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RESUMO 

 

DA SILVA, Daiane Laise. Identificação e caracterização bioquímica de 
inibidores de serinopeptidases isolados a partir da peçonha das anêmonas-
do-mar Anthopleura cascaia e Aulactinia veratra. 2022. 219 p. Tese (Doutorado 
em Ciências -Toxinologia) – Instituto Butantan, São Paulo, 2022. 
 

O filo Cnidaria é composto por mais de 10.000 espécies e cerca de 10% destas são 

anêmonas-do-mar. Estes animais são considerados fontes subexploradas de 

moléculas, possuindo um diverso arsenal de toxinas que podem agir sobre 

diferentes alvos farmacológicos, incluindo enzimas. Toxinas de anêmonas-do-mar 

representam cerca de 96% das toxinas anotadas para o filo Cnidaria, embora 

apenas 5% de suas espécies tenham sido estudadas quanto à composição de 

toxinas até o momento. Neste trabalho elucidamos por espectrometria de massas 

a composição da peçonha das anêmonas Anthopleura cascaia e Aulactinia veratra, 

buscando a identificação de inibidores de serinopeptidases. O arsenal de toxinas 

para ambas anêmonas foi elucidado. Ainda, descrevemos as etapas de purificação 

envolvidas na busca de inibidores e a seleção destes candidatos por meio da 

inibição da atividade da tripsina, avaliada por duas técnicas distintas։ Cinética 

enzimática e Espectrometria de massas. Adicionalmente, descrevemos a 

localização de candidatos a inibidores no tecido das anêmonas através do 

Imageamento por espectrometria de massas. Na análise sobre a composição de 

toxinas destas anêmonas, vimos que a peçonha da A. cascaia apresentou a 

existência três tipos de toxinas incluindo citolisinas, fosfolipases e naterinas. Para 

a espécie A. veratra, a classificação de toxinas baseadas no blastp hit e na 

arquitetura de domínios das toxinas foi realizada. Esta análise revelou a presença 

de 59 proteínas e peptídeos pertencentes a 14 famílias de toxinas de anêmonas-

do-mar; além do reconhecimento de 20 peptídeos apresentando 18 novos scaffolds 

de cisteínas. A peçonha desta anêmona é principalmente composto por 

neurotoxinas do tipo ShK-like, β-defensinas, SCRiP, ICK, EGF-like e inibidores de 

serinopeptidases. Os dados obtidos mostram que ambas anêmonas são ricas 

fontes de inibidores de serinopeptidases, especialmente tipo Kunitz e Kazal. Tais 

inibidores apresentam distribuição na região dos tentáculos, mesentério e disco 

pedal das anêmonas, o que pode indicar o estoque preferencial destas toxinas. Em 



 
 

 
 

conclusão, o conjunto de abordagens metodológicas empregadas neste trabalho 

foi capaz de atender os objetivos propostos: identificar a presença de inibidores de 

serinopeptidases na peçonha e tecido de anêmonas, tanto por fracionamento 

cromatográfico seguido de ensaio enzimático, quanto por MALDI-Imaging. 

 

Palavras-chave: Anêmonas-do-mar. Peçonha. Inibidores de serinopeptidases. 

Proteômica. Imageamento por Espectrometria de Massas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

DA SILVA, Daiane Laise. Identification and biochemical characterization of 
serine peptidase inhibitors isolated from the venom of Anthopleura cascaia 
and Aulactinia veratra sea anemones. 2022. 219 p. Doctoral dissertation 
(Doctorate degree in Sciences - Toxinology) – Instituto Butantan, São Paulo, 2022. 

 

Phylum Cnidaria comprises more than 10,000 species and around 10% of them are 

represented by sea anemones. These animals are underexplored sources of 

molecules, possessing structurally diverse toxins that can act over a diverse range 

of pharmacological targets, including enzymes. Sea anemones represent almost 

96% of the manually annotated toxins from the phylum, but until now only 5% of its 

species have been studied about their toxin content. In the present work, the 

venoms of the sea anemones Anthopleura cascaia and Aulactinia veratra were 

studied and accessed through mass spectrometry analysis for searching serine 

peptidase inhibitors. The arsenal of toxins from both venoms was elucidated. 

Additionally, venom’s fractions were screened for inhibitory activity over trypsin, 

using time-course fluorescence-based kinetic assays or Mass spectrometry-based 

analysis. Beyond that, the spatial distribution of serine peptidase inhibitors in both 

sea anemones’ tissues were shown through Mass Spectrometry Imaging by MALDI-

TOF. In the analysis of toxins composition, it was seen that A. cascaia venom 

presents at least three types of toxins: cytolysins, phospholipases and a toxin similar 

to natterin. For A. veratra, the classification based on blastp hit similarity and relying 

on domain architecture of the toxin’s sequences (translated transcripts) was 

performed. The thorough examination over toxins sequences led to the identification 

of 59 proteins and peptides belonging to 14 known toxin’s families of sea anemones 

and to the acknowledge of 20 peptides presenting 18 new cysteine scaffolds. The 

venom of this sea anemone mainly relies on neurotoxins from ShK-like, β-defensins, 

SCRiP, ICK, EGF-like types and on serine peptidase inhibitors from Kazal and 

Kunitz types. Furthermore, serine peptidase inhibitors from both venoms were 

isolated and present main distribution over tentacles, mesenterial filaments and 

pedal disc of these sea anemones, suggesting the preferential stock of these toxins. 

In conclusion, the methodological approaches applied in this study were able of 

identifying the presence of serine peptidase inhibitors on the venom and tissue of 



 
 

 
 

sea anemones through chromatographic techniques followed by enzymatic assays, 

and MALDI-Imaging. 

Keywords: Sea anemones. Venom. Serine peptidase inhibitors. Proteomics. Mass 

Spectrometry Imaging. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 1.1 Cnidaria – Biodiversidade e Importância médica 

Composto por mais de 13.000 espécies distribuídas em ambientes aquáticos de 

regiões tropicais e temperadas ao redor do mundo, o filo Cnidaria está dividido em 

três linhagens principais: Anthozoa, Medusozoa e Endocnidozoa (ZHANG et al., 

2011; KAYAL et al., 2018; ASHWOOD et al., 2020). Anthozoa, composto por cerca 

de 7.200 espécies pertencentes à classe Anthozoa e subclasses Octocorallia, 

Hexacorallia e Ceriantharia, é caracterizado por animais que na fase adulta 

apresentam-se em forma de pólipos sésseis (corais, zoantídeos, anêmonas-do-

mar, anêmonas-de-tubo). O segundo clado – Medusozoa – é formado por quatro 

classes: Hydrozoa, Cubozoa, Scyphozoa e Staurozoa, totalizando quase 4000 

espécies de animais que na fase reprodutiva apresentam formato de medusas de 

vida livre, com exceção da classe Staurozoa, cujos animais são bentônicos. São 

representantes destas classes os hidróides; hidromedusas; águas-vivas e 

medusas. O terceiro e último clado, Endocnidozoa, composto por cerca de 2.200 

espécies pertencentes às classes Myxozoa e Polypodiozoa, são exclusivamente 

parasitas (Fig. 1) (ASHWOOD et al., 2020; KAYAL et al., 2018; REMINGANTE et 

al., 2018; COLLINS; 2009; FOOX & SIDDALL, 2015). 

Na América do Sul, o estudo envolvendo o censo de espécies do clado 

Medusozoa, revelou que existem 780 espécies destes cnidários nas águas 

marinhas de 10 países banhados pelos oceanos Atlântico e Pacífico. A maioria das 

espécies descritas (748 spp) pertencem à classe Hydrozoa, seguida por 

representantes da classe Scyphozoa (24 spp); Cubozoa (5 spp); e Staurozoa (3 

spp) (OLIVEIRA et al., 2016). Adicionalmente, um segundo estudo publicado em 

2020, envolvendo apenas a distribuição de espécies de anêmonas-do mar de 

águas rasas – clado Anthozoa – nas províncias Brasileira, Argentina (incluindo 

Uruguai) e patagônica, banhadas pelo sudeste do Atlântico, revelou que existem 

cerca de 124 espécies de anêmonas-do mar nestas regiões (TARGINO & GOMES, 

2020). 
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Figura 1. Relações entre as linhagens Anthozoa, Endocnidozoa e Medusozoa 
baseado na reconstrução filogenética de representantes do filo Cnidaria. 

 

 

 

 

 

 

 

 No Brasil, vários trabalhos têm demonstrado a ocorrência de cnidários. O país 

possui uma costa litorânea de mais de 8.500 km de extensão e entre os anos de 

1999 e 2010, apenas no estado de São Paulo, foi relatada a ocorrência de 272 

espécies de cnidários (SILVEIRA et al., 2011). Até o ano de 2011, de acordo com 

Silveira e colaboradores, o país abrigava cerca de 550 espécies do filo, havendo 

Fonte: Adaptado de Ashwood et al., 2020. 

 Ilustrações de cnidários foram obtidas no BioRender.com. 
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representantes de todas as classes no país, exceto Staurozoa (SILVEIRA et al., 

2011). Porém, a ocorrência rara de duas espécies de Staurozoa – Kishinouyea 

corbini e Lucernariopsis capensis – já foi demonstrada nos estados do Espírito 

Santo e São Paulo, respectivamente (MIRANDA & MARQUES, 2016; MIRANDA et 

al., 2012; GROHMANN et al, 1999).  

Estudos mais recentes publicados entre 2019 e 2021 também enfatizam a 

presença de cnidários no Brasil: Mais de 300 pólipos da ordem Coronatae 

(Scyphozoa) e pertencentes aos gêneros Nausithoe e Atorella foram descritos em 

águas profundas da costa brasileira. Estudos anteriores revelam que dentre as 

espécies já descritas estão: Atolla wyvillei; Nausithoe atlantica; N. aurea; N. 

punctata; Periphylla periphylla; Linuche unguiculata; Stephanoscyphistoma 

corniformis; e Stephanoscyphistoma simplex (MOLINARI & MORANDIBI, 2019).  

Recentemente, também foi descrita a presença da éfiras de Lychnorhiza lucerna 

(Scyphozoa) no estuário Lagoa dos Patos (RS) (NAGATA et al., 2021). 

Adicionalmente, 5 espécies de anêmonas da família Edwardsiide foram descritas 

entre os estados de Pernambuco, Rio de janeiro e São Paulo: Isoscolanthus 

iemanjae, Isoscolanthus janainae, Scolanthus crypticus, Nemastotella vectensis e 

Edwardsia migottoi (BRANDÃO et al., 2019). Além disso, um estudo mais recente 

demonstrou que dentre estas espécies, o Brasil detém ao todo 46 espécies de 

anêmonas em águas rasas (TARGINO & GOMES et al., 2020). Espécies de 

Ceriantharia também foram descritas nos estados do Rio de Janeiro; Rio Grande 

do Sul; Espírito Santo; São Paulo; Bahia e Atol das Rocas: Ceriantheomorphe 

brasiliensis, Ceriantheopsis lineata; Pachycerianthus schlenzae; Isarachnanthus 

nocturnus; Isarachnanthus maderensis (STAMPAR et al., 2020).  

Devido à presença de cnidários em diferentes profundidades, tanto no mar 

aberto como em águas costeiras, com frequência são relatados contatos acidentais 

destes animais com humanos, resultando em impactos na saúde pública 

(REMINGANTE et al., 2018).  

A incrível complexidade e diversificação das peçonhas encontrados neste filo 

representam um grande desafio terapêutico para o tratamento de acidentes 

causados por certas espécies (JOUIAEI et al., 2015). Chironex fleckeri e Carukia 

barnesi, por exemplo, possuem peçonhas letais que podem causar sérias 

complicações cardíacas. Outras espécies, pertencentes à classe Scyphozoa, são 



19 
 

 
 

consideradas menos perigosas, porém responsáveis pela maioria dos acidentes 

com cnidários ao redor do mundo (REMINGANTE et al., 2018).  

Como consequência da marcada presença destes animais na costa brasileira, 

acidentes no país também vêm sendo relatados. Um estudo retrospectivo 

epidemiológico conduzido entre os anos de 2007 e 2013 por Reckziegel e 

colaboradores, mostrou que cerca de 13% dos acidentes com animais aquáticos 

no Brasil foram causados por águas vivas (RECKZIEGEL et al., 2015). Acidentes 

mais atuais causados entre os anos de 2017 e 2020 foram relatados com a 

cifomedusa Chrysaora lactea e hidromedusas Olindias sambaquiensis e Physalia 

physalis (HADDAD JUNIOR et al., 2018; HADDAD JUNIOR et al., 2019; BASTOS 

et al., 2017; CAVALCANTE et al., 2020). As manifestações clínicas em vítimas 

podem incluir reações locais como placas eritematosas, edema e dor intensa. 

Raramente estas manifestações são sistêmicas, mas podem incluir dispneia, 

hipotensão arterial e arritmia cardíaca (HADDAD JUNIOR, 2010).  

 

1.2 Características únicas de Cnidaria e de sua peçonha 

Diferentemente de outros animais peçonhentos, animais do filo Cnidaria não 

possuem um sistema centralizado de suas toxinas. Ao contrário disso, estes 

animais apresentam células especializadas produtoras de toxinas - cnidócitos - 

distribuídas por todo o corpo; sendo os únicos representantes animais a possuir 

este tipo celular em seus tecidos corporais (MADIO et al., 2019; FAUTIN et al., 

2009). Estas células, exclusivas de cnidários, possuem cápsulas intracelulares 

especializadas chamadas de cnidocistos, que secretam misturas complexas de 

componentes bioativos e são reservatórios de toxinas (SHER et al., 2005; ORTS et 

al., 2013; LIAO et al., 2018; KILLI et al., 2020).  

Cnidocistos são secretados especificamente pelo aparelho de Golgi e estão 

presentes em várias regiões do corpo dos cnidários, podendo ser classificados em 

três tipos principais – nematocistos, espirocistos e pticocistos (FAUTIN; 2009). 

Entre estes, apenas o nematocisto é encontrado em todos os cnidários e é 

caracterizado por ser uma cápsula penetrante, que ao ser estimulada 

mecanicamente ou quimicamente, sofre extrusão do túbulo interno, aderindo ao 

alvo e liberando assim seu conteúdo (Fig 2) (MARISCAL; 1974; FAUTIN; 2009; 
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KILLI et al., 2020; HAMLET et al., 2020). Estas organelas apresentam a maior 

diversidade morfológica e estrutural entre os cnidocistos. De acordo com Fautin 

(2009) mais de 30 tipos de nematocistos já foram descritos e comumente a 

morfologia destas organelas é utilizada na classificação taxonômica de cnidários 

(FAUTIN, 2009). Nematocistos são os grandes responsáveis pelo ataque e defesa 

destes animais, pois tais estruturas podem conter toxinas que são utilizadas para 

subjugar, aprisionar e digerir presas, além de defender os cnidários contra 

predadores (DAVID et al., 2008; JOUIAEI et al., 2015).  

 

 

Figura 2. Estágios de descarga do nematocisto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

A peçonha encontrada no muco e no interior de cnidocistos apresenta um 

arsenal diverso de componentes, que vão desde purinas e aminas biogênicas até 

proteínas de alta massa molecular. Entre as toxinas encontradas em cnidários 

estão enzimas como fosfolipases A2 e metalopeptidases; citolisinas como 

Fonte: Adaptado de Hamlet et al., 2020.  

Estágios de descarga do nematocisto: A figura mostra que a partir da abertura do opérculo 

(círculo oval), há a saída do estilete que perfura a presa. A partir deste estágio há a entrada do 

túbulo na presa, havendo a injeção do conteúdo do nematocisto no alvo.  
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actinoporinas, toxinas relacionadas às hidralisinas, perforinas formadoras de 

complexo de ataque à membrana (MACPF); e neurotoxinas que atuam sobre 

canais iônicos dependentes de voltagem, como NaTxs (tipos I-III) e KTxs (tipos I, 

III e IV, V); entre outras (MORAN et al., 2012; JOUIAEI et al., 2015).  

Um fato importante a ser destacado aqui é que várias das famílias de toxinas 

encontradas em animais de origem terrestre, como aranhas, serpentes e 

escorpiões também são encontradas em cnidários. Peptídeos do tipo Kunitz e 

toxinas bloqueadoras de canais de potássio Kv1 são exemplos de toxinas que 

ocorrem tanto em escorpiões como em anêmonas-do-mar (FRY et al., 2009, 

JOUIAEI et al., 2015). No entanto, apesar de serem da mesma família, as toxinas 

possuem sequências de aminoácidos diferentes, bem como atividades biológicas e 

potências farmacológicas diversas. 

Para o estudo da peçonha de cnidários, ferramentas ômicas têm sido de 

crucial importância para a descrição do conteúdo destes. São exemplos genômica, 

transcriptômica e proteômica, que quando associadas à bioinformática prometem 

ser fortes aliados para a descoberta em larga escala de novas toxinas de 

anêmonas-do-mar, potencialmente terapêuticas. Tais ferramentas permitem uma 

caracterização robusta e possibilitam uma elucidação mais clara da complexidade 

do arsenal de toxinas (MADIO et al., 2017; RAMÍREZ-CARRETO et al., 2019).  

1.3  Toxinas encontradas em anêmonas-do-mar 

Anêmonas-do-mar são cnidários sésseis, bentônicos, com aspecto anatômico 

simples, que têm recebido especial atenção da comunidade científica devido à 

riqueza de biomoléculas encontradas em seus tecidos (MADIO et al., 2018; FAUTIN 

et al., 2009; FRAZÃO et al., 2012). Estes animais utilizam suas toxinas para 

competição intraespecífica, predação e defesa (ASHWOOD et al., 2020); e assim 

como outros cnidários, as mesmas possuem nematocistos distribuídos ao longo do 

seu corpo, incluindo coluna; filamentos mesentéricos; tentáculos e acrorhagi 

(FAUTIN et al., 2009; PRENTIS et al., 2018; RAMÍRES-CARRETO et al., 2019).  

Detentores de toxinas com atividades fosfolipásica; citolítica e inibitória; além de 

toxinas que atuam sobre canais de sódio e potássio dependentes de voltagem, 
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estes animais ainda possuem muito a ser descoberto sobre suas moléculas 

(FRAZÃO et al., 2012; PRENTIS et al., 2018). 

Atualmente as toxinas de anêmonas são classificadas dentro de quinze famílias, 

das quais quatro famílias de toxinas são comumente isoladas, são elas: 1. Família 

das Actinoporinas, subfamília anêmonas-do-mar; 2. Família de toxinas inibidoras 

de canais de sódio de anêmonas, subfamília tipo I; 3. Família das toxinas de canais 

de potássio tipo III de anêmonas-do-mar; 4. Família tipo kunitz da peçonha, 

subfamília de toxinas de canais de potássio II de anêmonas-do-mar (PRENTIS et 

al., 2018). 

O trabalho mais recente envolvendo a diversidade de famílias de toxinas de 

anêmonas, revela que estas podem ser divididas de acordo com característica 

estrutural e função; sendo conhecidos pelo menos 17 ‘scaffolds’ de toxinas de 

anêmonas. Estes scaffolds incluem toxinas enzimáticas como Fosfolipases tipo A2; 

serinopeptidases; Endonucleases D; peptídeos neurotóxicos como β-defensinas; 

ICK ‘Inhibitor cystine-knot’; BBK ‘Boundless β-hairpin’; tipo Kunitz; SCRiP ‘Small 

cysteine-rich peptides’ e toxinas não enzimáticas como actinoporinas. Além disso, 

estas toxinas podem agir em mais de 20 grupos farmacológicos incluindo canais 

TRPA1 (transient receptor potential channel type A1) e vários subtipos de canais 

Kv e Nav - canais de potássio e sódio dependentes de voltagem (MADIO et al., 

2019).  

1.4 Importância biológica das peptidases 

A manutenção de seres vivos, desde suas formas mais simples às mais 

complexas, é dependente de eventos corriqueiros chamados de proteólise. As 

peptidases, enzimas capazes de hidrolisar seletivamente ligações peptídicas e 

aumentar a velocidade de reações, são ferramentas extraordinárias para 

concretização destes eventos e para a geração eficiente de produtos (ABBENANTE 

& FAIRLIE, 2005; XU & HUANG, 2020). 

  Peptidases podem desempenhar o papel de reguladores-chave positivos ou 

negativos de múltiplos processos biológicos. Como resultado direto de suas ações, 

estas enzimas influenciam a replicação e transcrição do DNA; proliferação e 

diferenciação celular; remodelamento, morfogênese e regeneração tecidual; 

necrose; apoptose; angiogênese; inflamação; digestão; fibrinólise; coagulação 
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sanguínea; imunidade; autofagia e fertilização, entre outros processos (PAGE & DI 

CERA, 2008; ARASTU-KAPUR et al., 2008; LÓPEZ-OTÍN; BOND, 2008; XU & 

HUANG, 2020).  

Apesar de comum em sistemas vivos, a proteólise não pode ser chamada de 

um processo simples. A clivagem de um substrato por determinada enzima gerando 

um novo C-terminal e N-terminal envolve uma série de pré-requisitos para que este 

evento ocorra (XU & HUANG, 2020). Entre estes, talvez um dos principais seja o 

correto posicionamento de aminoácidos na estrutura da peptidase, a fim de formar 

o sítio catalítico. Serinopeptidases, por exemplo, possuem uma tríade catalítica 

formada por His, Asp e Ser, tais resíduos ocupam diferentes posições a depender 

do tipo da enzima.  

As peptidases podem estar envolvidas em cascatas, vias e circuitos formados 

por componentes diversos. Entre estes estão cofatores, inibidores endógenos, 

substratos e produtos de clivagem que acabam por influenciar a atividade destas 

enzimas.  Quando conectada, esta rede de peptidases e seus reguladores podem 

definir o potencial proteolítico de células e tecidos (AUF DEM KELLER et al., 2007). 

Até o presente, segundo o MEROPS - The Peptidase Database do Instituto 

Europeu de Bioinformática, mais de um 1,1 milhão de sequências de peptidases já 

foram elucidadas. Este banco de dados, que leva em consideração a significância 

estatística nas similaridades entre as sequências de aminoácidos e estruturas de 

diferentes enzimas proteolíticas, contém informações sobre mais de 4000 

peptidases, agrupando-as em famílias e clans (RAWLINGS et al., 2018). 

 Com base em seu mecanismo de catálise, estas enzimas são divididas em 

sete classes distintas: aspártica, glutâmica, asparagino-peptidase, cisteína-

peptidase, treonina-peptidase, metalopeptidase e serinopeptidase (RAWLINGS et 

al., 2018; LÓPEZ-OTÍN & BOND, 2008).  

Consideradas como o grupo de peptidases funcionalmente mais diverso e 

abundante, as serinopeptidases abrangem cerca de um terço das enzimas 

proteolíticas conhecidas. Devido a tal fato, os mecanismos moleculares que 

garantem a catálise e regulação destas enzimas têm ganhado bastante atenção ao 

longo dos anos (DI CERA, 2009).  

As serinopeptidases são separadas em 13 clans e 40 famílias, podendo ser 

divididas principalmente em duas categorias com base em sua estrutura: tipo 
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tripsina (ou quimotripsina) ou tipo subtilisinas. Estas são caracterizadas pela 

presença de uma tríade catalítica encontrada entre a interface de dois barris β, no 

caso de serinopeptidases do tipo tripsina; e pela presença de uma dobra em três 

camadas αβα, em serinopeptidases do tipo subtilisinas. Apesar destas diferenças 

estruturais, as serinopeptidases apresentam características altamente conservadas 

como a existência de resíduos catalíticos de serina e histidina mantidos numa 

orientação geométrica idêntica (DI CERA, 2009, YUN, 2013). 

Em humanos, as serinopeptidases desempenham funções fisiológicas 

importantes, que vão desde a coagulação sanguínea com a participação da 

trombina e dos fatores VII, IX, X e XII; até a apoptose celular, com a atuação das 

granzimas. Esta classe de peptidases contribui de tal forma para a saúde, que as 

mesmas correspondem a 178 das 699 peptidases encontradas em humanos 

(ABBENANTE & FAIRLIE, 2005; DI CERA, 2009). Devido à intricada relação de 

peptidases a processos fisiológicos fundamentais, como a angiogênese, digestão, 

formação de coágulos e remodelação óssea, a modulação da atividade proteolítica 

destas enzimas vem sendo alvo para o desenvolvimento de medicamentos (WANG, 

2001). Até 2001, cerca de 14% das peptidases humanas conhecidas estavam sob 

investigação farmacêutica (SOUTHAN, 2001).  Após 20 anos, a indústria 

farmacêutica tem apresentado um amplo leque de inibidores de peptidases com as 

mais diferentes aplicações. 

