequéncia completa do peptideo alvo. Para as andlises
seguintes, foi escolhido o maior fragmento detectado com 35 aminodcidos de tamanho

(sequéncia: TLASSIQCVGKCKIKTSSGQCRTDLRCMLANKGAS).

4.2 Similaridade

A analise de similaridade realizada por meio da ferramenta BLASTp demonstrou
alinhamento da sequéncia peptidica candidata com proteinas nao caracterizadas do cnidario
Actinia tenebrosa. Os melhores alinhamentos foram observados com as isoformas X1 e X2 da
proteina LOC116301422, apresentando aproximadamente 55% de identidade, 69% de residuos
positivos e baixo nimero de gaps, conforme demonstrado na Figura 3A e Figura 3B.

Observou-se ainda a conservagdo de residuos de cisteina ao longo das regides
alinhadas, evidenciada na Figura 3C, sugerindo manutencdo de elementos estruturais

potencialmente associados a estabilizagao conformacional. Apesar da similaridade moderada,
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as proteinas correspondentes encontram-se anotadas como “ndo caracterizadas” em banco de

dados, nao sendo possivel inferir fungdo bioldgica direta a partir desses alinhamentos.

A uncharacterized protein LOC116301422 isoform X1 [Actinia tenebrosa]
Sequence ID: XP_031566334.1 Length: 146 Number of Matches: 1

Score Expect Method Identities Positives Gaps

65.1 bits(157) 2e-11 Compositional matrix adjust. 36/66(55%) 46/66(69%) 5/66(7%)

Query 1 MKQLIKFLIVAILIANTLANDEDVP----AKRTLASSIQCVGKCKIKTSSGQCRTDLRCM 56
MKQLI LIVA+LIAN+LA D AKR LAS I C+G+CK+K S G+C TD +C+
Sbjct 45 MKQLIVLLIVAVLIANSLAIPRDYIEGXLAKRNLASGISCIGECKVKDSHGRCVTDAKCL 104

Query 57 L-ANKG 61
+ N+G
Sbjct 105 IDKNRG 110

B uncharacterized protein LOC116301422 isoform X2 [Actinia tenebrosa]
Sequence ID: XP_031566335.1 Length: 110 Number of Matches: 1

Score Expect Method Identities Positives Gaps

65.9 bits(159) 7e-12 Compositional matrix adjust. 36/66(55%) 46/66(69%) 5/66(7%)

Query 1 MKQLIKFLIVAILIANTLANDEDVP----AKRTLASSIQCVGKCKIKTSSGQCRTDLRCM 56
MKQLI LIVA+LIAN+LA D AKR LAS I C+G+CK+K S G+C TD +C+
Sbjct 45  MKQLIVLLIVAVLIANSLAIPRDYIEGXLAKRNLASGISCIGECKVKDSHGRCVTDAKCL 104

Query 57 L-ANKG 61
+ N+G
Sbjct 165 INKNRG 110

Query_1242125 1 KQLIKFLIVAILIANTLANDEDVP KRTLAS 32
C XP_0931566335.1 1 MLTY HLPERF ASNFQEKPEL SFSFQETLQQKMKQLIVLLIVAVLIANSLAIPRDYIEGXLAKRNLAS 80

P 566334 1 Y1 HLPERPIAEQASNFQEKPEL SFSFQETLQQKMKQLIVL VLIANSLAIPRDYIEGXLAKRNLAS 8@

Query_1242125 33  SIQCVGKCKIKTSSGQCRTDLRCML-ANKGAS-----===-============-==—————————— 63

XP 6 .1 81 GISCIGECKVKDSHGRCVTDAKCLINKNR 110

XP_031566334.1 81 GISCIGECKVKDSHGRCVTDAKCLIDKNRGKRnlvsgiscigec kvkdshgrcvtdakclinknrg 146

Figura 3. Analise de similaridade da sequéncia peptidica candidata por BLASTp. (A)
Alinhamento com proteina ndo caracterizada LOC116301422 isoforma X1 de Actinia
tenebrosa; (B) alinhamento com a isoforma X2 da mesma proteina; (C) visualizaciao

comparativa das regides conservadas entre as sequéncias.

