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Resumo

A ampla gama de animais pegonhentos, de medusas flutuantes a serpentes
coleantes, tem provocado fascinio na historia da humanidade. A evolugdo do veneno,
cuja compreensdo ¢ um dos grandes desafios da biologia, seguramente teve um papel
essencial na diversificacao de diversas linhagens de animais. O veneno ¢ um coquetel
diverso de peptideos farmacologicamente ativos, sais e moléculas organicas. A
injecdo de algumas dessas proteinas toxicas, mesmo em quantidades infimas, pode
paralisar e aniquilar presas em poucos minutos. Em Cnidaria, os nematocistos tém o
papel de injetar o veneno, representando a mais antiga estrutura especializada de
inoculagdo de veneno no reino animal. Porém, o conhecimento sobre o veneno de
cnidarios, sua composi¢ao e, especialmente, seu contexto evolutivo, ¢ incipiente. Este
estudo teve, como objetivo geral, ampliar a amostragem de taxons do filo Cnidaria
nos quais seus venenos sejam caracterizados a partir de dados de transcriptomas e
proteomas, e usar essas informacdes em um contexto comparativo para inovar na
compreensdo da evolugdo do veneno em Cnidaria. O capitulo 1, “‘Beyond primary
sequence’ — Proteomic data reveal complex toxins in cnidarian venoms” € um estudo
comparativo sobre a composicdo do veneno de 11 espécies de cnidarios gerados a
partir de proteomas, inclusive um contexto mais amplo com venenos de animais
peconhentos em geral. O capitulo 2, “Transcriptomic analyses and molecular
evolution of cnidarian venoms” traz uma analise transcriptomica de oito espécies de
Medusozoa que caracteriza suas familias de toxinas, além inferir as relacdes
evolutivas e os padrdes de selegdo em cinco familias de toxinas dentre as mais
diversas do filo. O capitulo 3, “Recruitment of toxin-like proteins with ancestral
venom function supports endoparasitic lifestyles of Myxozoa”, expande a
compreensao sobre a evolucdo das toxinas em cnidarios como um todo, enfocando o
contexto evolutivo de reposicionamento das toxinas em um clado com modo de vida
endoparasita. Por fim, o Capitulo 4, “Reciprocal transplantation of the heterotrophic
coral Tubastraea coccinea (Scleractinia: Dendrophylliidae) between distinct habitats
did not alter its venom toxin composition”, ¢ um estudo experimental sobre a
plasticidade de resposta intraespecifica, com origem ecoldgica e adaptativa, sobre a
composi¢do do veneno e dos nematocistos em um clones vivendo em diferentes

ambientes.



Abstract

The wide range of venomous animals, from floating jellyfish to slithering sna
kes, has fascinated human history. The evolution of venom, whose understanding is
one of the great challenges of biology, certainly played an essential role in the
diversification of several animal lineages. Venom is a diverse cocktail of
pharmacologically active peptides, salts and organic molecules. Injecting some of
these toxic proteins, even in low amounts, can paralyze and annihilate prey within
minutes. In Cnidaria, nematocysts have the role of injecting venom, representing the
oldest specialized structure of venom inoculation in the animal kingdom. However,
knowledge about the cnidarian venom, its composition and, especially, its
evolutionary context, is incipient. This study aimed to broaden the sampling of
Cnidaria phylum taxa in which their venoms are characterized from transcriptome and
proteome data, and to use this information in a comparative context to innovate in
understanding the evolution of the venom in Cnidaria. Chapter 1, “'‘Beyond primary
sequence' — Proteomic data reveal complex toxins in cnidarian venoms” is a
comparative study of the venom composition of 11 species of cnidarians generated
from proteomes, including a broader context with venoms from other venomous
animal lineages. Chapter 2, "Transcriptomic analyses and molecular evolution of
cnidarian venoms" provides a transcriptomic analysis of eight species of Medusozoa
that characterizes their toxin families, in addition to inferring the evolutionary
relationships and selection patterns in five toxin families, which are the most diverse
in the phylum. Chapter 3, “Recruitment of toxin-like proteins with ancestral venom
function supports endoparasitic lifestyles of Myxozoa”, expands our understanding of
the evolution of toxins in cnidarians as a whole, focusing on the evolutionary context
of repositioning toxins in a clade with mode of endoparasitic life. Finally, Chapter 4,
"Reciprocal transplantation of the heterotrophic coral Tubastraea coccinea
(Scleractinia: Dendrophylliidae) between distinct habitats did not alter its venom
toxin composition", is an experimental study on the plasticity of the intraspecific
response, with ecological and adaptive origin, on the composition of venom and

nematocysts in clones living in different environments.