Em bancos de dados públicos como o Drug Bank, mantido pelo Canadian 

Institutes of Health Research, Alberta Innovates - Health Solutions, e pelo The 

Metabolomics Innovation Centre, é possível identificar mais de 1800 drogas 

inibidoras de peptidases que estão sob investigação, experimentação ou que já 

foram aprovadas até o ano de 2018. São exemplos de inibidores comerciais o 

Indinavir e Saquinavir que se ligam ao sítio ativo de proteases responsáveis pela 

clivagem de precursores importantes para a infecção pelo HIV-1, o que resulta na 

formação de partículas virais imaturas e não infecciosas. O Alfa 1-antitripsina 

recombinante (rAAT), um inibidor de serinopeptidase sob investigação, capaz de 

inibir catepsina G, trombina e tripsina; atualmente indicado para o uso tópico em 

dermatites e psoríase. São ainda exemplos, os inibidores de peptidases disponíveis 

para o tratamento da Hepatite C (Grazoprevir), da Síndrome coronária aguda 

(Otamizaban); e da trombose (Proteína C), entre outros (WISHART et al., 2017). 
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Com a extensa variedade de peptidases existentes e o seu grande potencial 

em aplicações terapêuticas, a descoberta de agentes que tenham ótima 

seletividade para peptidases específicas e altos valores de potência são de crucial 

importância para o alcance de ferramentas farmacêuticas verdadeiramente úteis 

(LININGTON et al, 2007). 

 

 1.5 Inibidores de Serinopeptidases 

Apesar de serem cruciais para a manutenção da homeostase em níveis celular 

e tecidual, as serinopeptidases podem causar sérios danos quando intensamente 

expressas ou quando presentes em altas concentrações. Tais fatores podem levar 

ao desencadeamento de patologias como a pancreatite, problemas na cascata de 

coagulação, desordens neurodegenerativas, doenças cardiovasculares, e até 

mesmo ao câncer (PESCOSOLIDO et al., 2014; JEDINÁK et al., 2006).  

Devido a isto, a procura por inibidores desta classe de peptidases tem sido 

extensivamente realizada por pesquisadores ao longo do tempo. Como resultado 

de vários estudos, diversas famílias de inibidores foram descobertas, são exemplos 

as serpinas, os inibidores do tipo Kunitz e inibidores do tipo Kazal. Até o ano de 

2011 estavam descritas cerca de 88 famílias de inibidores de serinopeptidases no 

MEROPS - The Peptidase Database (LESNER, et al., 2011). 

As serpinas constituem uma superfamília de proteínas capazes de inibir 

serinopeptidases. Estes inibidores são encontrados em animais, bactérias, archaea 

e vírus, e compartilham uma estrutura terciária conservada composta por 3 folhas 

β, 8 a 9 α-hélices e um loop central reativo (RCL- do inglês “Reactive Center Loop”) 

exposto (GETTINS, 2002; SILVERMAN et al., 2001). A inibição das 

serinopeptidases se dá pela formação de um complexo covalente entre o sítio ativo 

das mesmas e o RCL da serpina, que acaba sendo clivado no processo (YE et al., 

2001). A serpina passa por uma mudança conformacional irreversível e o sítio 

catalítico da peptidase torna-se distorcido resultando em sua inativação (GETTINS 

& OLSON, 2016). Estes inibidores têm massa molecular de aproximadamente 45 

kDa e participam da regulação de proteases envolvidas na coagulação sanguínea, 

ativação do complemento e inflamação (SILVERMAN et al., 2001; GETTINS, 2002). 
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Outros membros de superfamílias de inibidores de serinopeptidases não 

relacionados às serpinas são inibidores do tipo Kazal e os inibidores do tipo Kunitz 

(ENGHILD et al., 1993). Inibidores do tipo Kazal são encontrados em mamíferos, 

aves e invertebrados, e são caracterizados pela alta similaridade de sua estrutura 

primária, pela presença de três pontes dissulfeto e resíduos de cisteínas em 

posições homólogas (RIMPHANITCHAYAKIT & TASSANAKAJON, 2010; 

LASKOWSKI & KATO, 1980). São inibidores competitivos de serinopeptidases, 

com um mecanismo de inibição padrão e parecem estar envolvidos com o controle 

da atividade proteolítica da coagulação (LASKOWSKI & KATO, 1980; VEGA & 

ALBORES, 2005). 

Inibidores do tipo Kunitz são classificados segundo as posições conservadas de 

seis resíduos de cisteínas formadores de três pontes dissulfeto responsáveis pela 

estabilidade destes. Estes inibidores podem conter um ou mais domínios capazes 

de inibir serinopeptidases diferentes, através da ligação destes à peptidase alvo 

como substratos. Os inibidores do tipo Kunitz de animais são proteínas de baixa 

massa molecular com aproximadamente 60 resíduos de aminoácidos (ROBERTS 

et al., 1995).  

Particularmente, a inibição da tripsina tem sido utilizada como modelo para a 

procura por inibidores eficazes e com potencial farmacológico, devido ao fato desta 

ser o arquétipo para serinopeptidases que participam de importantes processos 

biológicos e patológicos (RENATUS, 1998).  As plantas constituem uma rica fonte 

de tais inibidores. São exemplos os inibidores SBTI (do inglês “soybean trypsin 

inhibitor”) e SFTI (do inglês “sunflower trypsin inhibitor”). Os SBTI, inibidores de 

tripsina isolados da soja, são um grupo de pequenas moléculas capazes de 

interagir e inativar enzimas digestivas como tripsina e/ou quimotripsina e podem ser 

divididos em duas famílias principais: Inibidores do tipo Kunitz (KTi) de 20 kDa e 

inibidores Bowman-Birk (BBI) de 6 a 21 kDa (GILLMAN et al., 2015). Por outro lado, 

inibidores isolados da semente do girassol, como SFTI-1, têm sido utilizados como 

modelos para o desenho de novas drogas. Com 14 resíduos de aminoácidos, 

rigidez compacta, e estrutura bem definida, o SFTI-1 é considerado um dos 

inibidores de tripsina mais potentes dentro da família Bowman-Birk (LESNER et al., 

2011).  
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1.6. Anêmonas-do-mar como fontes de inibidores de serinopeptidases 

 

A habilidade de inibidores do tipo Kunitz em ligar eficientemente importantes 

serinopeptidases como tripsina, quimotripsina, calicreína e plasmina, levou ao 

amplo estudo da aplicação destas moléculas na medicina. Estes inibidores 

destacam-se devido à atividade antiproteolítica e antifibrinolítica desempenhadas, 

contribuindo de forma significativa para a  homeostase, seja por inibir proteases 

liberadas por células inflamatórias ou neoplásicas, ou por atuar diretamente sobre 

a cascata da coagulação (WAXLER & RABITO, 2003). 

Diferentemente de inibidores do tipo Kazal, inibidores do tipo Kunitz são 

amplamente descritos na literatura como parte do arsenal de toxinas de anêmonas-

do-mar (MADIO et al., 2019; PRENTIS et al., 2018). O papel destas moléculas na 

peçonha de anêmonas não é completamente claro. Acredita-se que inibidores do 

tipo Kunitz protegem toxinas peptídicas contra a rápida degradação por proteases 

da presa ou predador; ou que estes podem agir como inibidores de proteases 

endógenas. Alguns desses inibidores têm sido classificados como toxinas do tipo 

Kv2, agindo tanto como bloqueadores de canais de potássio dependentes de 

voltagem, como inibidores de serinopeptidases. A função dupla desempenhada por 

estas moléculas pode indicar que estas não somente são utilizadas como 

instrumentos de defesa, mas como toxinas de agressão, responsáveis pela 

paralização de presas. São exemplos de toxinas Kunitz/Kv2 os AsKC1–AsKC3 da 

Anemonia sulcata, que bloqueiam canais do tipo Kv1.2 e ShPI-1 isolado da 

Stichodactyla helianthus e que liga canais Kv1.1, Kv1.2, e Kv1.6 (HONMA & 

SHIOMI, 2006; MACRANDER et al., 2015; SCHWEITZ et al., 1995; GARCÍA-

FERNÁNDEZ et al., 2016). 

Apesar de toxinas de anêmonas estarem agrupadas em famílias bem 

estabelecidas, incluindo os inibidores do tipo Kunitz, apenas 256 toxinas de 

anêmonas estão descritas na base de dados ToxProt (JUNGO et al., 2005, acesso 

em outubro de 2021). Tais toxinas, isoladas de apenas 5% de mais de 1.100 

espécies de anêmonas conhecidas, representam apenas uma pequena parcela do 

que ainda pode ser explorado (PRENTIS et al., 2018; COELHO et al., 2021). Destas 

toxinas, cerca de 87% pertencem somente a espécies da superfamília Actinoidea, 

o que destaca a necessidade da investigação das peçonhas de outras 
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superfamílias de anêmonas, que podem conter peptídeos bioativos interessantes 

(JUNGO & BAIROCH, 2005; PRENTIS et al., 2018). Um bom exemplo a ser dado 

é peptídeo bloqueador de canais de potássio como o ShK isolado da anêmona 

Stichodactyla helianthus. Tal peptídeo levou ao desenvolvimento de um análogo 

(ShK-186) que apresentou ótimo desempenho nos ensaios clínicos de fase 1 e que 

está prestes a entrar em fase 2 para o tratamento de doenças auto-imunes 

(PRENTIS et al., 2018).  

Como entre os cnidários, ainda é pequeno o número de espécies de anêmonas 

examinadas quanto ao potencial terapêutico de suas toxinas, aqui propomos a 

investigação do conteúdo das peçonhas de duas espécies de anêmonas – 

Anthopleura cascaia e Aulactinia veratra – ainda não caracterizadas quanto ao 

arsenal de suas toxinas; e propomos a busca pelo isolamento e caracterização de 

inibidores de serinopeptidases.  

1.7 Anthopleura cascaia 

O gênero Anthopleura possui mais de 50 espécies válidas, frequentemente 

encontradas no mediolitoral e amplamente distribuídas ao redor do mundo em 

regiões tropicais e temperadas (DALY & FAUTIN, 2022; DALY et al., 2017; 

CARLGREN, 1949, DA SILVA, 2009). As espécies deste gênero são diferenciadas 

morfologicamente pela abundância e distribuição de verrugas adesivas na coluna 

e pela estrutura e distribuição de seus nematocistos (SMITH & POTTS 1987; 

HAND, 1955). 

No Brasil, existem três espécies registradas do gênero: A. Krebsi, A. 

varioarmata e A. cascaia. Sendo a última encontrada pelo litoral do país nas regiões 

Nordeste (PE, BA), Sudeste (RJ, SP, ES) e Sul (PR, SC) (GOMES, 2002). 

       Anêmonas da espécie A. cascaia são encontradas em fendas de recifes e 

permanecem contraídas durante a maré baixa, com a coluna coberta por cascalhos 

(Fig 3.B) (DA SILVA, 2009). Os estudos envolvendo esta espécie basicamente 

envolvem a pesquisa sobre a ecologia trófica e populacional destes animais (DA 

SILVA, 2009; DE CAPITANI, 2007). Porém, uma nova perspectiva sobre este 

animal veio a ser dada através do estudo realizado por MADIO (2012), que 

envolveu a caracterização bioquímica de sua fração neurotóxica. Em tal estudo 

foram isolados e caracterizados três peptídeos da peçonha da A. cascaia: 
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AcaIII1425 com 3337,4 Da, AcaIII2970 com 4881,7 Da e AcaIII3090 com 4880,5 

Da. Tais peptídeos foram testados em diferentes canais Nav e Kv expressos em 

ovócitos de Xenopus, exibindo inibição seletiva para vários subtipos destes canais 

e consequentemente o potencial biotecnológico de suas moléculas (MADIO, 2012). 

  

 

Figura 3. Distribuição da Anthopleura cascaia no Brasil. 

 

 

 

  

 

 

 

1.8  Aulactinia veratra 

A Aulactinia veratra, anêmona-do-mar formalmente registrada entre as 

espécies de anêmonas presentes na costa da Austrália e Nova Zelândia, está 

amplamente distribuída no litoral do estado de Queensland. Este cnidário, mesmo 

estando descrito desde 1846 (Drayton in Dana), está entre as espécies de 

anêmonas subexploradas quanto ao conteúdo e potencial de suas toxinas 

(WOLSTENHOLME & WALLACE, 2004; PRENTIS et al, 2018). Esta espécie pode 

Fonte: A- World Register of Marine Species (WoRMS), 2022. B e C- Da Silva, D.L, 2022. 

A- Distribuição da Anthopleura cascaia no Brasil, de acordo com a plataforma World Register of 
Marine Species (WoRMS). B- Imagem da espécie A. cascaia coberta por cascalhos, encontrada 
durante o período de maré baixa na praia das Cigarras em São Sebastião - SP. C- Imagem 
superior do disco oral e tentáculos da A. cascaia coletada e mantida em aquário no Laboratório 
de Bioquímica do Instituto Butantan.  
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ser encontrada na zona entremarés, em costas rochosas, entre fendas e piscinas 

naturais. Geralmente apresenta coloração esverdeada ou marrom-avermelhada 

(menos comum), com disco pedal mais ou menos circular e bem desenvolvido; 

apresenta coluna com altura em torno de 20 mm, tendo ao longo da estrutura áreas 

com verrugas adesivas. Os tentáculos desta anêmona apresentam formato cônico 

com a mesma coloração do restante do corpo do animal (Fig.4) (EDMANDS & 

FAUTIN, 1991). 

 

Figura 4. Distribuição da Aulactinia veratra na Austrália. 

 

 

 

 

 

 

 

 

A presente tese apresenterá a seguir dois principais conjuntos de resultados 

referentes às anêmonas Anthopleura cascaia e Aulactinia veratra. O primeiro 

conjunto – Manuscrito 1 – refere-se à Anthopleura cascaia, e pode ser encontrado 

no Apêndice A. O manuscrito 1, intitulado ´Tracking serine peptidase inhibitors in 

the venom and tissue of the sea anemone Anthopleura cascaia´ compila a 

abordagem metodológica escolhida para o isolamento e seleção de inibidores de 

serinopeptidases a partir da peçonha da A. cascaia e a localização de tais 

Fonte: A- World Register of Marine Species (WoRMS). B- Prentis et al., 2018. 

A- Distribuição da Aulactinia veratra na Austrália, de acordo com a plataforma World 

Register of Marine Species (WoRMS) e Ocean Biodiversity Information System (OBIS). B- 

Imagem da espécie A. veratra, anêmona amplamente encontrada no litoral sul do estado de 

Queensland - Austrália.  
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moléculas no tecido desta espécie. O segundo principal conjunto de resultados, 

refere-se à anêmona Aulactinia veratra; e pode ser encontrado no Manuscrito 2 do 

Apêndice B. O segundo manuscrito, intitulado ´Aulactinia veratra‘s venom reveals 

a rich arsenal of toxins containing 18 new cysteine scaffolds: A multiomics analysis´, 

mostra como a associação de abordagens ômicas permitiu o estudo detalhado da 

peçonha desta anêmona e a elucidação de novos scaffolds de toxinas. Os demais 

resultados decorrentes da caraterização bioquímica da peçonha da A. cascaia e da 

purificação de inibidores da A. veratra estão dispostos na sessão de geral de 

Resultados desta tese. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 OBJETIVOS 

 

 Caracterizar bioquimicamente as peçonhas das anêmonas-do-mar Anthopleura 

cascaia e Aulactinia veratra, e isolar compostos peptídicos e/ou de baixa massa 

molecular capazes de inibir a tripsina. 
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2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 - Avaliar o conteúdo molecular da peçonha da A. cascaia e da A. veratra por 

espectrometria de massas; 

             - Fracionar a peçonha da A. cascaia e a peçonha da A. veratra por RP-

HPLC e selecionar frações contendo inibidores de serinopeptidases através do 

monitoramento da inibição da tripsina; 

- Estabelecer um método de identificação da atividade da tripsina e inibição 

desta por MALDI-TOF; 

- Identificar a localização tecidual de candidatos a inibidores de 

serinopeptidases no tecido da A. veratra e no tecido da A. cascaia; 

      - Estabelecer um ensaio de detecção da inibição da tripsina no tecido da A. 

veratra utilizando imageamento por espectrometria de massas (MALDI-IMS). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Obtenção da peçonha da Anthopleura cascaia 
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Indivíduos adultos da espécie A. cascaia foram coletados manualmente em 

costões rochosos das praias do Cabelo Gordo e das Cigarras, em São Sebastião, 

litoral norte do estado de São Paulo. Os indivíduos foram coletados na zona 

entremarés durante os períodos de maré baixa. Após a coleta, os mesmos foram 

imediatamente acondicionados em tubos contendo água do mar. Os animais (n=10) 

foram coletados sob a autorização de n° 72666-1 do SISBIO (Sistema de 

Autorização e Informação em Biodiversidade). Os exemplares foram levados ao 

Centro de Biologia Marinha da USP (CEBIMar), onde foram lavados na água-do-

mar artificial e logo em seguida imersos em água contendo 0,1% de ácido acético. 

A solução ácida (aproximadamente 50 mL) foi recuperada, sonicada e liofilizada. 

Após isso, o conteúdo foi suspenso em água ultrapura e armazenado a -20°C para 

os ensaios subsequentes.  

3.2 Caracterização bioquímica da peçonha da A. cascaia 

3.2.1 Análise eletroforética da peçonha da Anthopleura cascaia e proteômica 

baseada em gel  

 

           Amostras da peçonha da A. cascaia tiveram os perfis eletroforéticos 

analisados por SDS-PAGE, em condições redutoras, como descrito por Laemmli 

(1970). As proteínas foram reveladas pelo uso de Comassie Blue. Foram utilizados 

os marcadores de massa molecular ‘Amersham Low Molecular Weight Calibration 

Kit for SDS Electrophoresis’ (GE Healthcare). 

As bandas obtidas no gel foram recortadas para identificação proteômica por 

espectrometria de massas. As bandas foram imersas em solução descorante 

contendo 75 mM/L de bicarbonato de amônio e etanol 40%, até completa 

descoloração. As proteínas foram reduzidas com 10 L de solução de ditiotreitol (5 

mM em 25 mM de bicarbonato de amônio), por 30 minutos a 60C. E logo após 

foram alquiladas com 10 L de iodoacetamida (55 mM em 25 mM de bicarbonato 

de amônio) por 30 minutos no escuro, e à temperatura ambiente. As bandas foram 

lavadas com bicarbonato de amônio 25 mM e acetonitrila (100%). O gel foi 

desidratado pelo uso de acetonitrila (100%) e seco em um sistema de speed vac. 

As proteínas foram digeridas empregando-se 10 µL de tripsina (40 ng/µL em 

tampão bicarbonato de amônio, 50 mM), e a incubação foi realizada “overnight” a 
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37°C. A extração dos peptídeos foi realizada pela adição de 20 L de bicarbonato 

de amônio 50 mM às bandas, e banho ultra-som por 10 minutos. Logo após foi 

adicionado 20 L de acetonitrila/5% TFA (1:1) e a amostra foi colocada novamente 

em banho ultra-som por mais 10 minutos. O sobrenadante contendo peptídeos foi 

recuperado, e todo o processo foi repetido por três vezes até completa extração de 

peptídeos.  

3.2.2 Espectrometria de massas 

 

 Análises por espectrometria de massas foram realizadas em um 

espectrômetro ESI-IT-TOF (Ion Trap - Time of Flight - Shimadzu Co., Japão) e 

Axima Performance MALDI-TOF/TOF (Shimadzu) para determinação da massa 

molecular, e caracterização de moléculas, em função de cada tipo de análise 

realizada.  

 Para o ESI, as amostras foram inseridas no espectrômetro após uma 

cromatografia de fase reversa, em modo positivo. A voltagem utilizada da interface 

foi de 4,5 kV e a voltagem do detector, 1,85 kV, com temperatura de 200 °C. A 

fragmentação foi causada por gás de colisão argônio, com 50% de energia. Os 

espectros foram obtidos na faixa de 50 a 1600 m/z. No caso de análises MS2, a 

seleção do íon precursor ocorreu em uma janela de ± 0,1 Da e a energia de colisão 

de 50% (unidades arbitrárias). Os espectros foram obtidos da faixa de 50 a 1800 

m/z. 

 Os dados convertidos no formato MGF a partir dos dados brutos obtidos 

do ESI-IT-TOF MS/MS foram analisados no PEAKS 7.0, com a tolerância de erro 

de massa de 0.1 Da para o íon precursor e para o íon fragmentado. Foram incluídos 

na análise as modificações pós traducionais induzidas, a saber carbamidometilação 

e oxidação, e a enzima (tripsina) usada para gerar a clivagem. Os dados foram 

analisados em comparação à base de dados UniProt_SwissProt (todas as 

espécies) e ao bando de dados de Anêmonas. As proteínas identificadas no banco, 

ou os transcritos gerados foram consultados na base de dados NCBI usando como 

ferramenta de busca o BLASTx para a identificação de proteínas por similaridade. 

 As análises por MALDI-TOF foram realizadas de acordo com as 

condições usuais, empregando-se o modo de aquisição linear, e matrizes como 
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ácido α-ciano para análise de peptídeos (300 a 3000 m/z) e/ou ácido sinapínico 

para moléculas de maior massa. 

3.3 Purificação de inibidores de serinopeptidases da A. cascaia 

 O fracionamento dos componentes do extrato aquoso de A. cascaia foi 

realizado em um sistema de cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa 

(RP-HPLC), (20A Prominence, Shimadzu Co. Kyoto, Japão). O perfil cromatográfico 

com distribuição de picos homogênea ao longo de um gradiente linear, foi obtido 

através do uso da coluna octadecil (C18). A eluição dos componentes a partir da 

fase estacionária da coluna foi monitorada através do detector Shimadzu SPD-

M20A PDA, na faixa de 200 a 500 nm, e o comprimento de onda a 214 e 280 nm 

foram escolhidos como ideais para o monitoramento durante o fracionamento. 

 O fracionamento inicial do extrato foi conduzido em gradiente, onde 

inicialmente foi testada a condição 0 a 100% de B em 30 minutos, a um fluxo de 

1mL/min. Foram utilizados os solventes A composto por ága ultrapura a 0,1% ácido 

acético e B composto por 90% acetonitrila e 0,1% ácido acético. Para 

fracionamentos posteriores, foram otimizadas as condições de separação de 

moléculas ao longo do gradiente. Para o fracionamento da F3 foi escolhida a 

condição de 5 a 40% de B em 40 min, e para o fracionamento da F4 foi escolhida a 

condição 0-45% de B em 40 min. As frações da A. cascaia que apresentaram 

inibição foram refracionadas usando o gradiente de 5 a 60% de B.  Para o 

fracionamento da F3.7 e F3.8 foi usada a condição de 5 a 60% de B em 35 minutos. 

 

3.4 Identificação da inibição da atividade enzimática da tripsina por frações 
da A. cascaia  

A determinação da atividade da tripsina foi realizada com a utilização de Cloridrato 

de N-Alfa-CBZ-L-Arginina-7-Amido-4-Metilcumarina (Z-L-ARG-MCA) como 

substrato, dissolvido em DMSO e diluído em tampão Tris-HCl 0,1 M pH 8,5.  Uma 

vez comprovada que a tripsina estava ativa, foram avaliados os efeitos de inibição 

da(s) molécula(s) presentes nas frações do extrato aquoso sobre a hidrólise de Z-

L-ARG-MCA. Após a padronização das condições ótimas de ensaio (tempo de 

leitura e saturação da enzima com o substrato), 15 µL das frações candidatas foram 

incubados com a tripsina (40 ng/µL) (1:1) por 30 min. Após este período, 125µL da 
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solução de substrato a 0,1 mM foi adicionada às amostras. Os ensaios enzimáticos 

foram realizados a 30°C e a fluorescência do produto formado desta reação foi 

medida em Spectrofluorimetro Gemini (Molecular Devices), λex 330 nm, λem 430 

nm. A quantificação da atividade inibitória presente nas frações foi realizada pela 

determinação da porcentagem de inibição em relação às atividades da amostra 

controle, composta de enzima e substrato. Todos os ensaios foram realizados com 

amostras em duplicata e foram avaliadas as médias de fluorescência. Os valores 

negativos de fluorescência foram igualados a 0. 

 

 3.5 Obtenção da peçonha da Aulactinia veratra 

Exemplares da espécie A. veratra mantidos em água marinha artificial no 

aquário da School of Earth, Environmental and Biological Sciences, Queensland 

University of Technology (QUT), foram coletados e submetidos à eletroestimulação 

(1V) para a extração da peçonha. Os animais (n= 4) foram eletroestimulados 

individualmente a cada 7 dias por 4 semanas. A peçonha total obtida em água 

marinha artificial, foi mantida a -80°C até ser liofilizada. Após a liofilização, a 

peçonha foi suspensa em água ultrapura (70mL) e centrifugada a 7000 rcf por 30 

minutos a fim de separar a fração solúvel da fração precipitada. Ambas as frações 

foram dialisadas usando tubos para diálise (Pur-A-lyzer Mega Dialysis- 1kDa cut-

off) e água ultrapura sob agitação (250 rpm) e temperatura (5°C) constantes. A 

peçonha foi então recuperada, liofilizada e armazenada a -20°C para análises 

subsequentes. 