4.3 Caracterizacao estrutural do peptideo

A andlise in silico no software PEP-FOLD4 sugere que o peptideo apresenta
estruturacdo majoritariamente randomica, com pequenas por¢des em hélice em ambas as

extremidades (Figura 4).
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Figura 4. Predicao da estrutura primaria e secundaria da sequéncia
TLASSIQCVGKCKIKTSSGQCRTDLRCMLANKGAS, geradas respectivamente pelos
softwares PepDraw e PEP-FOLD4.

J& predigdo da estrutura tridimensional do peptideo realizada utilizando o servidor
AlphaFold, apresentou uma conformacdo com a presenca de a-hélices e folhas B (Figura 5),
que sdo elementos estruturais tipicos de peptideos bioativos. A estrutura predita apresenta uma
a-hélice na regidao C-terminal, bem como duas folhas 3 antiparalelas posicionadas no centro da
cadeia polipeptidica. A extremidade N-terminal da molécula apresenta uma regido mais
flexivel, caracterizada por conformagao desorganizada, com potencial mobilidade funcional. A
presenca de residuos de cisteina em posicdes estratégicas também sugere a possivel formacao

de pontes dissulfeto na conformagao nativa.
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Figura 5. Modelo da estrutura tridimensional do peptideo obtida pelo AlphaFold.

Para validar experimentalmente a estrutura secundaria do peptideo, foi realizada
andlise por Dicroismo Circular (CD) no intervalo de 190 a 260 nm (Figura 6). O espectro obtido
apresentou um minimo acentuado em aproximadamente 204 nm, caracteristico de estruturas f.
Adicionalmente, foi observado um pico positivo préximo de 194 nm, o qual é compativel com
a presencga de a-hélices. Um segundo pico positivo, embora mais discreto, foi detectado por

volta de 220 nm, refor¢ando a sugestdo de conteudo helicoidal parcial.
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Figura 6. Curva de absorbancia do peptideo analisado por Dicroismo Circular (CD).

4.4 Testes comportamentais em Artémia salina e zebrafish

Os ensaios comportamentais em Artémia salina foram realizados em triplicata,
utilizando placas de 96 pogos contendo meio salino artificial suplementado com o peptideo nas
concentragdes de 50 uM, 100 uM e 200 uM, com o objetivo de avaliar possiveis efeitos

biologicos dependentes da dose.
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Apos a andlise das imagens e aplicacdo de formula estatistica, foi possivel observar
que as concentragdes de 100 uM e 200 uM resultaram em alteracdes estatisticamente
significativas na velocidade média e distancia percorrida dos nauplios, quando comparado ao
grupo controle (Figura 7, A e B). Ja a concentragcdo de 50 uM, ndo houve alteragdo estatistica

significativa (Figura 7, C).
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Figura 7. Avalia¢do dos parametros comportamentais pelo software ToxTrac sobre as
variaveis de velocidade média, distancia e taxa de exploragdo. A: concentracao de 200 uM; B:

concentracao 100 uM; C: concentragao 50 uM. *: p<0.05; ***: p<0,001.

Nos ensaios com zebrafish a avaliagdo comportamental demonstrou que o grupo
controle tratado com solugdo salina ndo apresentou alteracdes estatisticamente significativas
nos parametros de velocidade média (Vm), distancia percorrida e taxa de exploragdo ao longo
dos periodos avaliados (pré-injegao, 24 h e 48 h), conforme observado na Figura 8A. Os dados
indicam estabilidade locomotora basal, sugerindo auséncia de interferéncia do procedimento de
injecao ou do veiculo experimental.

No grupo tratado com 1 pg/g de PEP-1, observou-se aumento significativo da

velocidade média e da distancia percorrida no periodo de 24 h quando comparado ao momento
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pré-injecao (p < 0,05), seguido de reducdo desses parametros em 48 h, conforme demonstrado
na Figura 8B. A taxa de exploracdo, entretanto, ndo apresentou diferenca estatistica relevante
entre os tempos analisados, indicando que a modulagdo comportamental esteve
predominantemente associada a atividade locomotora e ndo ao padrao exploratorio global.