Introducdao Geral

A ampla gama de animais pegonhentos, de medusas flutuantes a serpentes
coleantes, tem provocado fascinio na historia da humanidade. A evolugdo do veneno,
cuja compreensdo ¢ um dos grandes desafios da biologia, seguramente teve um papel
essencial na diversificacdo de diversas linhagens de animais. Em um contexto
comparativo, o veneno ¢ uma das adaptagdes que mais evoluiu de maneira
independente na natureza. Uma estimativa conservadora sugere que o atributo do
veneno evoluiu mais de 30 vezes no reino animal, desempenhando papéis importantes
na predagdo, defesa, competi¢do intraespecifica e outras funcdes (Casewell et al.,
2013; Jenner & Undheim, 2017). Esta diversidade funcional e taxondmica destaca a
relevancia do veneno como inovagdo evolutiva, e acentua sua importancia na biologia
dos grupos.

A maioria dos venenos animais ¢ um coquetel complexo de compostos
bioativos que perturbam o funcionamento fisioldgico normal das vitimas envenenadas
e compreendem, tipicamente, uma mistura de proteinas e peptideos (referidos como
toxinas), que sdo as moléculas mais abundantes, além de sais e componentes
organicos, tais como aminodcidos e neurotransmissores (Fry et al., 2009; Casewell et
al., 2013; Hargreaves et al., 2014; Jouiaei et al., 2015a). A injecdo de algumas dessas
proteinas toxicas, mesmo em quantidades infimas, pode paralisar e aniquilar presas
em poucos minutos. O modelo evolutivo mais aceito ¢ aquele que estabelece que os
genes que codificam esses componentes evoluiram sob sele¢do darwiniana positiva,
inseridos no contexto de uma “corrida armamentista” evolutiva (Duda & Palumbi,
1999; Sunagar et al., 2012). Por outro lado, hd evidéncias de varias familias de
proteinas com func¢des ndo venenosas que sdo recrutadas independentemente nos
venenos de diferentes linhagens de animais (Fry et al., 2009) e, inclusive, algumas
familias de toxinas em certos venenos evoluem principalmente sob selecao
purificadora, havendo selecdo positiva apenas de maneira episodica (Jouiaei ef al.,
2015b; Sunagar & Moran, 2015).

A literatura especializadas vem documentando um interesse crescente no
conhecimento sobre venenos por conta de seu uso nas areas farmacologicas e
biotecnoldgicas, basicamente devido ao fato deles serem reconhecidos como uma
fonte diversa de compostos de ampla aplicacdo, podendo promover o

desenvolvimento de produtos como inseticidas at¢ medicamentos (Smith et al., 2013;



Bordon et al., 2020; Nisaa ef al., 2021). Conjugado a esse interesse, a importancia
evolutiva e ecologica do veneno também vem sendo enfatizada nos ultimos anos,
assim como sua influéncia determinante sobre as interagdes inter- e intraespecificas
(Sunagar et al., 2015; Schendel et al., 2019; Ashwood et al., 2020; Casewell et al.,
2020; O'Hara et al., 2021). Ademais, os sistemas de venenos fornecem modelos sem
paralelo para investigar bases moleculares da adaptacao, isto €, as inter-relagdes entre
a selecdo natural e os processos genéticos € moleculares responsaveis por gerar a
diversidade molecular e, portanto, a variacdo na composi¢ao das toxinas e em sua
acao (Wong & Belov, 2012, Casewell et al., 2013; Starcevic & Long, 2013; Zancolli
& Casewell, 2020).