3.6 Caracterização bioquímica da peçonha da Aulactinia veratra 

3.6.1 Análise eletroforética da peçonha 

               As frações solúvel e precipitada da peçonha tiveram os perfis 

eletroforéticos elucidados por SDS-PAGE, em condições redutoras, como descrito 

por Laemmli (1970). As proteínas foram reveladas pelo uso de Comassie Blue 

(MORRISEY, 1980). Foram utilizados os marcadores de massa molecular ‘Novex 

Sharp Pre-Stained Protein Standard’ e géis Bolt™ 4- 12%, Bis-Tris, 1.0 mm da 

Invitrogen – Thermo Fisher Scientific. 
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3.6.2 Perfil da fração solúvel da peçonha da A. veratra em HPLC  

    O fracionamento da fração solúvel da peçonha foi realizado em um sistema 

de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) Agilent 1100 Series, usando o 

software Chem Station. O perfil da peçonha foi obtido por cromatografia de fase 

reversa através do uso da coluna octadecil (Gemini 3µm NX-C18, 110 Å LC-Column 

250 x 4.6 mm). A eluição dos componentes a partir da fase estacionária da coluna 

foi monitorada através do detector DAD (Diod Array Detector) G1316A da Agilent, 

sendo utilizados os comprimentos de onda 214 e 280 nm para o monitoramento 

dos picos durante o fracionamento. 

O fracionamento foi conduzido em gradiente na condição de 5 a 95% de B em 

40 minutos, sendo o solvente A composto de 0,05% TFA (ácido trifluoroacético) e 

solvente B composto de 90% acetonitrila e 0,05% TFA.  

 

 3.6.3 Análise proteômica das frações solúvel e precipitada da peçonha da A. 

Veratra 

 

3.6.3.1 Digestão em solução 

           Cerca de 10 µL (contendo entre 0,7 a 3,6 µg de proteínas) da fração 

precipitada e das subfrações F1 a F11 da fração solúvel foram colocadas em 

microtubos e a estas foram adicionados 8 µL de Bicarbonato de Amônio 100mM 

contendo 10% de Acetonitrila. As proteínas foram reduzidas pela adição de 1µL de 

ditiotreitol 50 mM, e aquecidas a 70C por 10 minutos. Em seguida foram alquiladas 

pela adição de 1L de iodoacetamida 100 mM e incubadas a 30C por 30 minutos 

no escuro. As moléculas foram digeridas pela adição de 2uL (250 ng/µL) de tripsina 

(Trypsin from porcine pâncreas - Proteomics Grade, BioReagent, Dimethylated – 

SIGMA-ALDRICH), e as amostras foram incubadas “overnight” a 30°C. As amostras 

foram concentradas em sistema de speed vac por 10 min a 45 °C. 

 

3.6.3.2 Espectrometria de massas e Identificação de proteínas  

             As frações digeridas foram analisadas por LC-MS/MS num sistema uHPLC 

(Japan) Shimadzu Nexera acoplado ao espectrômetro de massas Triple TOF 5600 
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(ABSCIEX, Canada) equipado com fonte de ionização com duplo eletrospray. 

Solventes A composto por 0.1% de ácido fórmico, e B contendo 90% acetonitrila e 

0,1% de ácido fórmico, foram utilizados.  5µL de cada fração foi injetado em uma 

coluna Zorbax C18 1.8µm, 2.1mm x 100mm (Agilent) a 200µL/min. Para a eluição 

de peptídeos foi utilizado um gradiente linear de 1-40% de solvente B por 32 min a 

um fluxo de 200 µL/minuto, seguido por um gradiente de 40% a 98% do solvente B 

em 6 min. Cerca de 98% do solvente B foi utilizado por 3 min para lavar a coluna e 

a coluna foi reequilibrada com 1% do solvente B para a injeção da amostra 

subsequente.  

           Foi utilizada uma voltagem de 5.500 V no ionspray e potencial de 

decomposição (DP) de 100V, fluxo de gás 25, gás nebulizador 1 (GS1) 50, GS2 a 

60, a interface aquecida a 150°C e o aquecedor turbo a 500°C. O espectrômetro de 

massas adquiriu um “scan” completo de dados TOF-MS por 200ms seguido por 10 

a 200ms de completo “scan” dos íons-produto em modo IDA (Information 

Dependant Acquisition). O “scan” completo de dados TOF-MS foi adquirido na faixa 

de 300-2000 m/z e na faixa de 100-1800 m/z para o íon produto ms/ms.  Os íons 

observados no TOF-MS excedendo o limite de 100 e com estado de carga de +2 to 

+5 foram considerados para a aquisição do íon produto e o espectro MS/MS 

resultou nos 10 íons mais intensos.  

            Os dados foram adquiridos e processados através do uso do Protein Pilot 

5.0 software (ABSCIEX, Canada), onde foram utilizados os seguintes parâmetros 

na construção do método de análise ‘Paragon thorough’: 1. Modificações pós 

traducionais induzidas, a saber carbamidometilação e oxidação, 2. Enzima utilizada 

para gerar clivagem (Tripsina); 3. Substituição de aminoácidos; 4. Unused Proscore 

(Conf) > 0.05 (10%) e 5. Análise de taxa de falsas descobertas. Para realizar esta 

análise foi utilizado o banco de dados do Transcriptoma da espécie Aulactinia 

veratra, gentilmente cedido pelo pesquisador Peter Prentis da Queensland 

University of Technology. A sequência de nucleotídeos de cada transcrito foi 

traduzida para sequências de aminoácidos através do uso da plataforma GALAXY 

Australia e este foi utilizado como banco de dados. Após a obtenção da identidade 

dos transcritos, as sequências de peptídeos e proteínas foram submetidas à base 

de dados do NCBI usando como ferramenta de busca o BLASTp para a 

identificação de proteínas por similaridade, e as categorias de ‘non-reduntant 
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protein sequences’ como banco de dados, e ‘Sea Anemone Taxid 6103’ como 

organismo. 

       As proteínas e peptídeos identificados foram classificados em superfamílias de 

acordo com os domínios conservados identificados nos ‘hits’ do ‘Sea Anemone 

Taxid’ do NCBI. As moléculas do proteoma classificadas como pertencentes à 

alguma classe de toxinas de anêmonas-do-mar, tiveram suas sequências 

submetidas à plataforma InterPro - Classificação de famílias de proteínas- do 

European Bioinformatics Institute (MITCHELL et al., 2019), para a confirmação da 

existência de domínios que caracterizam a devida classe de toxina. 

          Para o alinhamento de sequências de aminoácidos das toxinas identificadas 

e de transcritos semelhantes, foi utilizada a função MAFFT (Multiple alignment 

program for amino acid or nucleotide sequences) e método de acurácia L-INS-i do 

Galaxy Version 7.221.3 (AFGAN et al., 2018). O software JALVIEW 

(WATERHOUSE et al., 2009) também foi aplicado para a finalização do 

alinhamento de resíduos de aminoácidos que formam os domínios característicos 

destas toxinas. 

 

3.7 Purificação de inibidores de serinopeptidases da A. veratra 

    O fracionamento da fração solúvel da peçonha foi realizado em um sistema 

de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) Agilent 1100 Series, usando o 

software Chem Station. O perfil da peçonha foi obtido por cromatografia de fase 

reversa através do uso da coluna octadecil (Gemini 3µm NX-C18, 110 Å LC-Column 

250 x 4.6 mm). A eluição dos componentes a partir da fase estacionária da coluna 

foi monitorada através do detector DAD (Diod Array Detector) G1316A da Agilent, 

sendo utilizados os comprimentos de onda 214 e 280 nm para o monitoramento 

dos picos durante o fracionamento. 

O fracionamento foi conduzido em gradiente na condição de 5 a 50% de B em 

40 minutos, sendo o solvente A composto de 0,05% TFA (ácido trifluoroacético) e 

solvente B composto de 90% acetonitrila e 0,05% TFA.  

Para o estabelecimento da purificação de inibidores de serinopeptidases, a 

atividade inibitória das frações F1 a F11 foi testada. As frações que apresentaram 

inibição da tripsina foram refracionadas otimizando-se as condições de separação 
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de moléculas ao longo do gradiente. Foram utilizadas a coluna Onyx™ Monolithic 

C18, 100 x 3 mm; solvente A composto por 0,05% de TFA e solvente B composto 

por 90% acetonitrila, 0,05% TFA e um fluxo de 3 mL/min. Para o fracionamento da 

F4 foi escolhido o gradiente de 5-35% de B em 30 min.  Para o fracionamento da 

F6 e F7 foi escolhida a condição 10-35% de B em 30 min, e para o fracionamento 

da F10 foi escolhida a condição 20-45% de B em 30 min. 

Para o fracionamento seguinte, as frações contendo atividade inibitória 

foram submetidas à cromatografia de troca iônica usando a coluna PolyCATWAXTM  

200 x 4,6 mm, 5µm, 1000 Å. Para a eluição de moléculas, foi utilizado um gradiente 

linear de 0-70% de solvente B por 35 min a um fluxo de 1mL/minuto, seguido por 

um gradiente de 70% a 80% de B em 5 min e 80 a 90% de B em 5 min. A 

concentração do solvente B foi mantida em 90% por 10 minutos e a coluna foi 

reequilibrada a 0% de B por 15 minutos entre as injeções de diferentes amostras. 

Os solventes A e B com pH 5,6 foram compostos por Acetato de Amônio 10 mM e 

800 mM, respectivamente. O monitoramento da eluição de moléculas foi realizado 

a um comprimento de onda de 280 nm. 

 3.8 Identificação da inibição da atividade enzimática da tripsina por frações 
da peçonha da A. veratra utilizando MALDI-TOF 

Para a identificação da inibição da atividade da tripsina foi necessário o 

estabelecimento de um ensaio onde a geração do produto a partir de um substrato 

clivado pela enzima pudesse ser avaliada pelo uso da espectrometria de massas. 

Para tanto, o Benzoyl-L-phenylalanyl-L-valyl-L-arginine-p-nitroanilide (Bz-FVR-

pNA), cuja massa molecular corresponde a 644,7 g/mol, foi utilizado como 

substrato. Este substrato teve seu perfil de m/z (massa/carga) avaliado no 

espectrômetro de massas MALDI-TOF/TOF Ultraflex III (Bruker Daltonics). Uma 

vez estabelecido este perfil, foi testada a incubação da tripsina nas concentrações 

de 50 ng/µL, 25 ng/µL e 10 ng/µL em Bicarbonato de Amônio 25 mM com diferentes 

concentrações do substrato (50 µM/µL, 25 µM/µL e 10 µM/µL) e avaliada a geração 

de produtos Bz-FVR e pNA resultantes da clivagem no C-terminal da arginina do 

Bz-FVR-pNA. As massas dos produtos foram detectadas pela mudança de 

intensidade na m/z do íon gerado apenas no grupo teste contendo substrato (S) e 

tripsina (T) (1µL S + 1µL T + 8µL de água ultrapura). Como controle, amostras 
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contendo apenas substrato (1µL S + 9µL de água ultrapura) ou apenas tripsina (1µL 

T + 9µL de água ultrapura) foram comparadas aos grupos testados. As amostras 

foram incubadas por 40 minutos a 37 °C, e uma alíquota contendo 1uL desta 

incubação foi colocada em placas de MALDI-TOF nos tempos 0 e 40 min para a 

comparação da intensidade dos produtos no início da exposição do substrato a 

tripsina e após 40 min de reação.  O software ChemDraw da PerkinElmer 

Informatics foi utilizado para a simulação da clivagem do substrato no C-terminal 

da arginina como forma de confirmar as massas detectadas pela espectrometria de 

massas. 

Uma vez estabelecida a m/z do substrato e seu respectivo produto, foram 

realizados ensaios de inibição da tripsina pelas frações da peçonha da A. veratra. 

Para tanto, foi escolhida a concentração de 50ng/µL da enzima para a realização 

dos ensaios de inibição. 1 µL das frações candidatas foram adicionados a 1µL da 

tripsina em HCl 1mM diluída em 2µL de Bicarbonato de amônio, e 5µL de água 

ultrapura. A incubação se deu a 37°C por 30 min. Após este período, o substrato 

(1µL contendo 50µM/µL) foi adicionado à amostra, totalizando um volume de 

10µL/tubo. A incubação foi realizada a 37°C em termobloco por 40 min.  A 

intensidade do produto da reação foi avaliada ao 0 min e aos 40 min de reação por 

espectrometria de massas. Os ensaios iniciais de inibição correspondendo às 

fracões F1 a F11 foram realizados em unicata e por um período de 30 minutos. Os 

ensaios posteriores foram realizados com amostras em duplicata e foram avaliadas 

as médias de intensidade do produto e substrato.  

As análises por MALDI-TOF foram realizadas de acordo com as condições 

usuais, empregando-se o modo de aquisição linear e a matriz ácido α-ciano para 

análise de peptídeos (180 a 5000 m/z). 

 

 

3.9 Identificação da inibição da tripsina em tecido utilizando MALDI-IMS 

 Um espécime da A. veratra foi colocado em placa de petri e cortado 

longitudinalmente com o uso de um bisturi estéril. O tecido foi submerso em fixador 

RCL2 e etanol 100% (3:5) v/v, e fixado por 16 h a 8°C. Para a etapa de 

desidratação, o fixador foi removido e o tecido foi submetido à desidratação gradual 
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pelo uso de soluções de etanol a 60%, 70%, 80%, 90% e 100% com intervalos de 

30 minutos entre cada concentração. O tecido foi embebido em parafina e estocado 

a -20°C até o momento do uso. 

Para o preparo da amostra para MALDI-IMS, o tecido foi seccionado em 

micrótomo e foram obtidos cortes com 7µm de espessura. Os tecidos foram 

colocados em lâminas cobertas por Indium Tin Oxide (ITO glass slides- Bruker 

Daltonics), aquecidos a 58°C em termobloco, e tiveram a parafina removida pelo 

uso de xileno 100%. 

 O equipamento ImagePrep da Bruker Daltonics foi utilizado para a 

pulveriração dos componentes do ensaio enzimático e da matriz sobre a amostra.  

Tecidos pertencentes aos grupos experimentais foram pulverizados com 1mL de 

Bicarbonato de Amônio (BA) 25 mM, até completa umidificação da amostra. Em 

seguida os tecidos foram pulverizados com 600 µL de substrato (0,5, 0,25 ou 0,1 

µM/µL), e finalmente pulverizados com 1mL de tripsina 50 ng/µL.  Para as 

pulverizações de BA e substrato, foi utilizado o método de 30 ciclos, intensidade de 

30%, modulação de 15%, incubação de 30 seg e ‘drytime’ de 20 seg. Para a 

pulverização da tripsina, foram utilizados 40 ciclos, intensidade de 55%, modulação 

de 15%, incubação de 30 s e ‘drytime’ de 15s.  Os grupos controles foram 

pulverizados apenas com BA; BA e substrato ou BA e tripsina. A fim de ser mantida 

a umidade do tecido durante a incubação, as lâminas foram colocadas em placas 

de petri vedadas com parafilme e os tecidos foram incubados por 2 h a 37°C em 

estufa. Após o período de incubação, os tecidos foram pulverizados com a matriz 

ácido alfa-ciano (105 mg de ácido alfa-ciano, 8 mL acetonitrila, 7 mL de água 

ultrapura e 30 µL de TFA). Imagens dos tecidos foram adquiridas em microscópio 

óptico antes e após a deposição dos componentes citados acima. As lâminas foram 

colocadas em placas adaptadoras para imageamento, a saber Bruker Daltonics 

MTP Slide Adapter II e inseridas no espectrômetro de massas MALDI-TOF/TOF 

Ultraflex III (Bruker Daltonics). 

Os softwares Flex imaging e Flex Control foram utilizados para o 

demarcamento de pontos correspondentes no tecido e na imagem, para possibilitar 

a sobreposição da localização dos íons adquiridos na imagem.  Foi utilizado o modo 

de aquisição linear (480 a 15000 m/z), 400 ‘shots’, Frequência de 200, intensidade 
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do laser a 71% e 100 µm de distância entre os pontos adquiridos. A aquisição do 

espectro de massas ocorreu dentro de regiões de interesse envolvendo os 

tentáculos, mesentério e disco basal da anêmona. 

Para a identificação da distribuição dos inibidores do tipo Kunitz e Kazal no 

tecido da A. veratra, as sequências dos transcritos correspondentes às moléculas 

identificadas no proteoma foram utilizadas para a remoção do peptídeo sinal e 

propeptídeo. A previsão da massa molecular foi feita através do uso da plataforma 

ExPASy - Compute pI/Mw tool (GASTEIGER et al, 2003). As plataformas Signal P-

5 e InterPro foram utilizadas para a identificação do peptídeo sinal. O sítio de 

clivagem do propeptídeo foram identificados com base no trabalho publicado por 

Kozlov e Grishin, 2007. 

4 RESULTADOS  

 

4.1 Caracterização bioquímica da peçonha da A. cascaia 

 Na primeira fase de estudos foi realizada a investigação da composição 

molecular da peçonha da A. cascaia (Fig 5.A), a partir do perfil de massas 

moleculares obtidas por SDS-PAGE, ESI-IT-TOF/MS-MS e MALDI-TOF. Em 

análise prévia por eletroforese foi revelado que estas anêmonas possuem em sua 

composição proteínas com massas moleculares que variam de 14 a 97 kDa, 

presentes tanto na fase sobrenadante quanto na fase precipitada da peçonha (Fig 

5.B). A análise proteômica baseada em gel, em ESI-IT-TOF/MS-MS revelou que a 

fase sobrenadante da peçonha da A. cascaia possui uma ampla variedade de 

proteínas, relacionadas tanto a estrutura e metabolismo celular, quanto ao arsenal 

de toxinas destes animais. Foram identificadas um total de 20 proteínas, das quais 

apenas três apresentaram similaridade à toxinas: uma naterina exibindo 64% de 

identidade com natterin-4 de Exaiptasia pallida; uma PLA2 com 56% de identidade 

com a Fosfolipase A2 da Exaiptasia pallida e uma citolisina, com 100% de 

identidade com a Delta-actitoxina AaS1a da Anthopleura asiatica (Tabela 1). 
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Figura 5. Análise da peçonha de Anthopleura cascaia por cromatografia reversa 
(RP-HPLC) e SDS-PAGE. 

 

 

 

A- Perfil cromatográfico da peçonha de A. cascaia. A peçonha foi submetida à 

separação em RP-HPLC, usando coluna C18. O cromatograma mostra a absorbância de 

moléculas no comprimento de onda de 214 nm, ao longo do gradiente de 0 a 100% de B 

em 30 min. B- Análise por SDS-PAGE da peçonha de A. cascaia. Amostras (20 µL) do 

sobrenadante da peçonha (SB-EX) e precipitado (PRC-EX) foram submetidas à 

eletroforese por SDS-PAGE (12,5%), sob condições redutoras, e o gel corado com azul 

de Comassie. O gel mostra a distribuição de proteínas (bandas) encontradas.  
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4.2 Purificação de inibidores de serinopeptidases a partir da peçonha da 

Aulactinia veratra 

No caso da A. veratra, a seleção de inibidores a partir das frações foi 

realizada com base na inibição da tripsina através de ensaios enzimáticos, onde a 

detecção da atividade enzimática foi realizada por MALDI-TOF. 

Para o estabelecimento inicial deste ensaio enzimático, foi identificada a 

massa/carga do substrato Bz-FVR-pNA, sendo esta correspondente a 644 m/z 

(Fig6.B). Quando incubado com a tripsina, serinopeptidase que cliva substratos no 

C-terminal de resíduos de arginina ou lisina, foi detectado o claro aumento de 

intensidade do produto 523 m/z, em comparação aos grupos do tempo 0 e grupos 

controle com apenas tripsina (T) ou apenas substrato (S) em ambos os tempos de 

reação analisados, a saber T0 min e T40 min (Fig. 6A). Aqui é importante salientar 

que apesar da m/z do produto ser detectada no modo linear em amostras controle, 

o aumento de intensidade da m/z após 40 min de reação foi apenas identificado 

pela incubação do substrato com tripsina (S+T), indicando o consumo do substrato 

após os 40 min de reação (Fig. 6A). A figura 6.A mostra o resultado das incubações 

de 50 ng/µL da tripsina com 25µM/µL do substrato. Na otimização deste ensaio foi 

possível a identificação da atividade da tripsina em todas as condições testadas 

quando considerada a relação da concentração de substrato versus enzima (dados 

não mostrados). 

 A simulação de clivagem do substrato Bz-FVR-pNA é demostrada na figura 

7. Esta simulação obtida a partir do software ChemDraw Professional mostra a 

geração de dois produtos possíveis, um de 523 m/z (produto 1), confirmado pelos 

resultados experimentais na figura 6A, e outro de 137 m/z (produto 2).  A detecção 

do produto 2 não foi possível devido à supressão de sinal gerada pela matriz, que 

apresenta a ionização de componentes nesta faixa de m/z. Devido a isto, o produto 

correspondente à 523 m/z foi utilizado para o monitoramento da atividade 

enzimática da tripsina em ensaios posteriores. 

A figura 6.C mostra a distribuição do íon 523 m/z quando avaliado em modo 

reflectron. Apesar deste modo de análise no MALDI-TOF possibilitar a 

diferenciação de massas/cargas semelhantes, geralmente agrupadas em um pico 

no modo linear, o mesmo apresenta forte ionização de componentes de menor 

massa, não sendo possível uma detecção clara do aumento do produto gerado pela 
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tripsina. Assim, para os nossos ensaios de detecção de inibição da tripsina, o modo 

de aquisição linear foi utilizado. 

 

 

Figura 6. Análise por MALDI-TOF da atividade da tripsina. 

 

 

 

 

 

A- Tripsina na concentração de 50 ng/µl foi incubada com o substrato (50µM/µl) e a geração do 

produto (523 m/z) em relação ao substrato (644 m/z) foi acompanhada por modo de aquisição 

linear. O espectro de massas foi adquirido ao 0 min e aos 40 min de reação. É possível identificar 

o aumento da intensidade do 523 m/z após 40 min de reação.  B- Perfil do substrato Bz-FVR-pNA 

na concentração de 50 µM/µL por MALDI-TOF. C- Perfil de m/z do produto por modo de aquisição 

reflectron. Em C é possível identificar a distribuição de m/z (vários picos) do produto, que no modo 

linear foi adquirido como único pico (em A). Grupos controle:  Branco (S + tampão); e Controle 

positivo (T + S), onde S= Substrato e T= Tripsina.  
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Figura 7. Simulação de clivagem do substrato Bz-FVR-pNA pela tripsina. 

 

 

 

 

 

 

Apesar da análise por MALDI-TOF aqui realizada não possibilitar a aquisição 

em tempo real da geração de produto a partir da clivagem do substrato, como nos 

ensaios de cinética enzimática realizados no isolamento de inibidores da A. 

cascaia, a mesma torna possível a utilização de pouquíssima amostra (1 a 2 µl) 

para a detecção de inibidores na fração. Esta é uma vantagem apresentada pela 

técnica sobre ensaios realizados em placas que demandam um volume bem maior 

de amostra. Outra vantagem é a não dependência de variações ou 

comprometimento do fluoróforo com relação a ensaios cuja detecção é realizada 

por fluorescência.  

Uma vez estabelecido o método de avaliação da atividade da tripsina, 

frações da peçonha da A. veratra foram incubadas previamente com esta enzima e 

a posterior adição do substrato à amostra foi realizada. A leitura da ionização do 

produto da amostra em relação ao substrato foi feita aos 0 min e 40 min de reação. 

A inibição da tripsina foi identificada nas frações F4, F6, F7 e F10 (Fig 8). 

A figura 7 mostra o local de clivagem do Bz-FVR-pNA pela tripsina, enzima que cliva substratos 

no C-terminal de resíduos de arginina (R) ou lisina (K); e a consequente geração dos produtos 

523 m/z e 137 m/z, através da simulação pelo software ChemDraw Professional.   
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As frações citadas acima foram selecionadas para um segundo 

fracionamento por RP-HPLC. Os fracionamentos são apresentados nas figuras 9.A 

(Fracionamento da F4), 11.A (fracionamento da F6), 13.A (Fracionamento da F7) e 

15.A (Fracionamento da F10).  Para detecção da inibição da tripsina, é possível ver 

a clara diferença entre a intensidade do substrato e seu produto em cada amostra. 