Ja no grupo exposto a dose de 10 pg/g de PEP-1, ndo foram observadas diferengas
estatisticamente significativas entre os tempos avaliados para velocidade média, distancia
percorrida ou taxa de exploracdo, conforme ilustrado na Figura 8C. Esses achados sugerem

auséncia de efeito locomotor expressivo nessa concentragdo nas janelas temporais analisadas.
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Figura 8. Avaliacao comportamental locomotora de zebrafish apos exposi¢ao ao peptideo
PEP-1. (A) Grupo controle tratado com solugao salina; (B) grupo tratado com 1 pg/g de PEP-

1; (C) grupo tratado com 10 pg/g de PEP-1. Foram analisados os parametros de velocidade
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média (Vm, mm/s), distancia percorrida (mm) e taxa de exploracao (%) nos periodos pré-
injecao, 24 h e 48 h. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrao. O asterisco

indica diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05).

De maneira geral, os resultados indicam que a resposta comportamental apresentou

perfil dose-dependente, com efeito transitorio observado apenas na menor concentragao testada.

4.5 Avaliacao do efeito citoxico em células Neuro2A

Apos tratamento com o peptideo PEP-1 em diferentes concentracdes demonstraram
variacdes dependentes da dose na viabilidade celular, com valores médios variando de 114,6%
a 68,80% em relagdo ao controle (100%). Observou-se que determinadas concentragdes
promoveram redugao significativa da viabilidade celular (p = 0,01), atingindo valores médios
em torno de 72,41% e 68,80%, o que corresponde a aproximadamente 30% de morte celular

quando comparado ao grupo controle (Figura 9).
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Figura 9. Avaliagdo da viabilidade celular em células Neuro2a tratadas com diferentes
concentracoes do peptideo PEP-1, determinada pelo ensaio de MTT. As células foram
incubadas com o peptideo nas concentragdes indicadas e a viabilidade foi avaliada apds 24

horas de tratamento com o peptideo. ** p <0,01.
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4.6 Atividade hemolitica do peptideo

A Figura 10 A demonstra que o peptideo ndo causou hemolise significativa,

apresentando uma taxa inferior a 2% em todas as concentragdes testadas. Entretanto, na

concentracao de 100 uM foi observado aglutinacdo (Figura 10 B).
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Figura 10. Resultados dos Testes de hemolise. A: Grafico da relacdo entre concentragdo de

componente ¢ porcentagem de hemolise; B: Aglutinagdo na concentracdo 100 pM.
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5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo permitem interpretacdes preliminares acerca do
possivel processamento, organizagdo estrutural e atividade bioldgica de um peptideo
identificado em abundancia no muco de B. cassairum. A identificacdo de motivos compativeis
com clivagem proteolitica, aliada a conservacao de residuos estruturais e a similaridade parcial
com proteinas de cnidarios ainda ndo caracterizadas, sugere que o peptideo possa integrar uma
classe de moléculas secretorias potencialmente bioativas.

Os dados obtidos na andlise da eficiéncia de cobertura demonstraram que a auséncia
de fragmentos correspondentes a primeira metade da sequéncia, em ambas as amostras, pode
indicar a ocorréncia de processamento proteolitico rapido nessa regido. A presenga de um sitio
dibasico (KR) logo apds esse trecho inicial reforga essa hipotese, uma vez que essa € uma marca
caracteristica de clivagem por endoproteases da via secretoria. Nesse contexto, sabe-se que
peptideos e proteinas destinados a secre¢do geralmente possuem um peptideo sinal na porgao
N-terminal, que direciona a molécula para o reticulo endoplasmatico [44]. Apds a remogao
deste sinal, o pro-peptideo ¢ transportado para o complexo de Golgi, onde sofre cortes
especificos mediados por uma classe de serino proteases conhecidas como prohormone
convertases (PCs), incluindo isoformas como PC3 e furina. Essas enzimas reconhecem
sequéncias dibasicas, como KR ou RR, promovendo a clivagem do pr6-dominio e originando
a forma madura e biologicamente ativa do peptideo [44—46].