O filo Cnidaria, que inclui animais tais como as anémonas-do-mar, os corais,
as aguas-vivas e as hidras, ¢ a mais antiga linhagem existente de animais venenosos.
Cnidaria ¢ um filo que compreende mais de 13.500 espécies de vida livre ou parasitas,
marinhas ou de dgua doce (Daly ef al., 2007; Okamura et al., 2015). O monofiletismo
do filo esta corroborado em todas as analises filogenéticas publicadas até o momento,
baseadas em caracteres morfologicos ou moleculares (Marques & Collins, 2004;
Collins et al., 2006; Kayal et al., 2013, 2018; Zapata et al., 2015). Atualmente, os
cnidarios sdo divididos em trés clados principais: Anthozoa, Medusozoa e, mais
recentemente, Endocnidozoa, que compreende animais endoparasitas incluindo
Myxozoa e Polipodiozoa (Bridge ef al., 1992; Marques & Collins, 2004; Collins,
2009). A origem do grupo ¢ neoproterozoica (~650 milhdes de anos) sendo, portanto,
anteriores a irradiagdo cambriana (Van iten ef al., 2014). A linhagem dos cnidarios,
que apresenta uma anatomia simples, coexistiu com o surgimento e declinio de varias
novas formas de vida, algumas com estratégias complexas de sensoriamento
ambiental, processamento de informagdes, locomogao e alimentagdo (Shinzato ef al.,
2011; Van Iten et al., 2014). Talvez um componente significante da sobrevivéncia e
diversificacao de cnidarios esteja relacionado a producdo de veneno, que teriam um
papel fundamental na interagdo com presas e predadores morfologicamente mais
complexos (Anderluh & Macek, 2002; Suput, 2009; Badre, 2014; Ashwood et al.,
2020; O'Hara et al., 2021). As cnidas s3o organelas especializadas que definem
Cnidaria, podendo descarregar seu contetido interno mediante a ativacdo dos
cnidocitos por estimulos externos de natureza mecanica ou quimica. Estdo
distribuidas em varias partes do corpo dos cnidarios, sendo classificadas em trés tipos

principais, viz., nematocistos, espirocistos e pticocistos (Ostman, 2000; Ozbek et al.,



2009). Os nematocistos sao encontrados em todos os cnidarios, sendo sua estrutura
primaria de inoculagdo do veneno (Fautin, 2009) e a sinapomorfia do filo.

Desde o inicio do século XX, experimentos analiticos e observacdes clinicas
tém explorado a diversidade toxicologica dos venenos de cnidarios (Hessinger &
Lenhoft, 1988). A diversidade dos componentes do veneno varia desde compostos
ndo proteicos (purinas, aminas biogénicas) até proteinas de peso molecular elevado,
tais como as enzimas, que incluem proteinas lipoliticas e proteoliticas que
catabolizam os tecidos da presa, toxinas que formam poros e podem causar morte
celular via lise osmotica, e neurotoxinas que exibem atividades rapidas e especificas
atuando sobre canais 10nicos (éuput 2009; Mariottini & Pane, 2013; Badré, 2014;
Mariottini, 2014; Jouiaei et al., 2015b; Mariottini et al., 2015). Os venenos dos
cnidarios sdo semelhantes aos de outros animais pegonhentos (Weston et al., 2013;
Jaimes-Becerra et al., 2017, 2019).

A caracterizagdo de toxinas de veneno usando plataformas de
sequenciamento emergentes vem sendo cada vez mais acessivel, particularmente as
abordagens de transcriptomica e de protedmica de alto rendimento, que expandiram
significativamente o conhecimento sobre a composi¢do dos venenos de cnidarios nos
ultimos anos (Balasubramanian ef al., 2012; Weston et al., 2013; Li et al., 2014;
Rachamim et al., 2014; Brinkman et al., 2015; Gacesa et al., 2015; Jouiaei et al.,
2015b; Macrander et al., 2015, 2016; Huang et al., 2016; Lewis-Ames et al., 2016; Li
et al., 2016; Ponce et al., 2016; Madio et al., 2017; Columbus-Shenkar et al., 2018;
Liao et al., 2018, 2019; Rivera de Torre ef al., 2018; Wang et al., 2018; Ramirez-
Carreto et al., 2019; Surm ef al., 2019; Sachkova et al., 2019; Klompen et al., 2020
Mitchell et al., 2020). Porém, a caracterizagdo dos venenos em Cnidaria tem sido
baseada em uma amostragem sub-representada, em que os estudos estdo limitados a
poucos taxons, o que pode influenciar a compreensao da evolugdo do veneno em
cnidarios como um todo (Jouiaei ef al., 2015a). Esses dados também representam a
informacao primaria a partir da qual os processos evolutivos e os padrdoes podem ser
inferidos.