Amostras contendo apenas tripsina e substrato (controle positivo) apresentam alta 

intensidade do produto (523 m/z) em relação ao substrato (644 m/z). Amostras 

contendo tripsina, fração inibidora e substrato apresentam baixa intensidade da 523 

m/z em relação ao seu substrato.  

As figuras 10, 12, 14 e 16 mostram os espectros de massas adquiridos a 

partir da incubação da tripsina com subfrações da F4 (Fig. 10), F6 (Fig. 12), F7 (Fig. 

14) e F10 (Fig. 16). As subfrações 4.2, 4.3 e 4.5 exibiram inibição da tripsina (Fig. 

10). A fração 6.1 (Fig. 12) e frações 7.1, 7.3 e 7.4 (Fig. 14), assim como as frações 

10.1 e 10.2 (Fig. 16), também apresentaram inibição da atividade desta 

serinopeptidase. 

As subfrações da F4 com ação inibitória apresentaram a ionização de 

moléculas entre 2500 e 4000 m/z (Fig 9.C). A subfração F6.1 apresentou 

componentes com 1400 m/z (Fig 11.C). As subfrações inibitórias da F7 

apresentaram moléculas entre 3500 a 6900 m/z (Fig 13.C). Enquanto as subfrações 

inibitórias da F10 exibiram componentes com m/z entre 1000 e 5500 (Fig 15.C). Os 

fracionamentos por troca iônica das frações 6.1, 7.1, 7.2 e 7.3 são apresentados da 

Fig17. Tais frações serão submetidas à análise quanto à inibição da tripsina. 
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Figura 8. Análise por MALDI-TOF da inibição da tripsina por frações da peçonha 
da A. veratra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Frações da peçonha (1µl) foram incubadas com a tripsina (1:1) para a indução da inibição e logo 

após o substrato foi adicionado à amostra. A intensidade do produto (523 m/z) em relação ao 

substrato (644 m/z) é apresentada no espectro de massas obtido ao 0 min e aos 30 min de reação.  

No ensaio foram avaliadas as amostras F1 a F11 da peçonha da A. veratra; Branco (S + tampão); 

e Controle positivo (T + S), onde S= Substrato e T= Tripsina. As frações 4, 6, 7 e 10 apresentaram 

inibição da tripsina.  
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A- Fracionamento da Fração 4 da peçonha da A. veratra. A F4 foi submetida à separação em 

RP-HPLC em C18, na condição de 5-35% de B em 30 min. As frações foram divididas em F4.1 a 

F4.7 de acordo com o perfil cromatográfico acima. O cromatograma mostra a absorbância de 

moléculas no comprimento de onda de 214 nm. B- Ensaio de inibição da tripsina por frações 

da F4. Frações da F4 (1µl) foram incubadas com a tripsina (1:1) para a indução da inibição e logo 

após o substrato foi adicionado à amostra. A média da intensidade do produto 523 m/z em relação 

ao substrato (644 m/z) é apresentada após 40 min de reação.  No ensaio foram avaliadas as 

amostras F4.1 a F4.7 da peçonha da A. veratra; Branco (S + tampão); e Controle positivo (T + S), 

onde S= Substrato e T= Tripsina. As fraçoes 4.2, 4.3 e 4.5 apresentaram inibição da tripsina. C- 

Perfil de m/z presentes nas frações inibitórias (4.2, 4.3 e 4.5) por MALDI-TOF. 
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Figura 9. Fracionamento; ensaio de inibição; e análise por MALDI-TOF da 
Fração 4 da peçonha da A. veratra. 
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Figura 10. Análise por MALDI-TOF do ensaio de inibição da tripsina por frações da 
F4. 

 

 

 

 

 

 

Frações da F4 (1µl) foram incubadas com a tripsina (1:1) para a indução da inibição e logo após 

o substrato foi adicionado à amostra. A intensidade do produto (523 m/z) em relação ao 

substrato (644 m/z) é apresentada no espectro de massas obtido ao 0 min e aos 40 min de 

reação.  No ensaio foram avaliadas as amostras F4.1 a F4.7 da peçonha da A. veratra; Branco 

(S + tampão); e Controle positivo (T + S), onde S= Substrato e T= Tripsina. As frações 4.2, 4.3 

e 4.5 apresentaram inibição da tripsina.  
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A- Fracionamento da Fração 6 da peçonha da A. veratra. A F6 foi submetida à separação 

em RP-HPLC em C18, na condição de 10-35% de B em 30 min. As frações foram divididas 

em F6.1 a F6.4 de acordo com o perfil cromatográfico acima. O cromatograma mostra a 

absorbância de moléculas no comprimento de onda de 214 nm. B- Ensaio de inibição da 

tripsina por frações da F6. Frações da F6 (1µl) foram incubadas com a tripsina (1:1) para a 

indução da inibição e logo após o substrato foi adicionado à amostra. A média da intensidade 

do produto (523 m/z) em relação ao substrato (644 m/z) é apresentada após 40 min de 

reação.  No ensaio foram avaliadas as amostras F6.1 a F6.4 da peçonha da A. veratra; 

Branco (S + tampão); e Controle positivo (T + S), onde S= Substrato e T= Tripsina. A fração 

6.1 apresentou maior inibição da tripsina. C- Perfil de m/z presentes na fração inibitória 

6.1 por MALDI-TOF. 
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Figura 11. Fracionamento; ensaio de inibição; e análise por MALDI-TOF da 
Fração 6 da peçonha da A. veratra. 



54 
 

 
 

Figura 12. Análise por MALDI-TOF do ensaio de inibição da tripsina por frações 
da F6. 

 

 

 

 

 

 

 

Frações da F6 (1µl) foram incubadas com a tripsina (1:1) para a indução da inibição e logo 

após o substrato foi adicionado à amostra. A intensidade do produto (523 m/z) em relação 

ao substrato (644 m/z) é apresentada no espectro de massas obtido ao 0 min e aos 40 min 

de reação.  No ensaio foram avaliadas as amostras F6.1 a F6.4 da peçonha da A. veratra; 

Branco (S + tampão); e Controle positivo (T + S), onde S= Substrato e T= Tripsina. A fração 

6.1 apresentou maior inibição da tripsina.  
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Figura 13. Fracionamento; ensaio de inibição; e análise por MALDI-TOF da 
Fração 7 da peçonha da A. veratra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A- Fracionamento da Fração 7 da peçonha da A. veratra. A F7 foi submetida à separação em RP-

HPLC em C18, na condição de 10-35% de B em 30 min. As frações foram divididas em F7.1 a F7.5 

de acordo com o perfil cromatográfico acima. O cromatograma mostra a absorbância de moléculas no 

comprimento de onda de 214 nm. B- Ensaio de inibição da tripsina por frações da F7. Frações da 

F7 (1µl) foram incubadas com a tripsina (1:1) para a indução da inibição e logo após o substrato foi 

adicionado à amostra. A média da intensidade do produto 523 m/z em relação ao substrato (644 m/z) 

é apresentada após 40 min de reação.  No ensaio foram avaliadas as amostras F7.1 a F7.5 da 

peçonha da A. veratra; Branco (S + tampão); e Controle positivo (T + S), onde S= Substrato e T= 

Tripsina. A fração 7.1, 7.3 e 7.4 apresentaram inibição da tripsina. C- Perfil de m/z presentes nas 

frações inibitórias (7.1, 7.3 e 7.4) por MALDI-TOF. 
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Figura 14. Análise por MALDI-TOF do ensaio de inibição da tripsina por frações da 
F7. 

 

 

 

 

 

 

 

Frações da F7 (1µl) foram incubadas com a tripsina (1:1) para a indução da inibição e logo após 

o substrato foi adicionado à amostra. A intensidade do produto (523 m/z) em relação ao 

substrato (644 m/z) é apresentada no espectro de massas obtido ao 0 min e aos 40 min de 

reação.  No ensaio foram avaliadas as amostras F7.1 a F7.5 da peçonha da A. veratra; Branco 

(S + tampão); e Controle positivo (T + S), onde S= Substrato e T= Tripsina. As frações 7.3 e 7.4 

apresentaram inibição da tripsina.  
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Figura 15. Fracionamento; ensaio de inibição; e análise por MALDI-TOF da 
Fração 10 da peçonha da A. veratra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A- Fracionamento da Fração 10 da peçonha da A. veratra. A F10 foi submetida à separação em 

RP-HPLC em C18, na condição de 20-45% de B em 30 min. As frações foram divididas em F10.1 

a F10.5 de acordo com o perfil cromatográfico acima. O cromatograma mostra a absorbância de 

moléculas no comprimento de onda de 214 nm. B- Ensaio de inibição da tripsina por frações da 

F10. Frações da F10 (1µl) foram incubadas com a tripsina (1:1) para a indução da inibição e logo 

após o substrato foi adicionado à amostra. A média da intensidade do produto 523 m/z em relação 

ao substrato (644 m/z) é apresentada após 40 min de reação.  No ensaio foram avaliadas as 

amostras F10.1 a F10.5 da peçonha da A. veratra; Branco (S + tampão); e Controle positivo (T + 

S), onde S= Substrato e T= Tripsina. A fração 10.1 e 10.2 apresentaram maior inibição da tripsina. 

C- Perfil de m/z presentes nas frações inibitórias (7.1, 7.3 e 7.4) por MALDI-TOF. 
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Figura 16. Análise por MALDI-TOF do ensaio de inibição da tripsina por frações da 
F10. 

 

 

 

 

 

 

Frações da F10 (1µl) foram incubadas com a tripsina (1:1) para a indução da inibição e logo 

após o substrato foi adicionado à amostra. A intensidade do produto (523 m/z) em relação ao 

substrato (644 m/z) é apresentada no espectro de massas obtido ao 0 min e aos 40 min de 

reação.  No ensaio foram avaliadas as amostras F10.1 a F10.5 da peçonha da A. veratra; Branco 

(S + tampão); e Controle positivo (T + S), onde S= Substrato e T= Tripsina. As frações 10.1 e 

10.2 apresentaram inibição da tripsina.  
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Figura 17. Fracionamento das Frações 6.1, 7.1, e 7.3 da peçonha da A. veratra. 

 

 

 

 

 

 

 

A- Fracionamento da F6.1. B- Fracionamento da 7.1. C- Fracionamento da 7.3. As frações 

contendo inibidores de serinopeptidases foram submetidas à separação por troca iônica, 

na condição de 0-70% de B em 35 min. As frações foram subdivididas de acordo com o 

perfil cromatográfico acima. O cromatograma mostra a absorbância de moléculas no 

comprimento de onda de 280 nm. Tais frações serão submetidas à análise de inibição da 

tripsina. 

 



60 
 

 
 

4.3 Identificação de inibidores em tecido utilizando MALDI-IMS e ensaio de 
inibição da tripsina no tecido da A. veratra 

Com a disponibilização das sequências de aminoácidos das toxinas do tipo 

Kunitz e Kazal a partir no estudo da A. veratra aqui realizado, foi possível prever a 

massa das moléculas maduras, através da remoção do peptídeo sinal e 

propeptídeo das sequências (Tabela 2).  A distribuição dos inibidores do tipo Kazal 

e Kunitz no tecido da A. veratra é apresentada nas Fig 18 e 19, através do uso do 

MALDI-IMS. 

 

Tabela 2.  Massa/carga (m/z) de inibidores de serinopeptidases encontrados no 
proteoma da peçonha da A. veratra. As sequências de aminoácidos dos inibidores 
tiveram o peptídeo sinal e propeptídeo removidos a fim de calcular a massa teórica 
das moléculas. 
 
  
Accession Type Cod m/z 

aul_smart_877428|CDS1 Kazal NTAv202 5210.04 

aul_smart_876517|CDS28 Kazal Av26 6228.23 

aul_smart_813067|CDS1 Kazal NTAv30 7474.51 

aul_smart_687983|CDS3 Kazal NTAv145 5090.86 

aul_smart_427605|CDS2 Kazal NTAv120 5596.56 

aul_smart_426451|CDS2 Kazal Av24 5191 

aul_smart_280649|CDS1 Kazal NTAv107 6171.18 

aul_smart_1046916|CDS2 Kazal Av133 5449.17 

aul_smart_955021|CDS2 Kunitz NTAv66 22457.94 

aul_smart_886056|CDS2 Kunitz NTAv215 16411.37 

aul_smart_859108|CDS2 Kunitz NTAv41 13851.63 

aul_smart_859005|CDS1 Kunitz NTAv189 6014.61 

aul_smart_856786|CDS3 Kunitz NTAv186 6919.06 

 

 

 

Com a análise do tecido da A. veratra por MALDI-IMS tivemos o objetivo de 

verificar se os inibidores de serinopeptidases identificados no proteoma 
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apresentavam diferenças em distribuição ao longo do tecido. Na Fig. 18 é possível 

notar que apenas os inibidores Kunitz NTAv186 e NTAv189 foram identificados por 

IMS. Os demais inibidores do tipo Kunitz, com massas acima de 13 kDa, não foram 

detectados, provavelmente devido ao método de análise, que pode ser limitante no 

sentido de tornar moléculas maiores detectáveis. Entre tais inibidores, NTAv189 

apresentou maior presença na região dos tentáculos da anêmona, o que pode ser 

um indício do local de estoque desta possível toxina. Ao contrário deste, o NTAv186 

apresentou maior distribuição ao longo do mesentério.  

Quanto aos oito inibidores do tipo Kazal analisados, as moléculas NTAv202, 

NTAv145 e Av24 apresentaram maior detecção na região dos tentáculas da 

anêmona, enquanto NTAv120, Av26, NTAv30, NTAv107, e Av133 apresentam 

distribuição mais inespecífica e muito similar ao longo de todo o tecido, 

principalmente no mesentério (Fig. 19). 

Quanto ao teste de identificação de inibição da tripsina no tecido da 

anêmona, verificamos que os inibidores da A. veratra permanecem ativos no tecido. 

A figura 20 mostra a detecção do substrato (644 m/z) e do produto (523 m/z) em 

tecidos incubados por 2h a 37°C, com a presença ou ausência de tripsina e 

substrato. No tecido que recebeu apenas a matriz α-ciano (Fig 20.A) ou apenas 

tripsina (Fig 20.B) é possível observar que não há qualquer detecção do 644 m/z 

no espectro de massas, o que leva a concluir que o íon 523 m/z identificado na 

imagem destes grupos não pertence a um produto de reação enzimática, mas sim 

à matriz ou à tripsina. 

 Na Fig 20.C é demonstrada a presença intensa da 644 m/z, principalmente 

na área fora do tecido. Tais diferenças de aquisição são esperadas devido às 

diferenças da impregnação do substrato no tecido e na lâmina ionizável. Quanto ao 

produto, mais uma vez a região fora do tecido mostrou a presença do íon 523 m/z. 

Porém, a presença deste íon fora do tecido não é um produto de atividade 

enzimática da tripsina, uma vez que o tecido não recebeu a enzima. A detecção 

residual do íon 523 m/z também ocorreu em amostras contendo apenas o substrato 

no ensaio de inibição da tripsina (Fig 6).  

No caso da incubação de apenas substrato com o tecido (Fig 20.C), é 

possível que a 523 m/z identificada seja uma massa remanescente do substrato 

não conjugado ao pNa, ou que este produto esteja sendo gerado por 
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serinopeptidases endógenas. Nesta figura é possível ver a especial detecção da 

523 m/z na extremidade dos tentáculos. Proteínas semelhantes à serinopeptidases 

foram encontradas no proteoma da peçonha da A. veratra (Tabela 2). 

Nas figuras 20.D, E e F é possível observar claramente a inibição da 

atividade da tripsina em algumas áreas do tecido da A. veratra. Isto pode ser 

observado de duas formas: 1. pelo intenso consumo do substrato fora do tecido, 

onde não há a presença de inibidores, levando à baixa detecção (em azul) do íon 

644 m/z, e alta detecção do substrato restante no tecido (em vermelho). 2- Pela alta 

intensidade do íon 523 m/z (produto) fora do tecido (em vermelho) e baixa 

intensidade no tecido (em azul). 

O modelo de detecção de inibição da tripsina em tecido ainda está sendo 

otimizado em nosso laboratório. Nesta primeira fase de testes, a concentração de 

0,5 µM/µL de substrato parece ser a ideal para observar diferenças de intensidade 

do produto em regiões variadas do tecido da A. veratra. Isto possibilitará relacionar 

a inibição detectada com as localizações de inibidores (Fig. 18 e 19). Pretendemos 

aumentar o período de incubação do tecido com tripsina visando diferenças mais 

claras entre as detecções do substrato restante nas regiões de dentro e fora do 

tecido. 
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Figura 18. MALDI-IMS - Detecção de inibidores do tipo Kunitz no tecido da A. 
veratra. 

 

 

 

 

 

 

A – Imagem do corte longitudinal do tecido da A. veratra em parafina. B- Imagem do tecido 

desparafinizado por microscopia óptica. C- Distribuição dos íons correspondentes aos 

inibidores do tipo Kunitz ao longo do tecido. A localização pode ser identificada por 

‘hotspots’. Locais em vermelho representam intensa presença da m/z, locais em verde 

presença mediana, e locais em azul representam baixa presença da m/z. D- Apresenta o 

espectro de massas adquirido a partir do tecido. Os picos correspondentes às m/z dos 

inibidores Kunitz estão indicados. 
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Figura 19. MALDI-IMS- Detecção de inibidores do tipo Kazal no tecido da A. 
veratra. 

 

 

 

 

 

 

 

A - Imagem do tecido por microscopia óptica. B- Distribuição dos íons correspondentes 

aos inibidores do tipo Kazal ao longo do tecido. A localização dos íons pode ser 

identificada por ‘hotspots’. Locais em vermelho representam intensa presença da m/z, 

locais em verde presença mediana, e locais em azul representam baixa presença da m/z. 

C- Apresenta o espectro de massas adquirido a partir do tecido. Os picos correspondentes 

às m/z dos inibidores Kazal estão indicados. 
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Figura 20. Detecção da inibição da tripsina no tecido da A. veratra por MALDI-IMS. 

 

 

 

 

A figura mostra a identificação do substrato (644 m/z) e produto (523 m/z) no tecido da 

anêmona A. veratra. A coluna 1 representa a imagem do corte do tecido sem colorações ou 

deposição de material. A coluna 2 mostra a detecção do substrato. A coluna 3, a detecção do 

produto. A coluna 4 mostra a intensidade da m/z correspondente ao produto (P) e substrato 

(S). A distribuição dos íons ao longo do tecido pode ser identificada por ‘hotspots’. Locais em 

vermelho representam intensa presença da m/z, locais em verde presença mediana, e locais 

em azul, baixa presença da m/z.  A – Matriz (controle). B- T (controle). C – S (controle). D- T 

+ S 0,5 µM/µL.  E - T + S 0,25 µM/µL.  F- T + S 0,1 µM/µL. As figuras A a F representam 

diferentes componentes pulverizados sobre o tecido, sendo eles M (matriz), S (substrato) e T 

(tripsina). 
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5 DISCUSSÃO 

 

 Do ponto de vista ecológico cnidários usam suas peçonhas – constituídas 

principalmente por citolisinas, proteases, neurotoxinas, fosfolipases e inibidores de 

proteases – para predação, defesa e competição intraespecífica (ASHWOOD et al., 

2020; RAMÍREZ-CARRETO et al., 2019). No caso das anêmonas-do-mar, por 

vezes, estruturas especializadas estão diretamente relacionadas à tais papéis 

ecológicos. Por exemplo, acontia e nematoesferas de algumas espécies estão 

relacionadas à defesa contra predadores (ASHWOOD et al., 2020; LAM et al., 

2017); enquanto a acrorhagi e tentáculos de captura estão relacionados à 

competição de anêmonas com rivais da mesma espécie (PURCELL, 1977; 

WILLIAMS, 1991).  

A nível molecular, isto também ocorre: peptídeos do tipo Kunitz podem agir 

tanto como toxinas de defesa, por impedirem a degradação de toxinas da peçonha 

por enzimas de predadores; como podem agir como toxinas de agressão, 

modulando canais de potássio e levando suas presas à paralisia (FRAZÃO et al. 

2012; HONMA et al., 2006).  

A peçonha de anêmonas-do-mar pode conter componentes proteicos de três 

principais grupos: neurotoxinas, citolisinas e fosfolipases do tipo A2. Além destes, 

componentes não proteicos como purinas e aminas biogênicas podem ser 

encontrados (MADIO et al., 2017). 

No presente estudo foram avaliadas as peçonhas de duas anêmonas – A. 

cascaia e A. veratra (Apêndice B – Manuscrito 2) – através de análise proteômica 

por LC-MS/MS. Ambas as peçonhas foram obtidas por técnicas distintas – imersão 

do animal em água acidificada ou eletroestimulação – que induzem o disparo de 

nematocistos no meio aquoso e possibilitam a obtenção de amostras mais puras; e 

de maneira geral, foi visto que ambas as anêmonas são detentoras de inibidores 

de serinopeptidases; de toxinas enzimáticas; e de citolisinas do tipo actinoporinas. 

Caracterização bioquímica da peçonha da A. cascaia 

 No estudo da peçonha da anêmona A. cascaia, foi possível identificar 

apenas três proteínas similares à toxinas: Uma natterina exibindo 64% de 

identidade com natterin-4 de Exaiptasia pallida; uma PLA2 com 56% de identidade 
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com a fosfolipase A2 da Exaiptasia pallida e uma citolisina, com 100% de identidade 

com a Delta-actitoxina AaS1a da Anthopleura asiatica (Tabela 1 da tese). Tais 

achados destacam o fato de que esta espécie de anêmona possui uma variedade 

interessante de toxinas em sua peçonha, uma vez que além de neurotoxinas 

moduladoras de canal de potássio – AcaIII1425, AcaIII2970, e AcaIII3090 

previamente descritas por MADIO, 2012 – a A. cascaia também possui toxinas com 

papel enzimático (PLA2) e citolítico (citolisina). 

A presença de PLA2 e citolisinas também tem sido descrita como parte do 

arsenal de toxinas de outras espécies do gênero Anthopleura. Por exemplo, na 

avaliação do transcriptoma da acrorhagi de pólipos não-agressivos e agressivos da 

espécie Anthopleura elegantissima por RNA-Seq, foi demonstrada a identificação 

de 65 genes de toxinas candidatas, entre estes, 10 genes correspondentes à 

toxinas do tipo PLA2 e dois à citolisinas. A reconstrução da rede de genes de 

toxinas envolvendo sequências maduras resultou na identificação de pelo menos 6 

tipos de PLA2 na acrorhagi, e ao menos 3 destas fazem parte do ‘cluster’ que inclui 

apenas genes de anêmonas marinhas. Tal estudo revelou a presença de 

candidatos a citolisinas do tipo II e IV tanto na acrorhagi de pólipos não-agressivos 

quanto de pólipos agressivos da anêmona (MACRANDER et al., 2015).  

Em anêmonas, PLA2 são descritas como instrumentos de defesa e 

agressão, comumente presentes em nematocistos. Tais toxinas são descritas em 

cnidários da classe Anthozoa, Hydrozoa, Scyphozoa e Cubozoa (NEVALAINEN et 

al., 2004). Particularmente toxinas do tipo PLA2 estão amplamente presentes em 

peçonhas de serpentes e são conhecidas por levar à despolarização e contração 

de células do músculo esquelético (OWNBY, 1998).  

Quanto à citolisina encontrada no proteoma da A. cascaia, apresentando 

similaridade a uma actinoporina, foi visto que tal citolisina também é descrita no 

proteoma de outras espécies do gênero Anthopleura. Actinoporinas são citolisinas 

com massa molecular de 20 kDa, que constituem uma das principais famílias de 

toxinas de anêmonas e apresentam alta afinidade por esfingomielina (PRENTIS et 

al., 2018; MADIO et al., 2019; VALLE et al., 2015). Estas toxinas são caracterizadas 

pela capacidade de formação de monômeros na superfície de células-alvo, levando 

à formação de poros que causam um desbalanceamento iônico, comprometendo a 
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integridade da membrana celular. Tais toxinas têm sido investigadas como 

alternativas na terapia do câncer (RAMÍREZ-CARRETO et al., 2019). 

Quanto à proteína similar à natterina identificada, na literatura é descrito que 

tais proteínas agem como proteases não neurotóxicas e não homólogas da 

peçonha do peixe Thalassophryne nattereri. Estas proteases são capazes de clivar 

cininogênio, liberando cininas, que levam à vasodilatação e aumentam a 

distribuição sistêmica de toxinas. Estas proteases também são capazes de induzir 

citotoxicidade e retardar a regeneração tecidual por comprometimento da infiltração 

de leucócitos (LOPES-FERREIRA et al., 2014). Adicionalmente, já é descrito a 

presença de natterinas em anêmonas como Exaiptasia pallida, apesar de não 

destas toxinas não serem formalmente classificadas entre as famílias de toxinas de 

anêmonas (Tabela 1 da tese) (MADIO et al., 2019). 