Esse padrao de processamento ja foi documentado em toxinas de cnidarios, nas
quais o pro-dominio atua na estabilizagdo e no armazenamento da molécula até a sua liberacao,
sendo rapidamente removido durante a secre¢ao para ativar a fungdo bioldgica. Em hydra, por
exemplo, ja foi identificada uma proteina homoéloga da pro-hormoénio convertase 3 (PC3), com
alta similaridade a PC3 de mamiferos e a furina humana, reforgando a conservagao evolutiva
desse mecanismo [47]. Estudos mostram que a presenca do sitio dibasico € essencial ndo apenas
para a clivagem proteolitica, mas também para o correto direcionamento de peptideos a via
secretoria regulada, como observado para o neuropeptideo Y e seus precursores [48]. Assim, a
identificacdo do KR na sequéncia estudada sugere que o peptideo possa passar por um
processamento pos-traducional especifico antes de exercer sua fungdo bioativa, possivelmente
envolvendo clivagem controlada e modificagdes adicionais para aquisi¢ao de sua conformagao

ativa.
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A comparacdo entre os fragmentos obtidos a partir das amostras de tentaculo e
muco evidencia um enriquecimento seletivo de peptideos bioativos no muco apds o estimulo,
sugerindo que a dinamica de liberacdo dos peptideos pode ser regulada em resposta a fatores
fisiologicos ou ambientais [10]. A diferenga no nimero de fragmentos detectados entre as
amostras pode refletir uma resposta adaptativa, na qual o muco, atuando como uma matriz de
secrecao, permite a protecao € a mobilizagao de peptideos bioativos que desempenham fungdes
especificas de defesa imunologica ou de sinalizacdo intercelular, como previamente descrito
para outras espécies com secrecao mucosa especializada [49].

A anélise dos métodos de preparo demonstra que a digestdo com tripsina, apesar de
ser amplamente utilizada, resultou na fragmentacao excessiva do peptideo. Esse processo
compromete a detec¢do de regides maiores e continuas, como apontado em estudos que
discutem que a especificidade da tripsina pode ndo ser suficiente para preservar peptideos
intactos em andlises complexas, como a espectrometria de massas [50]. No entanto, a
abordagem que envolveu apenas reducdo e alquilacdo mostrou-se mais eficaz na recuperagao
de fragmentos maiores, apresentando estruturas que podem corresponder as sequéncias geradas.
Isso refor¢a a adequacdo dessa abordagem para a recuperagdo de peptideos intactos com
potencialidade biologica.

Adicionalmente, a analise de similaridade por BLAST evidenciou alinhamento
moderado (~55% de identidade) com proteinas ndo caracterizadas de cnidarios, acompanhado
da conservacdo de residuos de cisteina em posi¢cdes equivalentes. Embora ndo permita
inferéncia funcional direta, esse achado sugere preservacdo de motivos estruturais
possivelmente relacionados a estabilidade conformacional e a manuten¢do de dobramentos
tridimensionais tipicos de peptideos secretorios. Um estudo do arsenal de veneno na anémona
marinha Stichodactyla haddoni, por meio de uma abordagem integrada envolvendo
transcriptdmica e protedmica, também permitiu a identificacdo de 12 familias inteiramente
novas de peptideos e proteinas ricos em pontes dissulfeto [51]. A predominancia de peptideos
com estes aminoacidos ¢ particularmente relevante, uma vez que essas estruturas conferem
resisténcia a degradagdo proteolitica e, frequentemente, especificidade por alvos moleculares
como canais 10nicos.

A anota¢do dessas proteinas como “ndo caracterizadas” em bancos de dados reforga
o potencial de novidade molecular da sequéncia estudada, ao mesmo tempo em que indica

proximidade evolutiva com familias peptidicas ainda pouco descritas.
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Em relagdo as andlises estruturais, a combinagdo dos dados experimentais de
dicroismo circular com a modelagem computacional fortalece a hipotese de que o peptideo
possa apresentar estabilidade conformacional capaz de suportar transi¢des estruturais,
auxiliando em sua atividade bioldgica. A estrutura obtida do peptideo sugere que ele tem a
capacidade de interagir com alvos biologicos, como receptores, canais idnicos ou membranas
celulares [52-55].

Além disso, essa organizacao estrutural hibrida, composta por alpha hélices e folhas
beta e regides de loop, confere ao peptideo uma arquitetura tridimensional compativel com
outros peptideos de venenos marinhos conhecidos, como os do tipo Kunitz ou porinas de a¢ao
citolitica. A presenca de residuos de cisteina em posigoes estratégicas também sugere a possivel
formacdo de pontes dissulfeto na conformagao nativa, o que pode contribuir para a manutengao
da integridade estrutural em meio fisiologico [53,55,56].