Do mesmo modo, ha poucos estudos que exploraram a existéncia de padrdes
evolutivos na variagdo da composicdo do veneno em Cnidaria. Mudangas na
composi¢do do veneno no grupo foram registradas em diferentes niveis bioldgicos:
entre clados, entre diferentes estagios do ciclo de vida, entre diferentes habitats e, até

mesmo, entre diferentes tipos de tecidos e nematocistos dentro de um organismo



(Underwood & Seymour, 2007; Rachamim et al., 2014; Brinkman et al., 2015;
Macrander et al., 2016; Jaimes-Becerra et al., 2017; Columbus-Shenkar ef al., 2018;
Doonan et al., 2019). Igualmente, apesar do boom na geragdo de transcriptomas e
genomas de cnidarios, foram publicados poucos estudos que abordem a evolugdo
molecular do veneno (Jouiaei et al., 2015b; Macrander et al., 2016; Surm et al., 2019;
Klompen et al., 2021). A evolu¢ao molecular das distintas familias de toxinas, assim
como 0s seus mecanismos subjacentes, sdo pouco compreendidos (Casewell ef al.,
2013; Sunagar et al., 2015).

Embora haja avancos no conhecimento recente, ¢ fato que ignoramos muitas
facetas da historia natural dos venenos e das interagdes entre essa historia natural e
processos e padrdes de evolugdo do conteudo desses arsenais quimicos, especialmente

em que todas as espécies sdo venenosas, como Cnidaria.

Objetivo geral

O objetivo deste estudo ¢ ampliar a amostragem de tdxons do filo Cnidaria
nos quais seus venenos sejam caracterizados a partir de dados de transcriptomas e
proteomas, e usar essas informacdes em um contexto comparativo para inovar na
compreensao da evolu¢do do veneno em Cnidaria. Com isso, os contextos abordados
neste estudo foram a variagdo macroevolutiva do veneno na perspectiva comparativa
para todas as classes de Cnidaria, sua variagdo microevolutiva e intraespecifica em
relagdo a diversidade de ambientes ocupados por esses organismos, uma analise
comparativa da evolu¢cdo molecular de diversas familias de toxinas, e o papel do

veneno na evolugao entre o habito de vida livre para o hdbito parasita em cnidarios.

Organizacio da Tese

A parte esta introdugdo geral, essa tese é apresentada em 4 capitulos
principais e uma sec¢ao de consideracdes finais.

O capitulo 1 ¢ um artigo publicado em 2019 na revista Integrative and
Comparative Biology, em que sou o primeiro autor, que apresenta a caracterizacao do
veneno a partir dos proteomas de 3 espécies de Cnidaria (Haliclystus antarcticus,
Ectopleura crocea e Tubastraea coccinea). Nesse capitulo comparamos a diversidade

de toxinas e a evolugdo do veneno em cnidarios em relacdo a outros grupos de



animais pegonhentos, por meio de agrupamento nao supervisionado de dados de
similaridade de sequéncia de pares usando dados inéditos e os dados qualificados
disponiveis até aquela data.

O capitulo 2 ¢ um artigo ainda inédito que apresenta a caracterizagdo do
veneno a partir de 8 transcriptomas inéditos para Cnidaria (viz., Ectopleura crocea,
Macrorhynchia philippina, Orthopyxis sargassicola, Chiropsalmus quadrumanus,
Chrysaora lactea, Cassiopea andromeda, Cassiopea frondosa e Cassiopea
xamachana), com inferéncias das relagdes evolutivas e dos padrdes de selecdo em
cinco das principais familias de toxinas que ocorrem em Cnidaria.

O capitulo 3 ¢ um artigo publicado em 2021 na revista PeerJ, em que sou o
co-primeiro autor, que apresenta a caracterizagdo do veneno a partir dos
transcriptomas e proteomas de 2 espécies de cnidarios endoparasitas, viz.
Buddenbrockia plumatellae, Polypodium hydriforme e o estaurozoario Calvadosia
cruxmelitensis, e analisa a adaptacdo do papel funcional das toxinas do veneno na
transi¢do de espécies de vida livre para espécies com modo de vida parasitas, como
ocorre nos endocnidozoarios.