Adicionalmente foram identificadas proteínas da zona pelúcida no conteúdo 

analisado, tais proteínas são encontradas em oócitos de anêmonas como 

Nematostella vectensis, Exaiptasia pallida, Anthopleura elegantissima, e 

comumente estão envolvidas na maturação e fertilização de oócitos em vertebrados 

(LOTAN et al., 2014). Além destas, proteínas estruturais como glicoproteínas de 

superfície celular; histonas pertencentes às superfamílias H2A e H4; proteínas ricas 

em glicina e cisteína com domínios LIM e proteínas contendo o domínio FH1/FH2 

relacionadas à organização do citoesqueleto; além de colágeno Alfa-1 também 

foram encontradas (LOUIS et al, 1997; PRUYNE et al., 2017).  Adicionalmente, 

proteínas relacionadas ao metabolismo celular, como proteínas contendo domínio 

Zinc-finger CCCH, responsáveis por se ligar ao mRNA, remover a cauda poli(A) e 

levar ao RNA turnover; proteínas tipo NST1 relacionadas à resposta ao stress; 

proteínas tipo LHR, da família de receptores acoplados à proteína G, responsáveis 

por ligar hormônios e induzir mudanças na atividade celular;  e enzimas superóxido 

dismutase de cobre/zinco relacionadas à atividade antioxidante, também foram 

identificadas (LIANG et al., 2008, EBI, 2019). 

Caracterização bioquímica da peçonha da A. veratra 

  Com relação à caracterização da peçonha da Aulactinia veratra, foram 

identificados mais de 300 proteínas e peptídeos por LC-MS/MS. Destes, cerca de 
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59 biomoléculas foram classificadas como pertencentes a 14 famílias de toxinas de 

anêmonas-do-mar e mais 20 peptídeos foram classificados como detentores de 

novos ‘scaffolds’ de cisteínas, totalizando a identificação de 79 toxinas (Fig 2 do 

manuscrito 2 – Apêndice B). Além disso, a busca por sequências no transcriptoma 

que apresentassem a mesma arquitetura de domínios de toxinas encontradas no 

proteoma, possibilitou a identificação de mais de 600 toxinas putativas.  Tal número 

de toxinas foi apenas identificado devido à associação de dados proteômicos ao 

banco de dados do transcriptoma, já disponível para esta espécie. Para a 

classificação de toxinas, não apenas a similaridade ao BLASTp hit foi utilizada 

como critério, mas também a assinatura de domínios característicos para cada 

toxina (manuscrito 2 – Apêndice B). Tal estratégia foi seguida, pois a associação 

de técnicas ômicas permite tanto a identificação de toxinas já conhecidas, como 

permite a elucidação de novos polipeptídios e a validação de toxinas putativas 

(BABENKO et al., 2017). 

 Dentro desta avaliação foi visto que a peçonha da A. veratra é formada 

principalmente por inibidores do tipo Kunitz e Kazal, e por um diverso arsenal de 

neurotoxinas que incluem SCRiP ‘Small Cysteine Rich Peptides’ e ICKs ‘Inhibitor 

cystine knot’, neurotoxinas estas que são menos comuns em anêmonas. 

Inibidores de serinopeptidases e neurotoxinas 

 

 Peptídeos inibidores de serinopeptidases têm sido amplamente descritos na 

peçonha de anêmonas, especialmente os de tipo Kunitz (C1-C6, C2-C4, C3-C5) 

que exercem tal importância, que correspondem à uma das principais classes de 

toxinas de anêmonas – a ‘Família tipo Kunitz da Peçonha, subfamília de toxinas de 

canais de potássio tipo 2 de anêmonas-do-mar’ (PRENTIS et al., 2018). Estes 

peptídeos têm sido isolados a partir de extratos de tecidos de anêmonas; estando 

presentes em tentáculos, acrorhagi, muco ou diretamente na peçonha secretada 

por estes cnidários (SCHWEITZ et al., 1995; MINAGAWA et al., 2008; MADIO et 

al., 2017). Tais toxinas podem apresentar ação dupla inibindo peptidases e 

modulando canais de potássio. Alguns exemplos são as Kalicludinas e Kaliseptina 

da Anemonia sulcate; ShPI-1 da Stichodactyla helianthus; APEKTx1 da 

Anthopleura elegantissima; HCRG1 e HCRG2 da Heteractis crispa (SCHWEITZ et 
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al., 1995; GARCÍA-FERNÁNDEZ et al., 2016; PEIGNEUR et al., 2011; GLADKIKH 

et al.,2015; GLADKIKH et al 2020).  

Por outro lado, inibidores do tipo Kazal, que tipicamente exibem pontes 

dissulfeto entre C1-C5, C2-C4 e C3-C6, não são classificados como as principais 

toxinas  de anêmonas (MADIO et al., 2019), apesar de sequências de domínio kazal 

já terem sido descritas no transcriptoma da Anthopleura dowii (RAMÍREZ-

CARRETO et al., 2019); no transcriptoma e proteoma de tentáculos da Oulactis sp. 

(MITCHELL et al., 2020); e até um inibidor já ter sido isolado de extratos da 

Anemonia sulcata, sendo  classificado como  PI-Actitoxin-Adv5a no 

Uniprot/SwissProt (HEMMI et al., 2005; KOLKENBROCK & TSCHESCHE; 1987). 

No caso da A. veratra, inibidores do tipo Kazal estão entre os principais 

componentes, correspondendo a quase 10% das toxinas encontradas na peçonha 

(Fig 2 do manuscrito 2 – Apêndice B). 

Além destes inibidores, foi visto que a peçonha da A. veratra é constituída 

por seis tipos de neurotoxinas: ShK-like; β-defensinas tipo Nav; β-defensinas tipo 

Kv3; SCRiPs, EGF-like; e ICKs, correspondendo a um terço do total de toxinas 

desta anêmona. Tal observação é corroborada pelo fato de que uma das principais 

características da peçonha de anêmonas vem da sua constituição predominante 

por neurotoxinas (ASHWOOD et al., 2020; FRAZÃO ET AL., 2012).   

A maioria das neurotoxinas encontradas na A. veratra estão relacionadas a 

função de modular canais iônicos dependentes de voltagem (manuscrito 2 – 

Apêndice B). Por exemplo, foram encontradas toxinas exibindo domínio 

característicos de ShK-like (CXDXnCXnCXnKKXnCXKXCX2C), apresentando a 

presença de 6 cisteínas e resíduos de lisina (K) e ácido aspártico (D) em posições 

conservadas (MADIO et al., 2019). Toxinas com esta assinatura são conhecidas 

por serem potentes bloqueadores de canais do tipo Kv1. São exemplos as toxinas 

BgK (Bunodosoma granulifera), AsKs (Anemonia sulcata) e ShK da Stichodactyla 

helianthus (DAUPLAIS et al., 1997; FRAZÃO et al., 2012). Adicionalmente, toxinas 

com domínios exibindo pontes dissulfeto entre C1-C5, C2-C4, C3-C6, classificadas 

como β-defensinas, são normalmente relacionadas à modulação de canais Kv3 e 

Nav. A maioria das β-defensinas de A. veratra apresentam similaridade a toxinas 

moduladoras de canais de potássio do tipo III da Anemonia sulcata. Toxinas como 
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BDS-I e BDS-II, têm sido aplicadas em estudos biofísicos envolvendo a elucidação 

do papel de canais Kv3 no sistema nervoso central (YEUNG et al., 2005). Além 

disso, apenas uma β-defensina foi classificada como inibidor de Nav e apenas uma 

toxina classificada como do tipo ICK (CXnCXnCCXnCXnC), representando 

potenciais moduladores de canais de sódio dependentes de voltagem (Nav) 

(MADIO et al., 2019; CARDOSO et al; 2019; POSTIC et al., 2018).  

 Toxinas do tipo Citolisinas (Actinoporinas e MACPF) 

 

Além destas, citolisinas do tipo II (actinoporinas) e V (MACPF) foram 

identificadas na peçonha da A. veratra (Tabela 1 do manuscrito 2 – Apêndice B). 

Citolisinas são moléculas capazes de causar poros em membranas celulares. No 

caso das actinoporinas, é conhecido que a pré-incubação destas com a 

esfingomielina leva à completa inibição da atividade destas toxinas, sugerindo-se a 

alta afinidade das actinoporinas por membranas ricas neste lipídeo (VALLE et al., 

2015). Devido à alta capacidade citolítica destas toxinas, actinoporinas têm sido 

empregadas na construção de imunotoxinas usadas contra células tumorais e 

parasitas. Estas toxinas têm sido empregadas na criação de imunocomplexos pela 

vantagem de não necessitarem da internalização do componente tóxico para que 

haja a morte celular (TEJUCA; ANDERLUH; DALLA SERRA, 2009). 

Dos transcritos encontrados no proteoma e classificados como 

actinoporinas, apenas a toxina correspondente ao aul_smart_512597|CDS1, exibiu 

o completo domínio característico, tendo cerca de 75% de identidade à Delta-

actitoxina da Anthopleura asiatica (Tabela 1 do manuscrito 2 – Apêndice B). Tal 

toxina, que não possui cisteínas em sua sequência, segue o que é descrito para a 

maioria das actinoporinas, conhecidas pela a ausência de resíduos de cisteínas em 

sua estrutura (VALLE et al., 2015).  

 As citolisinas do tipo V, caracterizadas pela presença de um domínio EGF e 

pela presença do domínio que caracteriza a superfamília das MACPF, são toxinas 

com aproximadamente 60kDa. Até 2019 apenas três toxinas desta classe tinham 

sido descritas, a saber a AvTx-60A da Actineria villosa, PsTx-60A e a PsTx-60B da 

anêmona Phyllodiscus semoni (MADIO et al., 2019; OSHIRO et al., 2004; SATOH 

et al., 2007). Na análise proteômica da peçonha da A. veratra foram identificadas 

duas novas citolisinas do tipo V, contendo o domínio MACPF, são elas a 
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aul_smart_487417|CDS2 e aul_smart_884261|CDS11 (Tabela 1 do manuscrito 2 – 

Apêndice B). 

Enzimas 

Quanto às enzimas, uma serinopeptidase exibindo 64% de identidade com 

quimotripsinogênio-A-like de Actinia tenebrosa foi encontrada (Tabela 1 do 

manuscrito 2 – Apêndice B). A sequência de aminoácidos desta serinopeptidase 

quando submetida à plataforma InterPro, apresentou a ocorrência de domínios de 

tripsina e quimotripsina, sendo classificada como pertencente à família de 

peptidases S1 e subfamília S1A, caracterizada por apresentar a tríade catalítica 

histidina, ácido aspártico e serina. Além desta, metalopeptidases foram 

encontradas (Tabela 1 – Manuscrito 2 – Apêndice B). Estas possíveis toxinas 

exibiram em torno de 50% de identidade com a “endothelin-converting enzyme 1-

like (ECE-1-like)” de Actinia tenebrosa (Tabela 2 e 3). A enzima ECE-1 humana é 

conhecida por catalizar os passos finais da biossíntese da endotelina 1, uma 

importante molécula associada à asma, hipertensão pulmonar e sistêmica 

(SCHULZ et al., 2009). De acordo com a plataforma InterPro, as metalopeptidases 

da peçonha da A. veratra exibem a existência de domínios correspondentes à 

metalopeptidases da família M13, na qual o sítio ativo predito envolve o motivo 

HEXXH, nos quais os resíduos de histidina (H) ligam ao zinco e o ácido glutâmico 

(E) assume uma função catalítica (RAWLINGS & BARRETT, 2004). Como os 

membros da M13 possuem parte de seus resíduos ligados à membrana, as 

sequências das metalopeptidases encontradas serão investigadas quanto à 

presença de domínios transmembrana. Adicionalmente a estas, sequências 

correspondentes às endonucleases, CAP, CAP-ShK e WSC foram encontradas 

(Manuscrito 2 – Apêndice B). 

SCREPS ‘ Secreted Cysteine-Rich REpeat Peptides’ encontrados na peçonha da 

A. veratra  

A repetição em tandem de domínios tem sido descrita em várias toxinas 

peptídicas isoladas de secreções da peçonha de animais. Esta repetição é um 

evento relativamente comum na natureza, considerado uma estratégia evolutiva 

através do uso da duplicação intragênica ou recombinação. Recentemente 

chamadas de SCREPs do inglês “Secreted, Cysteine-Rich REpeat Peptides” por 
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Maxwell et al. 2018, tais toxinas apresentam um arranjo estrutural incomum levando 

a uma resposta farmacológica única (MAXWELL; UNDHEIM; MOBLI., 2018; 

SHIOMI et al., 2001). 

Particularmente, toxinas com domínios ricos em pontes dissulfeto chamados 

DRDs (“Disulfide-rich domains”), são visadas devido à habilidade de modulação de 

canais iônicos. Tais toxinas de peçonhas animais assumem dobramentos 

específicos e são classificadas em grandes grupos como no caso de toxinas com 

domínios do tipo Kunitz, Kazal, ICKs e ShKT (MAXWELL; UNDHEIM; MOBLI., 

2018). Quando exibem dois domínios ou mais com repetição em tandem, estas 

toxinas assumem uma arquitetura diferenciada que pode levá-las a um modo de 

ação bivalente. Este é o caso da DkTx (Double-knot toxin), isolada da tarântula 

Ornithoctonus huwena, uma toxina com dois domínios ICK em tandem, que ativam 

irreversivelmente canais TRPV1 através da sua ligação a resíduos da região de 

formação de poros do canal (BOHLEN et al., 2010). 

Na análise proteômica da peçonha e do transcriptoma da A. veratra, a 

existência de SCREPs pôde ser notada nas classes de toxinas do tipo ShK, SCRiP, 

EGF-like, Kunitz and Kazal (Fig 4.B do manuscrito 2 – Apêndice B). A ocorrência 

destes SCREPs na peçonha apresenta uma interessante possibilidade de análise 

quanto às diferenças de atividade desempenhada entre toxinas com único domínio 

e repetição de domínios em tandem. Além disso, a análise das famílias gênicas às 

quais tais toxinas pertencem e os eventos de duplicação ou recombinação que 

levaram ao surgimento dos SCREPs encontrados aqui, parecem ser uma boa porta 

de entrada para o estudo da evolução destas toxinas. 

Novos scaffolds de cisteínas caracterizam novas toxinas na A. veratra 

Como descrito anteriormente, a combinação de tecnologias ômicas permite 

a identificação de classes de toxinas bem estabelecidas, além da avalição de 

sequências de toxinas e a identificação possíveis novos domínios ainda não 

descritos para toxinas em estudos prévios (BABENKO et al., 2017). Trabalhos 

recentes envolvendo estas abordagens permitiram a identificação de 12 novos 

scaffolds de cisteína em toxinas da peçonha da anêmona Stichodactyla haddoni, e 

3 novos identificados na peçonha da espécie Cnidopus japonicus (BABENKO et al., 

2017; MADIO et al., 2017).  
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Aqui, para o estabelecimento dos 18 novos scaffolds de toxinas nunca antes 

descritos para anêmonas, foi de fundamental importância a associação de dados 

do transcriptoma e proteoma da A. veratra. De forma geral, para tal classificação 

foram consideramos 4 aspectos: 1. Proteínas/peptídeos sem similaridade a 

BLASTp hits. 2. Proteínas/peptídeos similares a proteínas não caracterizadas de 

espécies de anêmonas. 3. Ausência de domínios automaticamente identificados 

pelo NCBI ou InterPro. 4. Candidatos ricos em resíduos de cisteínas.  

Estas novas famílias de toxinas, classificadas aqui como scaffolds 1 a 18, 

correspondem a 25% do total de toxinas da peçonha, e à 30% de todas as toxinas 

putativas encontradas no Transcriptoma da A. veratra (Fig 3 e Tabela 3 do 

manuscrito 2 – Apêndice B). A observação mais interessante a ser feita aqui é que 

boa parte dos novos scaffolds de toxinas apresentaram similaridade à BLASTp hits 

de proteínas não caracterizadas (‘uncharacterized protein’) ou similaridade não 

significativa à proteínas e peptídeos do banco de dados de anêmonas do NCBI 

(Tabela 1 do manuscrito 2 – Apêndice B). O mesmo foi visto para a toxina ICK e 

SCRiP que não apresentaram qualquer similaridade à toxinas previamente 

descritas para anêmonas-do-mar. Tais observações destacam o fato de que muitas 

toxinas podem passar desapercebidas quando apenas similaridade é usado como 

fator primordial para a descrição de toxinas presentes em cnidários e outros animais 

peçonhentos. 

 Isolamento e seleção de inibidores de serinopeptidases a partir da 
peçonha da A. cascaia  

 

 Inibidores de serinopeptidases têm sido descritos numa série de estudos 

envolvendo anêmonas-do-mar (ISHIDA et al., 1997; MINAGAWA, et al 1997; 

MINAGAWA et al., 1998; SINTSOVA et al., 2018; GLADKIKH et al., 2015; CHEN et 

al., 2019). Especialmente os inibidores do tipo Kunitz da peçonha de anêmonas, 

que estão entre as principais famílias de toxinas destes cnidários (PRENTIS et al., 

2018). 

 Comumente, a presença de tais peptídeos na peçonha de anêmonas é 

descrita pela avaliação proteômica ou transcriptômica de moléculas secretadas ou 

de estruturas anatômicas relacionadas à peçonha destes animais (MITCHELL et 
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al., 2020, MADIO et al., 2017). Porém, estratégias para identificação de tais 

peptídeos também podem envolver o isolamento de tais componentes por técnicas 

cromatográficas a partir da peçonha ou do tecido destes animais (ISHIDA et al., 

1997; MINAGAWA, et al 1997; MINAGAWA et al., 1998). Tal caracterização 

geralmente envolve a seleção de inibidores por sua direta influência sobre a 

atividade de serinopeptidases como tripsina, quimotripsina, calicreínas; e a 

elucidação da sequência destas moléculas (CHEN et al., 2019; SINTSOVA et al., 

2018). Inibidores como a PI-stichotoxin-Hmg3a (C0HK72) da Heteractis magnifica; 

PI-stichotoxin-Hcr2g (C0HJU7) da Heteractis crispa; ATPI-I (A0A6P8HC43) e ATPI-

II da Actinia tenebrosa, são alguns exemplos de inibidores do tipo Kunitz isolados 

a partir de anêmonas (SINTSOVA et al., 2018; GLADKIKH et al., 2015; CHEN et 

al., 2019). 

 No presente estudo, a peçonha da A. cascaia foi investigada quanto à 

presença de inibidores de serinopeptidases através do monitoramento da inibição 

da atividade da tripsina por ensaio enzimático em placa, utilizando um substrato 

fluorescente (Apêndice A – Manuscrito 1). Ao todo, três peptídeos foram isolados 

da peçonha (encontrados na F3.7.6; F3.8.4; F3.8.8), assim como uma fração 

enriquecida em peptídeos inibidores (F3.7.5). Tais componentes foram 

comprovadamente capazes de ligar a tripsina e inibir sua atividade, sendo 

classificados aqui como inibidores de serinopeptidases por apresentarem de 59% 

a 93% de inibição da atividade enzimática (Apêndice A – Manuscrito 1 – Fig 4 e Fig 

5). Para o isolamento destes peptídeos, basicamente três passos cromatográficos 

por RP-HPLC foram necessários, envolvendo principalmente mudanças na 

concentração de solventes.  

 Para a espécie Anthopleura cascaia, além do inibidor de canal de potássio 

previamente descrito (Acesso: A0A6I8WFP9/ PDB Entry - 6NK9), e de três 

neurotoxinas identificadas como AcaIII1425, AcaIII2970 e AcaIII3090, não é bem 

conhecida a diversidade de toxinas da peçonha desta espécie (AMORIM et al., 

2020; BERMAN et al., 2003; MADIO et al., 2012).  

Por outro lado, a nível de gênero, Anthopleura possui mais de 30 toxinas 

manualmente anotadas no Swiss-Prot/UniProtKB (The UniProt Consortium, 2021- 

acesso em 22 de maio de 2022; JUNGO et al., 2015; MONKS et al., 1995; REIMER 

et al., 1985). Entre tais toxinas estão 3 inibidores do tipo Kunitz, isolados a partir do 
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extrato aquoso da espécie A. aff. Xanthogrammica (PI-actitoxin-Axm2a, PI-

actitoxin-Axm2b e PI-actitoxin-Axm2b), exibindo massas entre 6341 Da e 6978 Da 

(MINAGAWA, et al 1997; MINAGAWA et al., 1998); 2 inibidores isolados a partir da 

acrorhagi de A. fuscoviridis (PI-actitoxin-Afv2a com 6097 Da e PI-actitoxin-Afv2b de 

5995 Da) (MINAGAWA et al 2008). E um inibidor isolado da A. elegantissima, 

classificado como KappaPI-actitoxin-Ael3a por exibir atividade dupla ao inibir 

serinopeptidases e ao ligar canais de potássio dependentes de voltagem (Kvs) 

(PEIGNEUR et al., 2011).  

Adicionalmente a estes estudos, transcritos com BLAST hits correspondentes a 

inibidores do tipo Kunitz foram altamente expressos tanto no transcriptoma de 

pólipos agressivos, quanto não-agressivos da espécie Anthopleura elegantisssima 

(MACRANDER et al. 2015).  E no estudo do proteoma e transcriptoma do muco e 

tentáculos da Anthopleura dowii, foi revelada a presença de 12 transcritos 

pertencentes à família Kunitz/Kv2 de toxinas. Cinco destes transcritos 

apresentaram similaridade à região madura da proteína KappaPI-AITX-Ael3a da 

Anthopleura elegantissima, apresentando 37 a 80% de identidade (RAMÍREZ-

CARRETO et al., 2019).  

O aspecto comum entre tais inibidores isolados de espécies de Anthopleura é a 

classificação comum destes peptídeos como do tipo Kunitz, exibindo três pontes 

dissulfeto e sequências com 56 a 61 aminoácidos. Para a espécie A. cascaia, cuja 

peçonha foi estudada aqui, os inibidores de serinopeptidases isolados exibiram m/z 

entre 2617 e 4755, tanto por análises por MALDI-TOF quanto por ESI (Apêndice A 

– Manuscrito 1 – Fig 4, 5 e 6). Tais peptídeos possuem massas moleculares 

semelhantes aos inibidores do tipo Kunitz/Kv2 descritos para a espécie de 

anêmona Actinia equina (4071 Da e 4308 Da); e massas moleculares semelhantes 

a inibidores do tipo Kunitz da espécie de serpente Daboia siamensis, que exibem 

massas de 2050 Da and 2691 Da (ISHIDA et al., 1997; The UniProt Consortium, 

2021 – acesso em 22 de maio de 2022). 

Devido à direta relação ao gênero Anthopleura e à comprovada existência de 

peptídeos do tipo Kunitz nde espécies do mesmo gênero, sugere-se que os três 

peptídeos inibidores de serinopeptidases isolados – 4461 m/z (da F3.7.6); 2617 m/z 

(da F3.8.4) e 2642 m/z (da F3.8.8) – e os inibidores encontrados na F.3.7.5 sejam 

do tipo Kunitz. Porém, o processamento adicional e análise por LC-MS/MS destas 
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amostras serão necessárias para a confirmação da classe de toxina e para a 

elucidação da sequência de aminoácidos de tais peptídeos. 

Isolamento e seleção de inibidores de serinopeptidases a partir da peçonha 
da A. veratra por MALDI-TOF 

 

Na investigação da presença de inibidores a partir da peçonha da Aulactinia 

veratra, foi visto por análise proteômica e do banco de dados do Transcriptoma, 

que esta espécie é uma rica fonte de inibidores de serinopeptidases, tanto do tipo 

Kunitz quanto Kazal (Apêndice B – Manuscrito 2). E na busca pelo isolamento de 

tais peptídeos, a peçonha da A. veratra foi fracionada por RP-HPLC e a presença 

de inibidores de serinopeptidases foi monitorada por ensaio enzimático envolvendo 

espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF (Fig 8). 

A espectrometria de massas (MS) tem sido empregada, em suas diversas 

formas, em uma série de trabalhos focados na detecção de atividade e cinética 

enzimática, seja por ESI (electrospray ionization) ou MALDI-TOF (matrix-assisted 

laser desorption/ionization time-of- flight). São exemplos os ensaios realizados para 

a detecção simultânea de substratos e produtos oriundos da atividade proteolítica 

de frações da peçonha da Bothrops moojeni utilizando ESI-MS; ensaios 

empregando MALDI-TOF para detecção semiquantitativa da atividade enzimática 

de quinases ou para cinética enzimática (LIESENER et al., 2005; MIN et al., 2004; 

HOUSTON et al., 2000; KANG et al., 2000). 