Peptideos com caracteristicas estruturais semelhantes tém apresentado
propriedades neuroativas. Essa semelhanca pode indicar um possivel mecanismo de acdo do
peptideo estudado [57,58].

Complementando os resultados obtidos in silico, os testes comportamentais
sugerem que o peptideo apresenta um potencial efeito neuroativo e citotoxico, afetando
diretamente o sistema locomotor como observado nos dois modelos experimentais testados. Em
Artemia salina, foi observada uma redugdo da atividade locomotora, enquanto em zebrafish
ocorreu aumento significativo desse parametro. Essa resposta divergente sugere que a acao
dessas moléculas pode estar relacionada a modulagdo diferencial da excitabilidade celular,
possivelmente mediada por canais i6nicos.

A diminuicao da atividade locomotora em Artemia pode indicar um efeito inibitorio
sobre a excitabilidade neuronal ou muscular, potencialmente associado a modulagdo de canais
de sodio ou potassio. Esse tipo de efeito ja foi descrito para toxinas de anémonas-do-mar, que
podem atuar bloqueando ou alterando a cinética de canais i6nicos, resultando em reducao da
atividade motora [49,54,55,59].

J& os testes comportamentais em zebrafish demonstraram modulagdo locomotora
transitoria na menor dose testada, caracterizada por aumento significativo da velocidade média
e da distancia percorrida em 24 horas, seguido de redu¢do em 48 horas, enquanto a maior dose
ndo apresentou alteracdes estatisticamente relevantes. Esse padrao sugere um efeito dose-

dependente ndo linear e possivel interagdo com vias neuromodulatoérias.
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Esse aumento da atividade locomotora observado em zebrafish sugere um efeito
excitatorio, possivelmente decorrente do prolongamento do potencial de agdo ou da inibigdo de
correntes repolarizantes. Esse comportamento ¢ compativel com a ag¢do de toxinas que
modulam canais de sédio dependentes de voltagem ou que inibem canais de potassio, levando
ao aumento da excitabilidade neuronal [60].

Até o presente momento, o peptideo foi avaliado na faixa de pug/g por injecao
intraperitoneal em animais adultos de Danio rerio e na faixa micromolar (100-200 uM) em
ensaios com nauplios de Artemia salina. Em toxinas peptidicas classicas de anémonas
marinhas, especialmente aquelas ricas em pontes dissulfeto e altamente estruturadas, como ShK
de Stichodactyla helianthus ¢ BgK de Bunodosoma granulifera, a atividade sobre canais de
potassio ¢ tipicamente observada na faixa nanomolar [61-63]. De forma semelhante, APETx2
de Anthopleura elegantissima apresenta poténcia na ordem de dezenas de nanomolar sobre
canais ASIC3 [64]. Por outro lado, estudos com peptideos derivados de cnidarios avaliados em
zebrafish demonstram efeitos biologicos na faixa micromolar, incluindo alteragdes
comportamentais e neurofisiologicas [60]. Assim, embora as concentragdes testadas neste
estudo sejam preliminares e estejam na faixa superior comumente utilizada para peptideos
sintéticos, a observacdo de efeitos comportamentais significativos em 1 pg/g indica que o
peptideo apresenta atividade sistémica detectavel, sugerindo estabilidade in vivo e potencial
interagdo com alvos fisiologicos relevantes.

A diferenga entre os modelos pode ser explicada por fatores como a complexidade
do sistema nervoso, a diversidade de subtipos de canais iOnicos expressos e diferengas
farmacocinéticas. Enquanto Artemia apresenta um sistema nervoso mais simples, zebrafish
possui maior complexidade neuronal, o que pode resultar em respostas fisioldgicas distintas
frente @ mesma substancia. Assim, € plausivel que os peptideos de Bunodosoma caissarum
apresentem multiplos alvos moleculares ou efeitos dependentes do contexto biologico.