O capitulo 4 ¢ um artigo publicado em 2020 na revista Ecology and
Evolution, em que sou co-autor, que investiga em que medida a distribuicdo
geografica e os fatores ambientais influenciam modificagdes microevolutivas e
intraespecificas na composicao do veneno, usando experimentacdo com clones do

coral heterotrofico Tubastraea coccinea.



Considerag¢oes Finais

A evolugdo do veneno, uma das misturas bioquimicas mais complexas da
natureza, tem sustentado o sucesso em predacdo e a diversificagdo de numerosas
linhagens animais. Esse coquetel de peptideos farmacologicamente ativos, com
proteinas, sais e moléculas organicas, ¢ frequentemente empregado na predagdo e na
defesa do animal que o secreta. H4 um vasto niumero de estudos realizados sobre os
venenos de diversos grupos de animais pegonhentos, como cobras, caramujos, aranhas
e escorpides, mas os venenos de cnidarios tém sido estudados de forma menos
intensa, apesar de seu grande potencial terapéutico. A identificagdo de peptideos
toxicos especificos e os estudos de biologia evolutiva do veneno em cnidarios esta
limitada a um pequeno numero de toxinas e tdxons, principalmente de espécies da
classe Anthozoa (Rachamim et al., 2014; Gacesa et al., 2015; Jouiaei et al., 2015b;
Klompen et al., 2020).

Este estudo colaborou com diversos inéditos, incorporando o conhecimento
sobre 6 novos proteomas e 11 novos transcriptomas de diferentes espécies de todas as
classes do filo Cnidaria. Esses novos dados permitiram uma grande ampliagdo do
horizonte de comparacdo, permitindo inferéncias inovadoras e mais abrangentes da
composi¢ao dos venenos dos diferentes grupos do filo, e estudos evolutivos focados
em responder perguntas pioneiras na pesquisa do veneno em cnidarios.

No primeiro capitulo, a comparacao da presenca ou auséncia de 32 familias de
proteinas de toxinas indicou que a composicao do veneno ndo variou amplamente
entre as 11 espécies de cnidarios estudadas. O agrupamento ndo supervisionado de
sequéncias de peptideos de toxinas sugeriu que a composi¢cao de toxinas dos venenos
de cnidarios ¢ tdo complexa quanto a de muitos animais bilaterais peconhentos,
incluindo as cobras marinhas. No segundo capitulo nos fornecemos um levantamento
da composi¢do putativa do veneno de oito espécies de Medusozoa e elucidamos as
historias filogenéticas e evolutivas moleculares de cinco familias de toxinas de
cnidarios, onde descobrimos que elas estdo predominantemente sob a influéncia da
selecdo purificadora (negativa), em dissonancia com a hipdtese predominante para a
evolucdo de venenos em geral. No terceiro capitulo, nossas analises de
transcriptomica e protedmica fornecem evidéncias para a expressdao e traducdo de
homologos de toxinas de veneno em mixozoarios. A posicao filogenética de

inibidores de proteinas tipo Kunitz e enzimas fosfolipases A, revelou que a



modificagdo de toxinas tem um base herdada das toxinas de cnidarios ancestrais de
vida livre, e que a diversidade do veneno estd reduzida em mixozoarios, concordando
com os seus genomas de tamanhos reduzidos. Por fim, no quarto capitulo, a
complexidade das toxinas em nematocistos isolados do coral heterotrofico Tubastraea
coccinea nao variou significativamente em colonias genotipicamente idénticas
retiradas de locais ndo costeiros e costeiros, ou mesmo apos do transplante reciproco
de fragmentos clonais entre esse dois locais. A morfologia estrutural e a composicao
do veneno do cnidoma também nao se alteraram durante o periodo de estudo do
experimento, que foi de 6 semanas.

Em resumo, os organismos peconhentos oferecem modelos interessantes para
abordar questoes-chave relacionadas a biologia evolutiva e molecular e, com os
avangos cada vez maiores em tecnologias -Omicas, o valor da pesquisa de veneno esta
ganhando impulso entre a comunidade cientifica mais ampla. Os dados gerados
representam um recurso essencial para orientar estudos evolutivos futuros e a
descoberta de novas proteinas e peptideos no filo Cnidaria. No entanto, muito mais
esforco de pesquisa ainda se faz necessario antes que uma ampla compreensao dos
mecanismos moleculares subjacentes a origem, evolugdo e regulagdo de diversos

sistemas de veneno animal possa ser realizada.
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