Ao contrário de métodos de detecção que usam UV/vis, fluorescência ou 

radioatividade, geralmente aplicados na detecção da atividade enzimática, ensaios 

envolvendo MS são baseados na detecção da razão massa/carga de compostos. 

Isto possibilita a detecção de múltiplos substratos e seus respectivos produtos 

numa mesma análise (LIESENER et al., 2005). 

No entanto, com relação aos ensaios envolvendo MALDI-TOF, uma 

desvantagem é a não distribuição homogênea de analitos na matriz o que causa 

uma baixa reprodutibilidade de amostra para amostra e ‘shot-to-shot’ (KANG et al., 

2000). Este fato causa diferenças entre a ionização e consequentemente a 

intensidade de uma m/z em diferentes pontos de uma mesma amostra. Devido a 

isso, para detecção da inibição enzimática, não é suficiente a comparação entre 

intensidades do produto de uma amostra controle em relação a uma outra contendo 
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inibidor, mas se faz necessária a comparação da intensidade do substrato restante 

e seu produto no mesmo ponto da amostra.  Assim, a relação de intensidade do 

produto pela intensidade do substrato de cada amostra foi apresentada nas figuras 

9.B, 11.B, 13.B e 15.B, permitindo a comparação das frações dententoras ou não 

de inibição. Nestas figuras é possível notar que a amostra contendo apenas 

substrato e água (Branco) e incubadas por 40 min apresentam alta intensidade da 

523 m/z, tal massa identificada não corresponde ao produto gerado pela tripsina. 

Nós hipotetizamos que esta m/z pode ser correspondente às moléculas 

remanescentes do substrato que não apresentam conjugação com pNa.  

Tal método de seleção de inibidores por MALDI-TOF possibilitou a seleção de 

várias subfrações inibitórias, todas obtidas por RP-HPLC (F4.2, F4.3; F4.5, F6.1, 

F7.1, F 7.3, F 7.4, F10.1 e F10.2) (Fig. 9, 11, 13 e 15); e o isolamento por troca 

iônica de pelo menos três candidatos a inibidores: F7.1.1; F6.1.1; F10.2 (Fig 17). 

Devido à comprovada existência de 8 inibidores do tipo kazal e 6 inibidores do tipo 

Kunitz no proteoma da A. veratra, e à presença de mais de 140 transcritos com tais 

domínios no transcriptoma da espécie, é provável que as moléculas das frações 

responsáveis pela inibição sejam inibidores do tipo Kazal ou Kunitz (Manuscrito 2 – 

Apêndice B). Para a confirmação, será realizada a análise por LC-MS/MS destas 

amostras e será feita uma busca por BLAStp contra o bando de dados do 

transcriptoma e proteoma da A. veratra, já elucidados no Manuscrito 2 (Apêndice 

B).  

 

Identificação da localização tecidual de inibidores de serinopeptidases no 
tecido da A. cascaia e no tecido da A. veratra 

 

Comumente, o estudo da composição de peçonhas envolve o 

processamento de tecidos ou de secreções animais, com o objetivo de investigar a 

diversidade molecular e consequentemente identificar toxinas e transcritos 

relacionados (MITCHELL et al., 2020, de OLIVEIRA et al., 2018; MADIO et al., 

2017). Porém, a informação sobre a distribuição espacial de toxinas geralmente é 

perdida em análises como proteômica e transcriptômica, uma vez que são 

utilizados extratos ou secreções de tecidos para investigar tais toxinas. 
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Neste processo, a espectrometria de massas (MS) é considerada uma 

ferramenta crucial para a caracterização estrutural de moléculas, o que contribui 

grandemente para a investigação da função biológica destas (DON et al., 2016). 

Quando associada à histologia, tal técnica oferece uma interessante solução para 

suprir o desafio de localizar toxinas em tecidos, através do imageamento por 

espectrometria de massas (IMS).  

O IMS tem sido aplicado na investigação de distribuição de moléculas em 

diferentes estágios do desenvolvimento de tecidos; permite comparar a co-

localização de moléculas de interesse; e ainda visualizar em quais regiões estas 

moléculas podem estar estocadas (VELIČKOVIĆ et al., 2014; HAMILTON et al, 

2019; UNDHEIM et al, 2014). As aplicações para o estudo de glândulas ou outras 

estruturas que estocam toxinas são inúmeras. 

Para anêmonas-do-mar, assim como para outros cnidários, acessar a 

localização de toxinas pode ser desafiador, uma vez que estes animais possuem 

cápsulas de peçonha distribuídas por todo o corpo, em vez de um sistema 

centralizado de toxinas (MITCHELL et al., 2017).  

Dentro deste contexto, no presente estudo a distribuição de toxinas ao longo 

do tecido das anêmonas Anthopleura cascaia e Aulactinia veratra, foi investigada. 

Pela primeira vez aqui foi demonstrada a localização direta de inibidores de 

serinopeptidases nos tentáculos e disco pedal de anêmonas-do-mar pelo 

Imageamento por espectrometria de massas (Fig 18, Fig 19 da tese; Fig 7 do 

Manuscrito 1 – Apêndice A). É importante salientar que a presença de toxinas do 

tipo Kunitz em tentáculos já foi descrita através da avaliação da composição de 

extratos brutos de tecidos de anêmonas (MACRANDER et al., 2016). Porém, aqui 

foi demonstrada a distribuição de tais inibidores em tentáculos - estruturas 

anatômicas utilizadas por estes cnidários para a imobilizar presas e repelir 

predadores (ASHWOOD et al., 2020; MACRANDER et al., 2016). Tal relação entre 

estrutura anatômica e localização da toxina é bastante interessante, uma vez que 

inibidores do tipo Kunitz também são relatados na literatura como toxinas de 

agressão e defesa em anêmonas (FRAZÃO et al., 2012). 

Estudos prévios já demonstraram a presença de peptídeos do tipo Kunitz em 

filamentos mesenteriais de Actinia tenebrosa, além disso, o MALDI-IMS já foi 

aplicado na elucidação da distribuição espacial da κ-actitoxin-Ate1a em Actinia 
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tenebrosa, e na distribuição de toxinas peptídicas em Oulactis muscosa (CHEN et 

al., 2019; MITCHELL et al., 2017; MADIO et al., 2018; SURM et al., 2019). 

No presente estudo, a análise por MALDI-IMS revelou que inibidores de 

serinopeptidases são diferentemente distribuídos tanto na anêmona A. cascaia (Fig 

7- Manuscrito 1 – Apêndice A), quanto na anêmona A. veratra (Fig 18 e 19). Para 

ambas anêmonas foi visto que há a presença de inibidores nos filamentos 

mesentéricos: os inibidores 2617 m/z (da F3.8.4) e 2642 m/z (da F3.8.8) da A. 

cascaia estão especialmente presentes nesta região (Fig 7- Manuscrito 1 – 

Apêndice A). Assim como os inibidores do tipo Kunitz (NTAv186 de 6919 Da – Fig 

18) e tipo Kazal (NTAv120, Av26, NTAv30, NTAv107 e Av133) encontrados na A. 

veratra (Fig 19). Por outro lado, os peptídeos da F3.7.5 (4518, 4685 and 4755m/z) 

e F3.7.6 (4461 m/z) da A. cascaia estão localizados principalmente na região do 

disco pedal e tentáculos da anêmona (Fig 7 - Manuscrito 1 – Apêndice A). Enquanto 

na A. veratra, apenas os inibidores do tipo Kunitz (NTAv189) e Kazal (NTAv202, 

NTAv145 e Av24) apresentam maior presença na região dos tentáculos da 

anêmona (Fig 18 e 19). A presença de tais toxinas nestas regiões é esperada 

devido à presença de nematocistos, especialmente em tentáculos envolvidos com 

defesa e predação. Além disso, para animais da classe Anthozoa, como anêmonas, 

já é descrita a presença de estruturas secretoras de toxinas como nematocistos e 

células ectodérmicas (‘ectodermal gland cells’) – na endoderme e ectoderme destes 

animais (FAUTIN et al., 2009; MORAN et al., 2011). 

Adicionalmente, estudos anteriores mostram que há significativa variação na 

abundância de genes relacionados a toxinas entre tentáculos, filamentos 

mesentéricos e coluna de espécies de anêmonas-do mar (MACRANDER et al., 

2016). Particularmente, inibidores do tipo Kunitz/Kv2 são altamente expressos em 

filamentos mesentéricos e tentáculos nas espécies Anemonia sulcata; Heteractis 

crispa e Megalactis griffithsi. Tais dados corroboram as diferenças em distribuição 

de inibidores encontrados aqui para as anêmonas A. cascaia e A. veratra 

(MACRANDER et al., 2016).  

Além disso, quando testado se tais inibidores eram capazes de inibir a 

tripsina diretamente em tecido, foi constatado que tais moléculas permanecem 

ativas, mesmo após todo o tratamento térmico e químico envolvido no preparo da 

amostra de tecido da A. veratra. Foi revelado que após a incubação da tripsina num 



81 
 

 
 

tecido de anêmona coberto por substrato, há locais com menor geração do produto 

(523 m/z) a partir do substrato (644 m/z) utilizado. Tais regiões correspondem 

justamente à maior concentração de inibidores em certas áreas do tecido da A. 

veratra. Por exemplo, é muito clara a inibição da atividade da tripsina na região do 

mesentério da anêmona, onde há maior presença de inibidores do tipo Kazal e 

consequentemente menor detecção do produto (523 m/z) (Fig 20). Este tipo de 

estudo revela que inibidores podem ser localizados não só por meio da massa 

molecular conhecida, mas que estes podem ser rastreados em tecido através da 

atividade exercida sobre a enzima. 

 

6 CONCLUSÕES GERAIS 

 

O estudo aqui realizado apresentou pela primeira vez a elucidação do proteoma 

da peçonha da anêmona-do-mar Anthopleura cascaia, uma espécie endêmica 

brasileira, cuja peçonha contém uma interessante diversidade de toxinas: 

natterinas, citolisinas, fosfolipases do tipo A2 e inibidores de serinopeptidases.  

Através do rastreamento da inibição da atividade da tripsina por frações da 

peçonha, foi revelada que a A. cascaia é uma interessante fonte de inibidores de 

serinopeptidases, potencialmente do tipo Kunitz, devido à ocorrência de tais toxinas 

em outras espécies do gênero como A. elegantissima e A. dowii. Tais inibidores 

isolados, exibem massa/carga de 4461 m/z; 2617 m/z e 2642 m/z e potente inibição 

da atividade da tripsina (60 a 93%), e estão diferencialmente localizados no 

mesentério, disco pedal e tentáculos desta anêmona, como revelado por MALDI-

MSI. 

Já os dados obtidos na análise da peçonha da anêmona A. veratra revelam que 

a associação das ferramentas de transcriptômica e proteômica permitiu uma 

análise complementar da riqueza de toxinas desta espécie. Estas abordagens 

levaram à caracterização da peçonha desta anêmona - composto principalmente 

por neurotoxinas e inibidores de serinopeptidases. A diversidade de toxinas 

identificada é tamanha que foram elucidadas14 famílias de toxinas de anêmonas 

para a peçonha da A. veratra. Entre estas, foram identificadas neurotoxinas como 

β-defensinas bloqueadoras de canais de potássio e sódio dependentes de 

voltagem; toxinas ShK-like; ICK; SCRiPs; Citolisinas e inibidores de 
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serinopeptidases do tipo Kunitz e Kazal, moléculas com potencial para investigação 

farmacológica. Além disso, a aplicação destas ferramentas possibilitou a 

identificação de 18 novos “scaffolds” de toxinas ricas em cisteínas, validadas em 

nível de proteínas/peptídeos. 

Os dados do transcriptoma revelaram que as toxinas putativas mais abundantes 

são especialmente encontradas nas famílias ShK, Kazal, Kunitz, CAP e Scaffold 

10; e que algumas destas famílias apresentam repetição em tandem de domínios - 

são os casos de algumas sequências encontradas em toxinas do tipo ShK, SCRiP, 

EGF-like, Kunitz, Kazal, Scaffold 10, Scaffold 13, classificadas como SCREPs. Tais 

toxinas são encontradas em nível de proteína e são traduzidas com domínios 

duplos e triplos, oferecendo uma oportunidade interessante de investigação de 

propriedades farmacológicas, uma vez que a maior disponibilidade de domínios 

pode facilitar a capacidade de ligação destas toxinas a enzimas e a canais iônicos 

dependentes de voltagem. 

Estes dados ômicos permitiram um embasamento para a caracterização e 

busca da purificação dos inibidores do tipo Kazal e Kunitz. Aliado a estas últimas, 

aqui estabelecemos um ensaio de detecção da atividade e inibição de 

serinopeptidases por espectrometria de massas (MS). Apesar de tal ensaio não 

apresentar o consumo do substrato ao longo do tempo, o mesmo mostra ser um 

potencial método de seleção de inibidores com o uso mínimo de amostra.  

A otimização deste método permitiu a aplicação do mesmo na detecção da 

inibição da tripsina em tecido, através do imageamento por espectrometria de 

massas. Assim, quanto ao estudo da peçonha da A. veratra foi possível elucidar 

sequências; isolar parcialmente inibidores de serinopeptidases e detectar toxinas 

em diferentes localizações do seu tecido. 
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ABSTRACT 

 

Sea anemones exhibit an interesting structural diversity of toxins, spanning 

multiple cysteine-rich peptide scaffolds in their venoms. Between these toxins, 

serine peptidase inhibitors, specially from Kunitz type, represent an important toxin 

family that are suggested as defensive peptides employed by sea anemones for 

protecting other venom’s components from fast degradation. Here, we report that 

the venom of the endemic Brazilian sea anemone A. cascaia is a rich source of 

serine peptidase inhibitors. The secreted venom was fractionated by RP-HPLC; 

venom’s fractions were screened for inhibitory activity over trypsin, using time-

course fluorescence-based kinetic assays; and the spatial distribution of these 

toxins across A. cascaia tissue was performed by Mass Spectrometry Imaging 

(MSI). Three peptides exhibiting 4461 m/z; 2617 m/z and 2642 m/z; and an enriched 

fraction F 3.7.5, were isolated from the venom. Such peptides present from 59% to 

up 93% inhibition of trypsin’s activity, and analysis by MALDI-MSI revealed that 

these serine protease inhibitors show distinct tissue distributions throughout the 

body of A. cascaia, including the tentacles, pedal disc and mesenterial filaments. 

Due to the occurrence of Kunitz peptides in species from Anthopleura genus, we 

suggest that the isolated inhibitors obtained in this work might belong to Venom 

Kunitz toxin family of sea anemones. 

 

INTRODUCTION 

 

Animals belonging to phylum Cnidaria all share one main characteristic: the 

presence of cnidocytes — specialized stinging cells — that each produce and 

harbour a dischargeable venomous capsule called the nematocyst (Fautin, 2009; 

Moran et al., 2012). This phylum comprises more than 10,000 species, and around 

10% of them are represented by sea anemones (Anthozoa: Actiniaria) (Prentis et 

al., 2018; Zhang, 2011). Sea anemones are benthic, sessile cnidarians, with a 

remarkably basic body plan that is covered by nematocysts (Fautin, 2009; Frazão 
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et al., 2012; Madio et al., 2018). These small structures release venom under 

mechanical or chemical stimuli and can be found in several parts of sea anemones 

body, including tentacles, actinopharynx, column and mesenterial filaments (Fautin, 

2009; Prentis et al., 2018; Ramírez-Carreto et al., 2019).  

Sea anemones exhibit an interesting structural diversity of toxins, spanning 

multiple cysteine-rich peptide scaffolds stabilised by multiple intra-molecular 

disulfide bridges (Madio et al., 2018, 2019). Such toxins can affect at least 20 types 

of pharmacological targets, including several subtypes of voltage-gated sodium 

(Nav) and potassium (Kv) channels; Acid-sensing channels; and transient receptor 

potential (TRP) channels, which highlights their potential for drug discovery (Madio 

et al., 2019; Prentis et al., 2018)However, this pharmacological potential is also a 

reflection of the diverse roles that these toxins play in sea anemones’ day-to-day 

life, which include predation, defense, prey immobilisation, digestion, and intra-

specific competition. While some of these toxins, such as some that target Nav and 

Kv channels, are known to immobilise prey by inhibiting voltage-gated ion channels 

(Frazão et al., 2012; Wanke et al., 2009), other toxins, like actinoporins and 

Membrane Attack Complex/Perforin (MACPF)-type cytolysins, create pores in cell 

membranes, causing necrosis in competitors (Oshiro et al., 2004; Satoh et al., 2007; 

Valle et al., 2015). Additionally, some of these toxins might impair the activity of 

target enzymes, inhibiting the peptidases that otherwise would impair the action of 

venom’s components, acting as defense toxins (Frazão et al., 2012; Rodríguez et 

al., 2014). 

 In the case of serine peptidase inhibitors from sea anemones, it has been 

suggested that such toxins are ultimately employed for protecting other venom’s 

components from fast degradation, caused by endogenous or exogenous enzymes 

(Frazão et al., 2012). Interestingly, several of these inhibitors have been classified 

as both Kunitz-type inhibitors and type 2 potassium channel toxins due to their dual 

ability to both inhibit serine peptidases and block Kv channels (Gladkikh et al., 2020; 

Madio et al., 2019; Prentis et al., 2018). AsKC11 from Anemonia sulcata, HCRG1 

and HCRG2 from Heteractis crispa, and ShPI-1 from Stichodactyla helianthus are 

few examples of these Kunitz peptide toxins (An et al., 2022; García-Fernández et 

al., 2016; Gladkikh et al., 2015). The bifunctional activity of such peptides suggest 
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that these toxins might be used for defense and aggression, e.g. by deactivating 

exogenous enzymes and paralysing prey, respectively (Frazão et al., 2012; Honma & 

Shiomi, n.d.). 

Anthopleura is among the most familiar genera from sea anemones, known for 

their accessible species, frequently found between rocky intertidal communities in 

both temperate and tropical zones worldwide (Daly et al., 2017). This genus 

comprises more than 50 reviewed species according to World Register of Marine 

Species – WoRMS (accessed on 25 of May 2022) (Daly & Fautin, 2022), that present 

two common morphological aspects: The presence of verrucae (adhesive 

structures) throughout the entire column, and acrorhagi – dense bulbous structures 

filled with nematocysts – commonly used for intraspecific competition (Ashwood et 

al., 2020; Daly et al., 2017). Interestingly, these species are morphologically 

differentiated both by the abundance and distribution of verrucae on columns and 

by the distribution and types of nematocysts  (Hand, 1955; Smith & Potts, 1987) 

In the Southwest Atlantic region, Anthopleura species are found in shallow-

waters at Brazilian and Caribbean provinces. Brazil shelters three of the five species 

found:   A. krebsi, A. varioarmata and A. cascaia (Targino & Gomes, 2020). Of these, A. 

cascaia is endemic to Brazil, where it can be easily found between rocky shores, 

more specifically in mid and inferior eulittoral and infralittoral; over and under rocks, 

sand, tide channels, tide pools, caves and clefts as described under their 

documented distribution at WORMS (Daly & Fautin, 2022). During low tide periods, this 

species is easily spotted by the presence of gravels and small rocks attached to its 

adhesive verrucae (Fig 1). 

 To date, studies involving A. cascaia have typically been related to trophic 

ecology and biogeographical distribution (da Silva J.F., 2009; de Capitani, 2007; Targino & 

Gomes, 2020), with only a single study reporting the characterization of neurotoxic 

fractions from this species  (Madio, 2012). This biochemical study revealed that the 

venom of this sea anemone possesses three peptides that selectively inhibit 

different Nav and Kv channels expressed on Xenopus oocytes: AcaIII1425 (3337 

Da), AcaIII2970 (4881 Da) and AcaIII3090 (4880 Da) (Madio, 2012). Thus, despite 

being such a common species, the venom of A. cascaia remains underexplored 

(Prentis et al., 2018) 
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Fig 1. A- Anthopleura cascaia sea anemone covered by rocks and shells, at the intertidal zone of 

Cigarras beach, at São Sebastião district - São Paulo - Brazil. B- Superior image of oral disc and 

tentacles from A. cascaia. C, D- External morphology of a living specimen of A. cascaia. Tentacles 

are visible at superior region of the animal and adhesive vesicles are distributed throughout the body.  

B, C and D images were acquired using a stereo microscope Leica M205 A attached to DMC2900 

camera and LAS V4.6 software. 

 

Here, for the first time, we report that the venom of the Brazilian sea anemone 

A. cascaia is a rich source of serine peptidase inhibitors. Such toxins, that were 

fractionated from the secreted venom by RP-HPLC, show molecular masses 

ranging between 2.6 kDa and 4.7 kDa, as assessed by MALDI-TOF/MS and ESI-

IT-TOF/MS. In this work, venom’s fractions were screened for inhibitory activity over 

trypsin, using time-course fluorescence-based kinetic assays. Furthermore, the 

evaluation of spatial distribution of these toxins across A. cascaia by Mass 

Spectrometry Imaging (MSI) revealed that these inhibitors are mainly present in the 

tentacles, the pedal disc and in the mesenterial filaments from A. cascaia. 

 

MATERIAL AND METHODS 
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2.1 Obtention of Anthopleura cascaia´s venom 

Adult individuals from A. cascaia species were collected between the rocky 

shores from Cabelo Gordo and Cigarras beaches at São Sebastião district, north 

coastline from São Paulo state, under authorization n° 72666-1 from SISBIO 

(Sistema de Autorização e Informação em Biodiversidade). Specimens (n=10) were 

collected in the intertidal zone, during low tide periods and immediately put in tubes 

containing sea water. Specimens were led to the Centro de Biologia Marinha 

(CEBIMar) from Universidade de São Paulo and washed with artificial sea water. 

For inducing nematocytes discharge, animals were immersed in ultra-pure acidified 

water (0.1% acetic acid). The obtained venom solution (50 mL) was recovered, 

lyophilized, resuspended in ultrapure water and kept at -20°C for posterior analysis. 

2.2 Purification of inhibitors 

The fractionation of venom components was performed through RP- HPLC 

(Reversed-Phase High-Performance Liquid Chromatography) using a LC-20A 

Prominence HPLC system, Shimadzu Co. Kyoto, Japan; and a C18 column (Luna 

C18(2), 5 μm particle size ,100 Å pore size, 250 x 4.6 mm). The initial 

chromatographic profile of the venom was obtained by using a linear gradient from 

0-100% of Solvent B in 30 min and a flow rate of 1 mL.min-1. The solvents used 

were: Solvent B (0.1% acetic acid in 90% acetonitrile) and solvent A (0.1% acetic 

acid in water). The elution of components from stationary phase was monitored by 

a Shimadzu detector SPD-M20A PDA, selecting the wavelength of 214 and 280 nm 

for monitoring the eluate.  Fractions of the venom were collected every 5 min, being 

initially divided in 6 fractions, manually collected, freeze dried and posteriorly tested 

for trypsin inhibition. 

For posterior fractionations, the separation conditions were optimized. For 

the inhibitory fraction F3, a gradient of 5-40% of B in 40 min was selected. The 

subsequent fractionations followed the gradient condition of 5-60% of B in 35 min 

for F3.7 and F3.8. 

2.3 SDS-PAGE analysis of venom’s fractions 

               The venom and the fractions obtained by RP-HPLC had the 

electrophoretic profiles elucidated by SDS-PAGE, under reducing conditions, 
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according to Laemmli (1970) (Laemmli, n.d.). Proteins were loaded in polyacrylamide 

gels – stacking gel (5%); resolving gel (12%) – and submitted to electrophoresis 

under 100 V for 1 h. ‘Amersham Low Molecular Weight Calibration Kit for SDS 

Electrophoresis’ (GE Healthcare) was used for molecular mass estimation. The 

resulting gel was stained with Coomassie brilliant blue. 

 

2.4 Trypsin activity inhibition by venom’s fractions 

 

For determining the activity of Trypsin, the peptidase was serially diluted and 

incubated with a fixed amount (0.1 mM) of the fluorogenic substrate N-alpha- 

Carboxybenzyl L-Arginine 7-amido-4-methylcoumarin hydrochloride (Z-L-ARG-

MCA) dissolved in DMSO (Dimethyl sulfoxide) and diluted in assay buffer (0.1 M 

Tris-Cl, pH 8.5). For selecting venom fractions containing potential inhibitors, 

inhibitory effects of fractions over the substrate hydrolysis by Trypsin were 

evaluated. 

Once determined the ideal standard conditions for the assay (reading time 

and enzyme saturation with substrate), 15 µL of each venom fraction were incubated 

with Trypsin (40 ng/µL) (1:1) for 30 min in 96-well microplate used for fluorescence 

assays. After incubation, 125µL of substrate at 0.1 mM was added to the samples. 

The enzymatic assays were conducted at 30°C and the substrate hydrolysis rates 

were determined by measuring the change in fluorescence every 5 min for 30 min.  