Do ponto de vista da seguranca biologica, especialmente considerando a aplicacao
do peptideo como agente terapéutico ou bioativo, a baixa atividade hemolitica ¢ um achado
positivo, uma vez que a hemolise pode ser um marcador de toxicidade inespecifica [49]. No
entanto, a aglutinacdo observada indica que o peptideo interage com a superficie dos eritrocitos,
promovendo rearranjos ou agregacao, o que pode refletir atividade de ligagao inespecifica a
componentes da membrana, alteragcdo do potencial zeta ou mesmo a presenca de dominios de

reconhecimento na estrutura do peptideo. Outra hipotese € que esse comportamento esteja
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relacionado a interagdes eletrostaticas ou hidrofobicas entre o peptideo e fosfolipidios ou
proteinas de membrana [65,66]. Também ja foram descritos peptideos com atividade
semelhante a de lectinas, que reconhecem carboidratos especificos da superficie celular e
causam hemaglutinagao, sendo uma possibilidade a ser investigada.

Em relacdo ao efeito citotoxico em células Neuro2a tratadas por 24 horas com o
peptide, embora determinadas concentragdes tenham resultado em redugdo estatisticamente
significativa da viabilidade (p = 0,01), atingindo aproximadamente 70% do controle, o efeito
observado pode ser considerado moderado sob a perspectiva de citotoxicidade classica. Em
ensaios do tipo MTT, redugdes inferiores a 50% da viabilidade geralmente indicam um impacto
biologico detectavel, porém ndo necessariamente um perfil fortemente citotoxico. Assim, os
dados sugerem que PEP-1 exerce um efeito celular mensuravel, mas de magnitude limitada nas
condigdes experimentais avaliadas. Esses resultados indicam a necessidade de investigagdes
adicionais, como avaliagdo de mecanismos especificos de morte celular, para confirmar se o
efeito observado reflete citotoxicidade direta, modulagao metabolica transitoria ou alteragdes
proliferativas.

Em suma, a modelagem estrutural in silico, quando combinada com dados
experimentais, ndo apenas valida a hipotese de estabilidade conformacional do peptideo, mas
também aponta caminhos promissores para a exploracdo de novas estratégias terapéuticas,

especialmente em contextos relacionados a distirbios neuropatolégicos [53,67,68].
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6. CONCLUSOES

Com a utilizagdo dos métodos integrados de protedmica, modelagem estrutural,
bioensaios in vivo foi possivel caracterizar a estrutura e avaliar de forma preliminar a atividade
bioldgica do peptideo de interesse. Inicialmente, foi possivel determinar o protocolo eficaz para
visualizar a sequéncia peptidica, sendo que os melhores resultados foram utilizando somente os
processos de reducao e alquilacao, sem tripisinizacao.

A modelagem tridimensional revelou que o peptideo apresenta arquitetura
compativel com compostos bioativos com regides envolvidas nas interagdes moleculares. O uso
do dicroismo circular confirmou essa conformagao, reforcando este potencial do peptideo.

Os ensaios comportamentais indicaram atividade biologica do peptideo, sugerindo
um possivel efeito neuroativo ou citotdxico, o que pode estar relacionado a modulagdo de vias
neuronais, canais idnicos ou processos celulares essenciais. Além disso, os resultados dos
ensaios biologicos apontam para uma provavel interagdo do peptideo com a membrana celular,
embora os mecanismos envolvidos ainda necessitem de investigag¢do adicional.

Em conjunto, os achados sugerem que o peptideo apresenta potencial como
molécula bioativa, considerando suas caracteristicas estruturais parcialmente compativeis com
toxinas marinhas descritas na literatura e os efeitos biologicos observados em organismos
modelo, devendo, entretanto, ser explorado em estudos complementares para melhor elucidagao

de seu mecanismo de agao.
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ANEXO A

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Caracterizacao estrutural e atividade biologica de
uma possivel toxina extraida da anémona marinha Bunodosoma caissarum”, registrada
com o n? 07/2025, sob a responsabilidade de Bianca Menezes Torres Alves e Leandro
Mantovani de Castro - que envolve a produgao, manuten¢ao ou utilizagio de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal - Concea, e foi aprovada pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DO INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, DO
CAMPUS DO LITORAL PAULISTA, UNESP, em reuniao de 19/08/2025.

Finalidade ( ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigeéncia da autorizacao 29/07/2025 a 04/03/2026
Espécie/linhagem/raca  Danio rerio

N° de animais 120

Peso/Idade Adulto: 0,2a0,5g
Sexo Machos: 60; fémeas: 60
Origem Selvagem

Sao Vicente, 28 de agosto de 2025
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