The reaction was measured by using the SpectraMax M2 (Molecular Devices), λex 

330 nm, λem 430 nm. The relative inhibitory activity of venom fractions was 

determined by the calculating the percentage of inhibition related to the enzymatic 

activity of the control sample (Enzyme + substrate). All assays were performed in 

duplicate and the mean of fluorescence value was used. Negative fluorescence 

values were considered equal to 0. 

  
2.5 Mass determination by MALDI-TOF/MS and ESI--MS 

 

For Matrix Assisted Laser Desorption Ionization -Time of flight (MALDI-TOF) 

analysis, 1µL of the venom/ inhibitory fractions were spotted with 1 µL of saturated 

CHCA in 50% ACN, containing 0,1% TFA (α-cyano-4-hydroxycinnamic acid) or 
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Sinapinic acid matrix on a MALDI plate and analysed in a AXIMA series MALDI-

TOF/MS (Shimadzu, Co. Kyoto, Japan). Peptide mass spectra data was acquired 

in positive ion linear mode in the range of 500–15000 m/z. 

For LC-MS, previously lyophilized fractions from A. cascaia venom were 

dissolved into 50µL of acidified water containing 0.1% Trifluoroacetic acid (TFA).  

Samples were deposited into the 96 well plate of the SIL-20A autosampler for LC-

MS analysis in an ion trap time of flight (IT-TOF) mass spectrometer system 

(Shimadzu, Co. Kyoto, Japan). 0 µL of sample aliquots were injected and subject to 

a RP-HPLC (20A Prominence system) separation by a Discovery C18 1.5 (2 x 50 

mm) column. Solvent A containing (0.1% Formic acid in water) and Solvent B (0.1% 

Formic acid in 90 % acetonitrile), were used in a linear gradient from 0 to 100% of 

B in 6 minutes, under a constant flow rate of 0.2 mL.min-1. The interface was kept 

at 4.5 kV and 200°C. Detector was operated at 1.95 kV.  MS spectra were acquired 

in positive mode, in the 350-1400 m/z range. Instrument control, data acquisition 

and processing were performed by the LCMS Solution suite (Shimadzu). 

 

2.6 Mass Spectrometry Imaging (MSI) by MALDI-TOF 

 
A specimen of A. cascaia was divided by longitudinal sectioning and left in 

fixative (5mL) and ethanol 100% (3mL) solution, for 16h at 8°C. The formalin-free 

fixative used was prepared in-house as previously published protocols (Stefanits et 

al., 2016). For dehydration, the tissue was submitted to gradual concentrations of 

xylene/ethanol (10 to 100%) with intervals of 30 min at each concentration, until the 

tissue was completely immersed in 100% xylene. Subsequently, the tissue was 

submitted to gradual baths (10 to 100%) of Paraplast® (manufactured by Oxford 

Labware, St. Louis, MO, USA), until be completely embedded. The sample was kept 

at -20°C.  

For preparing samples for MALDI-MSI, the tissue was sectioned 

longitudinally at 7µm thickness on a microtome. Sections were placed on ITO 

(Indium Tin Oxide) coated glass slides and heated at 58°C on a heat block for 

melting paraffin. Sequentially, tissue sections were gently washed with 100% xylene 

for paraffin removal and images of the tissue were acquired on optical microscope. 

A Bruker ImagePrep equipment was used for automatically spraying α-cyano-4-



105 
 

 
 

hydroxycinnamic acid (CHCA) matrix solution (105 mg CHCA, 8 mL acetonitrile, 7 

mL ultrapure water and 30 µL TFA) over tissue. The slides were placed on Bruker 

SCiLS™ Lab MTP Slide Adapter II and analyzed in a MALDI-TOF/TOF Ultraflex III 

mass spectrometer (Bruker, Germany). The MSI analysis was performed under 

linear positive mode, with the range set to 1000–10,000 m/z, using the software 

FlexControl 3.3 to operate the mass spectrometer and to acquire individual spectra. 

For the analysis, the following parameters were used: spatial resolution of 60 µm; 

Laser 3- medium; laser power of 48%; 400 laser shots; matrix ion suppression up 

to 980 m/z. FlexImaging 4.0 (Bruker, Germany), was used for determining the 

geometry and location for data acquisition over tissue; comprising mainly the 

tentacles, mesenteric tissue and pedal disc of the animal. SciLS™ Lab MS software 

(Bruker, Germany) was used for visualisation of two-dimensional (2D) ion-intensity 

maps data. Baseline convolution and root mean square normalization parameters 

were applied to the spectra acquired. After MSI analysis, CHCA matrix was removed 

from tissues and samples were stained with hematoxylin and eosin, according to 

previously described protocol (Undheim et al., 2015).  

 

RESULTS 

 Here, we proposed the investigation of the presence of serine peptidase 

inhibitors in the venom of A. cascaia and the isolation of such components by 

reverse phase liquid chromatography. For screening these peptides, a rational path 

was taken, basically involving three steps:  1. Fractionation of the venom by RP-

HPLC; 2. Trypsin activity inhibition detection; 3. Mass spectrometry analysis of 

inhibitory fractions by MALDI-TOF and LC-MS. 

In this work, trypsin was used as the serine peptidase model for tracking such 

molecules. At first stage, A. cascaia venom was tested for trypsin inhibition and it 

was seen that the positive control, composed by enzyme and substrate, showed a 

linear consumption of substrate throughout time. On the opposite side, samples 

containing trypsin and previously incubated with the venom, showed no product 

release, reflecting the complete inhibition of the enzyme and the presence of serine 

peptidase inhibitors in this biological sample (Supplementary material 1). 

Additionally, the previous analysis of the venom by SDS-page and MALDI-TOF 
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revealed that this venom is mainly composed of proteins with molecular masses 

ranging from 14 to 97 kDa (Fig 2. B) and lower molecular mass components with 3–

10 kDa (Supplementary material 1). 

Taking further steps on tracking serine peptidase inhibitors, A. cascaia venom 

was fractionated by RP-HPLC. Fig 2. A shows the chromatographic profile of the 

venom, divided in 6 fractions (F1 to F6), every 5 min, according to the elution time.  

Most venom components eluted between 30 and 60% B in the interval of 15 to 22 

min, corresponding mainly to F3 (Fig 2. A). Venom’s fractions were later tested 

against trypsin inhibition and analysed by SDS-PAGE and MALDI-TOF (Fig 2. B and 

C). From the 6 fractions analysed, only F3 and F4 exhibited the presence of serine 

peptidase inhibitors, exhibiting 100% and 28% of inhibition, respectively 

(Supplementary material 2.A). As F3 attained the complete inhibition of the enzyme, 

this fraction was chosen as the main source for inhibitors isolation (Fig 2. A). The 

evaluation of F3 by SDS-PAGE revealed that the majority of its components are 

concentrated between 20 and 14 kDa (Fig 2. B). MALDI-TOF analysis showed F3 

contained ions with m/z 4486, 4902, 5095, 6663 (Fig 2.  C).  

Figure 3. A shows the fractionation model used for the inhibitory fraction F3, 

separated in 9 fractions (F3.1 a F3.9), according to the chromatographic profile. 

Fractions 3.7 and 3.8 showed complete trypsin inhibition (100%) (Fig 3; 

Supplementary material 2.B), and the m/z profile of these fraction’s components are 

shown in Figure 3. B. These inhibitory fractions were later fractionated under a 

gradient of 5-60% B in 40 min. The fractionation of F3.7 and F3.8 are shown in 

Figure 4.A and Figure 5.A, respectively. Subfractions were tested against trypsin 

and it was found that all of them exhibited some inhibition level of trypsin activity 

(41% to 93%), although the inhibitors exhibiting > 90 % inhibition against trypsin 

were found in F3.7.5 and 3.7.6 (Fig 4B). The complete table exhibiting the remaining 

enzymatic activity of trypsin for all fractions tested are presented in Supplementary 

material 2.C. These fractions were evaluated by MALDI-TOF, showing that F3.7.6 

contained a single peptide with m/z of 4461, while F3.7.5 contained three main 

components of similar m/z: 4518, 4685 and 4755 (Fig 4.C). 
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Figure 2- A- Chromatographic profile of A. cascaia’s venom. The venom was separated by RP-

HPLC under a gradient of 5 to 40% of B in 40 min.  Fractions (F1 to F6) were tested regarding trypsin 

activity and F3 presented 100% inhibition. B- SDS-PAGE analysis.  Samples (20µL) were analysed 

by SDS-PAGE (12 %) and stained with Comassie brilliant blue. The gel presents the pattern of 

proteins found in the soluble fraction (SL) of the venom; venom precipitate (P); Fraction higher than 

10kDa; and HPLC fractions (F1-F6) from A. cascaia’s venom. C- MALDI-TOF analysis of venom’s 

fractions from A. cascaia venom. The mass spectra show m/z ranging from 4200 to 5200, with 

peaks of 4486, 4902, 5095, 6663 m/z corresponding to the most abundant ions in F3 and the peak 

m/z 4883 corresponding to the most abundant ion in F4. The profile of the Sinapinic acid (SIN) matrix 

is shown as the spectrum below F1. 

 

Additionally, the three subfractions from F 3.8 (F3.8.4, F3.8.6 and F3.8.8), 

exhibiting the most isolated components, presented 85%, 65% and 59% inhibition 

of trypsin, respectively (Fig 5B). MALDI-TOF analysis revealed that the isolated 

peaks from F3.8.4 presents three main masses (2617, 2633 and 2649 m/z), 

corresponding likely to a unique peptide that presents a 16 m/z variation in the 
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spectrum.  F3.8.8 and 3.8.6 did not show ionization of peptides. A complete table 

exhibiting the remaining enzymatic activity of trypsin for all fractions tested is 

presented in Supplementary material 2.D.  

LC-MS analysis using an ESI-IT-TOF mass spectrometer revealed a more 

detailed mass profile of the serine peptidase inhibitors isolated from the venom 

fractions. Figure 6 shows a complete table of peptides identified by LC-MS in each 

inhibitory fraction. Particularly, F3.7.6 exhibited the presence of a unique peptide 

(4466 Da); F3.8.4 shows the presence of a 2652 peptide and F3.8.8 shows a peptide 

exhibiting 2642 Da. F3.7.5 is the only fraction that seems to contain two main 

peptide inhibitors (4645 Da and 4690 Da). 

We next wanted identify the ecological roles of these serine peptidase inhibitors, 

which in sea anemone correlates well with the distribution across functionally distinct 

tissues and regions. We therefore investigated their distribution across the sea 

anemone body using MALDI mass spectrometry imaging. Figure 7 shows the 

distribution of inhibitors throughout A. cascaia. The inhibitors from F3.7.5, showed 

to be mainly localized in the tentacles (4685 and 4755 m/z) and pedal disc region 

(4518 m/z) of the animal, suggesting these are involved in predation and substrate 

adhesion, respectively. Meanwhile, the serine peptidase inhibitor found in F3.7.6 

(4461 m/z) showed a moderate distribution in the pedal disc and mesenteric tissue, 

indicating potential functions in adhesion and digestion. The peptide isolated from 

3.8.4, exhibiting three possible oxidized m/z (2617, 2633 and 2649 m/z) was 

detected in the mesenteries and tentacles of the sea anemone—a distribution 

shared with the peptide found in 3.8.8 (2642 m/z)—indicating that these are 

probably involved in prey capture and digestion. 
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Figure 3- A- Chromatographic profile of Fraction 3 from A. cascaia’s venom. The inhibitory 

fraction was separated by RP-HPLC using a C18 column and a gradient of 5-40% of B in 40 min, 

leading to the obtention of 9 fractions (3.1 to 3.9). The fractions were tested regarding trypsin 

inhibition and F3.7 and F3.8 exhibited 100% enzyme activity inhibition. B- MALDI-TOF analysis of 

inhibitory fractions (3.7 and 3.8) from A. cascaia venom. Fraction 3.7 shows mainly he existence of 

two components 4520 and 4485 m/z, and F3.8 shows m/z ranging from 2647 to 6941 m/z. The profile 

of the Sinapinic acid matrix (red spectrum) is shown below each fraction spectrum.  

 

 

 

 

 

 



110 
 

 
 

 

 

Figure 4. A- Chromatographic profile of Fraction 3.7 from A. cascaia’s venom. The fraction was 

separated by RP-HPLC using a C18 column and a gradient of 5-60% of B in 35 min. The separation 

led to the obtention of 8 fractions (3.7.1 to 3.7.8) that were subsequently tested regarding trypsin 

inhibition. F3.7.5 and F3.7.6 presented more than 90% of activity inhibition. B- Trypsin Inhibition 

Assay. F3.7 subfractions (5μl) were incubated for 30 min with trypsin (1:1), and afterwards substrate 

was added to the samples. Substrate consumption in Arbitrary Units of Fluorescence (Y axis) was 

read every 5 min for 35 min (X axis). In the test, samples F3.7.1 to F3.7.8 representing venom 

fractions from A. cascaia; Blank (B + S); and Positive Control (E + S), were analysed. B = Buffer, S 

= Substrate and E = Enzyme. The subfractions F3.7.5 and 3.7.6 exhibited the highest enzyme 

inhibition (>90%), reflecting lower substrate consumption over time. C- MALDI-TOF analysis of A. 

cascaia venom fractions. The spectra of F3.7.5 (blue) by positive mode shows the existence of 

three main components: 4518, 4685 and 4755m/z. Fraction 3.7.6 (blue) shows the presence of a 

unique peptide of 4461 m/z.  The profile of the CHCA matrix (in red) is shown below each fraction 

spectrum. 
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Figure 5. A- Chromatographic profile of Fraction 3.8 from A. cascaia’s venom. The fraction was 

separated by RP-HPLC using a C18 column and a gradient of 5-60% of B in 35 min. The separation 

led to the obtention of 8 fractions (3.8.1 to 3.8.8). Fractions exhibiting trypsin inhibition are highlighted 

with a symbol (°) above the peaks. B- Trypsin Inhibition Assay. F3.8 subfractions (5μl) were 

incubated for 30 min with trypsin (1:1), and afterwards substrate was added to the samples. Substrate 

consumption in Arbitrary Units of Fluorescence (Y axis) was read every 5 min for 35 min (X axis). In 

the test, samples F3.8.1 to F3.8.8 representing venom fractions from A. cascaia; Blank (B + S); and 

Positive Control (E + S), were analysed. B = Buffer, S = Substrate and E = Enzyme. F3.8.4; F3.8.6 

and 3.8.8 exhibited the highest enzyme inhibition, reflecting lower substrate consumption over time. 

C- MALDI-TOF analysis of A. cascaia venom fractions. The spectra of F3.8.4 by positive linear 

mode shows the existence of 2617, 2633 and 2649 m/z. Fraction 3.8.8 shows the presence of a 

unique mass of 2642 m/z.  The profile of the Sinapinic acid matrix is shown below each fraction 

spectra. 
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Figure 6. Mass profile of serine peptidase inhibitors isolated from venom’s fractions by ESI-
IT-TOF. A- Shows two peptide inhibitors found by LC-MS in F3.7.5. P1 (Peptide 1) and P2 (Peptide 
2) are used for highlighting the supporting m/z identified. B- Shows the purified inhibitor from F3.7.6 
from A. cascaia venom. C – Shows the peptide masses found in each fraction by LC-MS using ESI-
IT-TOF. Fraction 3.8.4 presents the existence of two masses with 16 Da difference (oxidation), likely 
corresponding to the same inhibitor.  
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Figure 7. A- MALDI-MS Imaging – Spatial distribution of serine peptidase inhibitors on A. cascaia’s 
tissue. A – Image of paraffinized tissue from A. cascaia. B- Histological image of the sea anemone 
longitudinal section used for MSI, stained with hematoxylin and eosin. C- Tissue section sprayed with 
matrix CHCA.  D- Heat map showing the distribution of serine peptidase inhibitors ions across A. cascaia’s 
tissue.  The ions localization is represented by hotspots. E- Positive mode average spectra acquired in 
the longitudinal section from the animal. Y axis correspond to the signal intensity. X axis shows the 
corresponding m/z. 
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DISCUSSION 

 

In the current study three peptides (found in F3.7.6; F3.8.4; F3.8.8) from the 

venom of the sea anemone A. cascaia were isolated, and an enriched fraction 

(F3.7.5) capable of binding trypsin and impairing its activity was identified.  Such 

peptides, classified here as serine peptidase inhibitors, showed from 59% to up 93% 

inhibition of trypsin’s activity. To achieve purification, basically three 

chromatographic steps by RP-HPLC were needed, mainly involving changes in 

solvents percentages for isolation.  

Serine peptidase inhibitors have been described before in sea anemones; in fact, 

the Venom Kunitz-type family represent one of the four main toxin families found in 

these animals (Prentis et al., 2018). Commonly, the presence of these peptides in 

the venom is described by proteomics or transcriptomics analysis of secreted 

molecules or venom-related structures (Madio et al., 2017; Mitchell et al., 2020). 

However, in some cases, strategies for elucidating such inhibitors may involve the 

individual characterization of components previously isolated by chromatographic 

techniques, from venom or extracts of related-structures (Ishida et al., 1997; 

Minagawa et al., 1997, 1998). This characterization generally involves testing their 

direct influence over serine peptidase representants like trypsin, chymotrypsin, 

kallikreins; and the elucidation of their amino acid sequence (Chen et al., 2019; 

Sintsova et al., 2018). PI-stichotoxin-Hmg3a (entry - C0HK72) from Heteractis 

magnifica; PI-stichotoxin-Hcr2g (entry - C0HJU7) from Heteractis crispa; ATPI-I 

(entry - A0A6P8HC43) and ATPI-II from Actinia tenebrosa, are few of the already 

characterized Kunitz-type serine protease inhibitors isolated from sea anemones 

(Chen et al., 2019; Gladkikh et al., 2015; Sintsova et al., 2018). 

For Anthopleura cascaia, beyond the potassium channel inhibitor Acatoxin 1 

(accession- A0A6I8WFP9/ PDB Entry - 6NK9), and the three neurotoxins named as 

AcaIII1425, AcaIII2970 and AcaIII3090, not much is known about the venom of this 

species(Amorim et al., 2019; Berman, H., Henrick, K. & Nakamura, 2003, n.d.; Madio, 2012). 

However, at genus level, more than 30 toxins have been already annotated for 

Anthopleura in Swiss-Prot/UniProtKB, including Delta-actitoxin-Axm1a 
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(Anthopleurin A) and Delta-actitoxin-Axm1b (Anthopleurin B) – accessed 2 may of 

2022 (D480-D489, 2021; Jungo & Bairoch, 2005; Monks et al., n.d.; Reimers et al., 1985). 

Between the toxins found in this genus, 6 reviewed Kunitz-type protease 

inhibitors were isolated from three species: PI-actitoxin-Axm2a (P81547), PI-

actitoxin-Axm2b (P81548) and PI-actitoxin-Axm2b (P0DMX0) were isolated from 

the aqueous extract of A. aff. Xanthogrammica; and exhibit average masses 

between 6341.13 Da and 6979.68 Da (Minagawa et al., 1997, 1998). Additionally, 

PI-actitoxin-Afv2a with 6096.98 Da (P0DMJ3) and PI-actitoxin-Afv2b of 5994.93 Da 

(P0DMJ4) were isolated from the acrorhagi of A. fuscoviridis. These inhibitors 

exhibited a strong antitryptic activity and the presence of a basic residue (Arg or 

Lys) at position 17 in its sequences was considered essential for protease inhibition 

(Minagawa et al., 2008). Furthermore, the most recent Kunitz inhibitor described for 

this genus, with molecular mass (MM) of 7484.5 Da, was isolated from A. 

elegantissima and classified as KappaPI-actitoxin-Ael3a (entry-P86862) for 

exhibiting a dual activity. Such inhibitor targets voltage-gated potassium channels 

(Kvs) and is capable of inhibiting serine peptidases (Peigneur et al., 2011).  

The common aspect between such inhibitors isolated from Anthopleura species 

relies on their classification as Kunitz type, exhibiting 3 disulfide bridges and mature 

chains of 56 to 61 residues. For A. cascaia, the serine peptidase inhibitors evaluated 

here showed m/z between 2617 and 4755 by MALDI-TOF and ESI analysis. These 

peptides exhibit mass differences of almost 4000 Da (considering 2617 m/z and 

2642 m/z), if compared to the Kunitz inhibitors already found for this genus species 

(Minagawa et al., 1997, 1998, 2008; Peigneur et al., 2011). However, inhibitors with 

similar molecular masses (MM)to the peptides found here, have been described for 

the sea anemone Actinia equina and the snake Daboia siamensis: Two toxins 

belonging to Venom Kunitz-type family - Sea anemone type 2 potassium channel 

toxin subfamily, with MM of 4071 Da (P0DMW8) and 4308 Da (P0DMW9) have been 

described for Actinia equina (Ishida et al., 1997). For Daboia siamensis, two Kunitz 

inhibitors with MM of 2050 Da (P85040) and 2691 Da (P85039) have also been 

found in the venom - accessed 20 may of 2022 (D480-D489, 2021). 

The presence of serine peptidase inhibitors also has been described by 

transcriptome and proteome analysis of Anthopleura elegantissima and 
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Anthopleura dowii. For A. elegantissima, the transcriptome analysis of aggressive 

and non-aggressive polyps revealed that venom Kunitz/Kv2 toxins transcripts are 

found for both types of polyps, but that these toxins are highly expressed in the 

acrorhagi of aggressive polyps (Macrander et al., 2015). Additionally, twelve 

transcripts belonging to the venom Kunitz/Kv2 toxin family were identified in the 

tentacle’s transcriptome of A. dowii. Five of these transcripts presented similarity to 

the mature KappaPI-AITX-Ael3a from A. elegantissima, presenting from 37 to 80% 

identity with this toxin. Another five transcripts showed similarity to serine peptidase 

inhibitors described for the snake’s species Walterinnesia aegyptia, Daboia russelii 

and Vipera ammodytes ammodytes. At proteome level, only the transcript 

c14874_g1 presenting similarity to KappaPI-actitoxin-Ael3a (P86862) from A. 

elegantissima was identified in the mucus (Ramírez-Carreto et al., 2019). Beyond 

these Kunitz type inhibitors, two Kazal-type transcripts were identified in the 

transcriptome of A. dowii, exhibiting 41% identity with a turripeptide LoI9.1 

(P0DKM7) of the sea snail Lophiotoma olangoensis and 75% identity to PI-actitoxin-

Avd5a from Anemonia sulcata (P16895) (Ramírez-Carreto et al., 2019).  

Due to the genus relationship, and the proved existence of Kunitz inhibitors in 

the venom of such sea anemones, we suggest that the three isolated serine 

peptidase inhibitors – 4461 m/z (from F3.7.6); 2617 m/z (from F3.8.4) and 2642 m/z 

(from F3.8.8) – and the inhibitors present in F3.7.5, might belong to Kunitz family. 

Further LC-MS/MS analysis will be necessary for confirming this hypothesis and for 

elucidating the amino acid sequences of such peptides. 

Regarding the distribution of such toxins across A. cascaia’s tissue; for the first 

time here, the localization of serine peptidase inhibitors was visualised in the 

tentacles and pedal disc of a sea anemone by MSI. It is important to highlight that 

type Kunitz toxins have been described in the tentacles of sea anemones before, by 

the evaluation of the composition of crude extracts (Macrander et al., 2016). 

However, as far as our knowledge goes, this is the first data that shows these 

inhibitors in their ‘expected’ tissue; as tentacles are used for immobilizing preys and 

are also involved in repelling potential predators (Ashwood et al., 2020; Macrander 

et al., 2016). 
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Previous studies have shown the presence of Kunitz peptides by MSI in 

mesenterial filaments of Actinia tenebrosa and MALDI-MSI have been applied on 

the elucidation of spatial distribution of κ-actitoxin-Ate1a in Actinia tenebrosa, and 

on localizing peptide toxins from Oulactis muscosa sea anemone (Chen et al., 2019; 

Madio et al., 2018; Mitchell et al., 2017; Surm et al., 2019). 

Usually, secretions or tissue extracts are used for elucidating the proteome or 

transcriptome profile of venomous animals. These approaches commonly allow 

revealing the diversity of venoms by the identification of toxins or toxin-like 

transcripts (de Oliveira et al., 2018; Madio et al., 2017; Mitchell et al., 2020).  

However, the sample processing involved by these techniques usually loses the 

spatial distribution of toxins, and the association of MSI and histology seems to be 

an interesting alternative to overcome this problem. For sea anemones, like other 

cnidarians, accessing the localization of toxins can be challenging, once these 

animals possess venomous capsules distributed throughout their bodies, instead of 

a centralised venom system (Mitchell et al., 2017). These ‘thread capsules’ – 

cnidocysts – produced by Golgi apparatus of specialised cells – cnidocytes – can 

present variations in toxin composition according to the tissue where they are found 

(Fautin, 2009; Macrander et al., 2016). 

Here, MSI analysis revealed that serine peptidase inhibitors are differently 

distributed on A. cascaia body.  Interestingly, the inhibitors presenting 2617 m/z 

(from 3.8.4) and 2642 m/z (from 3.8.8) are notably present in mesenteric tissue 

region, meanwhile, peptides from F3.7.5 fraction (4518, 4685 and 4755m/z) and 

3.7.6 fraction (4461 m/z) are mainly present in tentacles and pedal disc regions of 

A. cascaia. Such distribution of toxins is expected for sea anemones, once these 

animals regularly present nematocysts in the tentacles involved in predation and 

defense. Beyond that, Anthozoa animals may have nematocytes and gland cells, 

considered toxins reservoirs, in the ectoderm and endoderm  (Fautin, 2009; Moran 

et al., 2012). Particularly, the presence of venom components has been recorded in 

mesenterial filaments, which are involved in digestion but also related with 

competition and defense (Basulto et al., 2006; Macrander et al., 2016). Additionally, 

a significant variation in abundance of toxin-like genes across tentacles, mesenterial 

filaments and columns of sea anemones species have been reported (Macrander 
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et al., 2016). Particularly, Kunitz protease inhibitors/type II KTx are highly expressed 

in mesenteric filaments and tentacles of sea anemones, as shown on a study 

involving Anemonia sulcata; Heteractis crispa and Megalactis griffithsi species 

(Macrander et al., 2016).  

CONCLUSIONS 

In this work we show that the endemic Brazilian species A. cascaia, relies on 

serine peptidase inhibitors toxins as part of its venom arsenal. The three isolated 

inhibitors (4461 m/z; 2617 m/z and 2642 m/z) and the inhibitors found in the fraction 

3.7.5 (4518, 4685 and 4755m/z) showed potent inhibition (from 60 to 93%) against 

trypsin.  The most potent inhibitor peptide found in F3.7.6 (4461 m/z; exhibiting 93% 

inhibition), suggest that this is an interesting molecule for further properties 

characterization. Here, it is suggested that these toxins belong to Venom Kunitz 

family due to the presence of these serine peptidase inhibitors representants in 

Anthopleura genus; to confirm this hypothesis, LC-MS/MS analysis will be 

performed. Although widely considered to be primarily used by sea anemones for 

defensive purposes, these serine protease inhibitors show distinct tissue 

distributions throughout the body of A. cascaia, including the tentacles, pedal disc 

and mesenterial filaments. Given that these animals do not have a centralized 

venom system, but instead have nematocysts over the whole body, these distinct 

tissue distributions indicate venom serine proteases serve a range of ecological 

roles in A. cascaia. 
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Supplementary material 1. SDS-PAGE analysis of soluble fraction (SL) of the venom and 

precipitate fraction of the venom (P). Samples (20µL) were analysed by SDS-PAGE (12 %) and 

stained with Comassie brilliant blue. The venom possesses a wide variety of proteins ranging from 

14 to 97kDa. B- Trypsin Inhibition Assay. The venom (15 μl) was preincubated for 30 min with 

trypsin (1:1), and afterwards substrate was added to the samples. Substrate consumption in Arbitrary 

Units of Fluorescence (Y axis) was read every 5 min for 35 min (X axis). In the test, the sea anemone 

A. cascaia venom; Blank (B + S); and Positive Control (E + S), were analysed. B = Buffer, S = 

Substrate and E = Enzyme. The venom shows the presence of inhibitor components by complete 

inhibition of Trypsin activity. C- MALDI-TOF analysis of A. cascaia’s venom by positive mode. 

The mass spectrum shows that A. cascaia venom is also composed by low molecular mass 

components ranging from 3032 to 14202 m/z.  

 

Supplementary Material 2 
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Supplementary material 2. Trypsin Inhibition Assay. Fractions (5 to 15 μl) were preincubated for 

30 min with trypsin (1:1), and afterwards substrate was added to the samples. Substrate consumption 

in Arbitrary Units of Fluorescence (Y axis) was read every 5 min for 35 min (X axis). In the test, 

samples representing venom fractions from A. cascaia; Blank (B + S); and Positive Control (E + S), 

were analysed. B = Buffer, S = Substrate and E = Enzyme. A- Shows the graph and resulting 

table of the inhibition assay performed with fractions (F1-F6) from the venom. F3 and F4 were 

the only fractions capable of inhibiting trypsin, presenting 100% (F3) and 28% (F4) of inhibition. B- 

Shows the graph and resulting table of the inhibition assay performed with fractions from F3. 

The subfractions F3.7 and F3.8 presented complete inhibition (100%) of the enzyme activity. C- 

Shows the graph and resulting table of the assay performed with fractions from F3.7. The 

subfractions F3.7.5 and 3.7.6 presented 90% of inhibition of the enzymatic activity. D- Shows the 
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graph and resulting table of the assay performed with fractions from F3.8. A wide variety of 

subfractions presented inhibitory activity, however F3.8.4; F 3.8.6; F3.8.8 were considered the best 

candidates due to the quality of isolation of peaks, that exhibited 85%; 65% and 59 % of trypsin 

inhibition. 
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ABSTRACT 

 

Sea anemones are underexplored sources of molecules, possessing structurally 

diverse toxins that can act over a diverse range of pharmacological targets, 

including voltage-gated ion channels – Nav, Kv, ASIC – and enzymes. These 

animals represent almost 96% of the manually annotated toxins from phylum 

Cnidaria, but until now only 4% of it’s species have been studied about their toxin 

content. In the present work, for the first time, the venom of the Australian sea 

anemone Aulactinia veratra was studied and accessed through proteomic and 

transcriptomic analysis. A classification based on blastp hit similarity and relying on 

domain architecture of the toxin’s sequences (translated transcripts) was performed. 

The thorough examination over toxins sequences led to the identification of 59 

proteins and peptides belonging to 14 known toxin’s families of sea anemones and 

to the acknowledge of 20 peptides presenting 18 new cysteine scaffolds. Besides, 

such sequences found at protein level, were searched against the transcriptome 

and this revealed that more than 600 putative transcripts exhibit the same domains 

architectures. The venom of this sea anemone mainly relies on neurotoxins from 

ShK-like, β-defensins, SCRiP, ICK, EGF-like types and on serine peptidase 

inhibitors from Kazal and Kunitz types, representing respectively 25% and 18% of 

the venom’s toxins. The analysis of A. veratra’s toxin-like transcripts shows that 

ShK-like, SCRiP, EGF-like, Kunitz, Kazal, Scaffold 10, Scaffold 13 families present 

repetition of domains. Such toxins, found at protein level and classified as SCREPs 

‘Small Cysteine Rich Peptides’ are translated as double or even triple domain 
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repeats and represent interesting molecules for future pharmacological properties 

investigation. 

 

1. INTRODUCTION 

 

Phylum Cnidaria, considered the most ancient venomous animal lineage, 

emerged approximately 650 million years ago (JOUIAE et al., 2015; VAN ITEN et 

al., 2016) and comprises more than 10,000 species (ZHANG et al., 2011). Such 

animals are characterized for not possessing a central venomous apparatus, 

instead their bodies are covered by cnidocysts, highly specialized venomous 

organells that can inject toxins directly into preys or predators (BECKMANN et al., 

2012; MADIO et al., 2019). Although studied for years, until now only 93 of Cnidaria 

species had their proteins/peptides curated at UniprotKB. Such data reflects a total 

of 609 reviewed molecules in Swiss-Prot, from which 284 are toxins (accessed 25 

January 2022 -The UniProt Consortium, 2021; JUNGO et al.,2015).   

The ‘Animal toxin annotation project’ clearly shows that by far, in terms of toxin 

content, Anthozoa is the best well studied class of Cnidaria. Sea anemones alone 

represent 96% of the cnidarian toxins manually annotated to date (accessed 26 

January 2022, JUNGO et al., 2015; COELHO et al., 2021). However, this group has 

a long way to go on representing the richness of toxins scaffolds of its nearly 1200 

species. Until now it is estimated that only 4% of the sea anemones species have 

been studied about their toxin content (MADIO et al., 2019; PRENTIS et al., 2018). 

Like another venomous species, sea anemones use their incredible arsenal of 

toxins, basically for one main purpose: Survival. These animals usually face 

environmental pressures living in ecological challenging niche. They can be found 

in the depths of oceans or in intertidal zones, where they can face abrasive changes 

of weather, being exposed to atmospheric changes; solar irradiation and 

dehydration throughout the day (CHEN et al., 2019). 

 Defense, predation and intraspecific competition are the three main reasons by 

which these animals use their toxins (ASHWOOD et al., 2020). Even though, at first 

glance, these animals might seem anatomically simple, sea anemones pass through 

complex life stages (COLUMBUS-SHENKAR et al., 2018) and develop such variety 

of specialized venom-related structures– tentacles; achroragi; acontia; different 

types of nematocysts – that they end up presenting an exquisite arsenal of toxins at 



131 
 

 
 

its disposal (ASHWOOD et al., 2020; ASHWOOD et al., 2021; MACRANDER et al., 

2016). 

Studies developed for over a century on the field of sea anemones toxins has 

led to the awareness of the scientific community that these animals possess not only 

structurally diverse toxins, but these molecules can act over specific targets: 

Voltage-gated ion channels – Nav, Kv, ASIC – and TRPV1 receptors are few of 

them (MADIO et al., 2017; MADIO et al., 2019). But far from being limited to these 

already named pharmacological groups of action, toxins from sea anemones 

influence such diverse targets that they have been classified into at least 15 families 

according to Tox-Prot database (PRENTIS et al., 2018); nomenclature rules for 

these toxins have been proposed (OLIVEIRA et al., 2012; KOZLOV & GRINSHIM; 

2012) and structure-based classifications have been made, leading to the most 

recent categorization of such toxins into 15 major structural families and at least 20 

pharmacological groups of action (MADIO et al., 2019).  

Omics technologies have been considered helpful tools on revealing the 

evolution and complexity of venoms (VON REUMONT, 2018). Whilst Proteomics 

shows the repertoire of agents that represent the endpoint of information pathway 

(BAER & MILLER, 2016); Transcriptomics gives a landscape view of which genes 

are being currently expressed, exhibiting a prospect of what is potentially translated 

(SUNAGAR et al., 2016). In a step back, genomics shows a complete panorama of 

the main targets of evolution: Genes.  Through this strategic analysis, observations 

related to single-gene co-option; duplications; splicing patterns; and the rising of 

multidomain proteins can be made (SUNAGAR et al., 2016; VON REUMONT, 

2018). 

These three main pillars – Genes, Transcripts, Proteins – of what is called 

‘evolutionary venomics’ can help answering questions related to the composition of 

toxins; the processes involved in venom evolution; and the biology of venomous 

species, oftenly unknown (VON REUMONT, 2018). 

The integrative approach of two or more of these omics’ strategies have been 

shown in a plethora of venom studies, mainly involving terrestrial venomous animals 

(HANEY et al., 2016; ROKYTA & WARD., 2017; de OLIVEIRA et al., 2018; CID-

URIBE et al., 2019; CAMPOS et al., 2016).  For Cnidaria, considered the most 

ancient venomous animal lineage, these integrative studies are still timid. However, 
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the number of efforts towards revealing the complexity of such ancient successful 

venoms have increased in the last few years. 

Mostly, the association of transcriptomics and proteomics is the common choice 

for elucidating Cnidaria venoms diversity. This holistic view has been applied for a 

series of Cnidaria species belonging to mainly three classes: Scyphozoa, Cubozoa 

and Anthozoa. Multiomics studies involving the jellyfishes Chrysaora fuscescens, 

Cyanea nozakii, Cyanea capillata and Nemopilema nomurai from Scyphozoa class 

(PONCE et al., 2016; LI et al., 2016; WANG et al., 2019); the box jellysifh Chironex 

fleckeri  from Cubozoa class (BRINKMAN et al., 2015); the zoanthid Zoanthus 

natalensis; and the sea anemones Stichodactyla haddoni; Cnidopus japonicus; 

Anthopleura dowii; Oulactis sp. and Telmatactis stephensoni from Anthozoa class, 

have been reported in literature (LIAO et al., 2019; MADIO et al., 2017; BABENKO 

et al., 2017; RAMÍREZ-CARRETO et al., 2019;  MITCHELL et al., 2020; ASHWOOD 

et al., 2021).  

In this study, the venom of the Australian sea anemone Aulactinia veratra was 

assessed and the diversity of its toxins elucidated through the association of 

transcriptomics and proteomics data. The classification of toxins was based not only 

on similarity with BLASTp database, but the amino acid sequences of such toxins 

was analysed regarding the presence of characteristic toxin domain. Such approach 

allowed the identification of Secreted Cysteine-rich REpeat Peptides (SCREPs) and 

18 new cysteine scaffolds of toxins in the venom. 

 

 

2. MATERIAL E METHODS 

2.1 Aulactinia veratra venom obtention 

 

A. veratra specimens housed in the aquarium of School of Earth, Environmental 

and Biological Sciences, Queensland University of Technology (QUT), were 

collected and submitted to electrical stimulation (1V) for venom extraction. Animals 

(n= 4) were individually stimulated once a week for a month. The venom, obtained 

in artificial sea water, was kept at -80°C and lyophilised. The venom was suspended 

in ultrapure water (70mL) and centrifuged at 7000 rcf/ 30 min. The obtained fractions 

(soluble and precipitate) were dyalised using Pur-A-lyzer Mega Dialysis- 1kDa cut-
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off tubes (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) and ultrapure water under constant 

stirring (250 rpm) and temperature (5°C). The venom was recovered, lyophilised 

and kept at -20°C for further analysis. 

2.2 SDS-PAGE 

               The soluble and precipitate desalted fractions of the venom had their 

electrophoretic profiles elucidated by SDS-PAGE, under non-reducing and reducing 

conditions, according to Laemmli (1970). Proteins were loaded in precast gels 

Bolt™ 4- 12%, Bis-Tris, 1.0 mm (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific -USA) and 

electrophoresed under 100 V for 1 h. Novex™ Sharp Pre-stained Protein Standard 

(Invitrogen) was used for molecular weight estimation. The resulting gel was stained 

with Coomassie brilliant blue G250.  

 

2.3 Venom profile by RP-HPLC  

 

The soluble fraction of A. veratra venom was submitted to RP-HPLC (Reversed-

Phase High-Performance Liquid Chromatography) analysis using Agilent 1100 

Series HPLC System and the Chem Station software (Agilent Technologies, 

California, USA). The venom was fractionated using a C18 column (Gemini NX-C18, 

3 μm particle size 110 Å pore size, 250 x 4.6 mm), and a flow rate of 1 mL/min. The 

fractionation was conducted using a gradient of 5-50% of Solvent B in 45 min. The 

following solvents were used: Solvent B (0.05% trifluoroacetic acid (TFA) in 90% 

ACN) and solvent A (0.05% TFA in water). The elution of components from 

stationary phase was followed by Diod Array Detector G1316A (Agilent), using 

wavelength of 214 and 280 nm.  The soluble fraction of the venom was divided in 

11 fractions that were manually collected, freeze dried and prepared for LC-MS/MS 

analysis. 

 

2.4 Proteomic analysis by LC-MS/MS 

2.4.1 In-solution digestion 

 

          Fractions (F1-F11) collected from HPLC and the precipitated fraction of the 

venom, at concentrations of 0,7 to 3,6 µg (10 µL), were placed in microtubes and 8 
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µL of 100 mM Ammonium Bicarbonate containing 10% of Acetonitrile were added 

to the samples. Proteins and peptides were reduced by addition of 1µL of 50 mM 

DTT, and heated at 70C/10 minutes using a thermoblock. The samples were 

alkhylated by addition of 1L of 100mM iodoacetamida and incubated at 30C/30 

minutes in the dark. Molecules were digested by addition of 2uL of Trypsin (250 

ng/µL) from porcine pancreas (Proteomics Grade, BioReagent, Dimethylated – 

SIGMA-ALDRICH), and samples were inbubated overnight at 30°C. After digestion, 

reduced/alkylated samples were concentrated in a speed vac system for 10 min at 

45 °C. 

2.4.2 Mass Spectrometry and Protein Identification  

 

             Tryptic peptides from the digested fractions were analysed by LC-MS/MS 

using a uHPLC Shimadzu Nexera system (Japan) coupled with a Triple TOF 5600 

Electrospray Quadrupole-quadrupole-Time of Flight Mass Spectrometer (AB 

SCIEX, Canada). Solvent A (0.1% formic acid in water) and Solvent B (90% 

acetonitrile, 0.1% formic acid), were used as mobile phase. Each fraction (5 µL) was 

injected in a Zorbax C18 column (1.8 µm, 2.1 mm x 100 mm - Agilent), using a flow 

rate of 200 µL/min. For elution of tryptic peptides, a linear gradient (1-40% of solvent 

B in 32 min), followed by a gradient of 40% to 98% of Solvent B in 6 min was used. 

Solvent B at 98% was used during 3 min for column wash; and between samples 

injections the column was reequilibrated with 1% of solvent B. 

           For data acquisition, the following parameters were used: A voltage of 5.500 

V was used for ion spray; decomposition potencial (DP) of 100V; gas flow 25; GS1 

at 50; GS2 at 60; the interface was heated to 150°C and Turbo V ion source heated 

to 500 °C. The mass spectrometer acquired a complete scan of TOF-MS data for 

200 ms followed by 10 to 200ms of complete scan of product ions using IDA 

(Information Dependant Acquisition) mode. The scan of precursor ions (TOF/MS) 

data was acquired using a range of 300-2000 m/z. For MS/MS a range of 100-1800 

m/z was selected.  The precursor ions exceeding a 100 limit and presenting charge 

states of +2 to +5 were selected product ions generation. The 10 most intense ions 

resulted in the MS/MS spectra. 

            The mass spectra acquired was processed using Protein Pilot 5.0 software 

(AB SCIEX, Canada).  The ‘Paragon thorough’ analysis method was selected with 
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the following parameters: 1. Post tradutional modifications induced 

(carbamidomethylation and oxidation), 2. Enzyme used for cleavage (Trypsin); 3. 

Amino acid substitutions; 4. Unused Proscore (Conf) > 0.05 (10%); 5. False 

Discovery Rate analysis (1%). The mass spectra generated were searched against 

the predicted Coding Sequences (CDSs) from A. veratra assembled transcriptome, 

kindly provided by the researcher Peter Prentis from School of Earth, Environmental 

and Biological Sciences, Queensland University of Technology (QUT). The 

nucleotide sequences of each transcript were translated into amino acid sequences 

using a 'Find CDS Tool'. The translated transcriptome was used as a database.  

 

    2.4.3 Functional annotation of Venom Proteome 

 

          After identification of the corresponding CDSs from A. veratra transcriptome, 

translated sequences were submitted to Blastp search (Basic Local Alignment 

Search Tool for Proteins) from NCBI platform, using ‘non-redundant protein 

sequences’ as database and ‘Sea Anemone Taxid 6103’ as organism. Proteins and 

peptides were identified by similarity and classified according to the domains found 

in the corresponding Blastp hit. All proteins and peptides classified as ‘toxins’ had 

their sequences submitted to Interpro- Classification of Protein families from 

European Bioinformatics Institute, for confirmation of the toxin’s domains existence 

(MITCHELL et al., 2019). Toxins were classified according to predicted structure 

and/or function (MADIO et al., 2019). Sequences presenting ‘no significant similarity 

found’ with Sea anemone taxid; or sequences without known function or structural 

motifs were classified as ‘unknown’ (MADIO et al., 2017).  Such molecules were 

investigated regarding the presence of new cysteine scaffolds. For categorizing 

sequences of interest as ‘New cysteine scaffolds’ of putative toxins, seven aspects 

were considered: 1. Proteins/peptides with no significant similarity to Blastp hit. 2. 

Proteins/ peptides presenting similarity to uncharacterized Blasp hits by NCBI. 3. 

Absence of toxin domains automatically identified by NCBI or InterPro. 4. 

Sequences rich in cysteine residues. 5. Absence of these cysteine scaffolds in the 

venom of sea anemones according to previous literature. 6. Complete sequences, 

exhibiting signal peptide. 7. Absence of Transmembrane domains. 
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2.4.4 Functional annotation of Transcriptome 

 

The sequences of transcripts found in the proteome were used as ‘Protein query 

sequences’ for searching putative toxins in the translated transcriptome from A. 

veratra. A BLAST database of the transcriptome was created using Galaxy Australia 

and an expectation value cut off of 1e-06 was set. CDSs belonging to the same 

putative toxin category were subjected to sequence alignments using MAFFT 

(Multiple alignment program for amino acid or nucleotide sequences) and accuracy 

method L-INS-i from Galaxy Version 7.221.3 (AFGAN et al., 2018). JALVIEW 

software (WATERHOUSE et al., 2009) was used for finalization of amino acids 

alignments and visualization of toxins motifs/domains. Sequences with absence of 

signal peptide; absence of the characteristic toxin domain; or incomplete sequences 

were removed from the alignment.  

 

3. RESULTS  

3.1 A. veratra venom: RP-HPLC, electrophoresis and mass spectrometry 

The soluble fraction of A. veratra venom presented a wide diversity of 

molecules eluted between 5-50% of B by RP-HPLC analysis (Fig 1.A). 

Electrophoresis analysis (Fig 1.B) from soluble fraction and precipitate shows that 

the venom presents high molecular mass proteins (up to 260 kDa), although the 

main components of the venom seem to be proteins with molecular masses below 

20 kDa, mainly between 3.5 and 10 kDa.  

The proteome analysis of A. veratra venom by mass spectrometry showed 

an identification of 312 proteins and peptides (Supplementary material 1), classified 

in superfamilies according to conserved domains presented by the BLASTp hit. 

These molecules were classified in 9 categories following the molecular function: 1. 

Enzymes (15%); 2. Structural proteins (14%); 3. Binding (16%); 4. Inhibitors (2%) 5. 

Regulatory (10%); 6. Ion transport (2%); 7. Phosphoproteins (0.5%); 8. Toxins 

(including inhibitors and enzymes previously described as toxins) (20%); 9. 

Unknown (21%) (Fig 2A; Supplementary material 1). All sequences classified as 

toxins according to BLASTP hit were submitted to InterPro online plattform for 

identification of conserved domains (Fig 2B; Table 1). The toxins classification was 
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based on the structure of the molecule and the pharmacological group of action, 

according to the review work published by MADIO et al., 2019. 

 

 

Figure 1. A- Chromatographic profile of Aulactinia veratra’s venom. The soluble fraction of the 

venom (50µL) was submitted to RP-HPLC fractionation using C18 column. The chromatogram shows 

the profile of molecules at 214 nm absorbance, using a gradient of 5 to 50% of B in 45 min. B, C- 

SDS-PAGE of A. veratra’s venom fractions. Samples (10 µL) from the precipitate fraction (SD), 

soluble fraction (SL) and obtained fractions from RP-HPLC (F1-F11) were submitted to 

electrophoresis by SDS-PAGE (12,5%) under not reducing (B) and reducing conditions (C). The gel, 

stained with Comassie Blue, shows the distribution of proteins found. 

 

In terms of toxin content, 79 components were identified in the venom (59 

toxins from 14 known families and 20 toxins exhibiting new cysteine scaffolds) (Fig 
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2.B, Table 1).  The venom from Aulactinia veratra is mainly divided in 5 parts: 1. 

Neurotoxins (29%): including ShK (11%), β-defensins (9%), ‘Small Cysteine-Rich 

Peptides’- SCRIPs (4%); ‘Epidermal Growth Factor’ - EGF-like (4%); and ‘Inhibitor 

Cystine Knot Fold’- ICK (1%). 2. Non enzymatic components (19 %): ‘Membrane-

attack complex/perforin’ (MACPF) toxins (3%), Actinoporins (1%), WSC (11%), 

Cysteine Rich Secretory Proteins- CAP (4%). 3. Serine peptidase inhibitors (18%): 

Kazal (10%) and Kunitz types (8%); 4. Enzymes (9%): Serine peptidase S1 (1%); 

Endonuclease (4%); Metallopeptidase classes (4%) 5. New cysteine scaffolds 

(25%) (Fig 2.B).   

 

Figure 2.  A. veratra’s venom proteome. A- General composition of A. veratra’s venom based on 

molecular function of identified proteins. Proteins were classified according to the conserved domains 

presented by the corresponding BLASTp hit at NCBI online platform.  B- Toxin families found in A. 

veratra’s venom. Toxins were classified into the respective families based on conserved domains 

identified in the amino acid sequences from translated transcripts submitted to Interpro-Classification 

of Protein Families-EMBL-EBI. Both graphs show the protein classification followed by its 

representativity (%). 

 

Table 1. The venom proteome of A. veratra. Below it is presented the classification of toxins based 

on the presence of conserved domains. Each putative toxin (transcript ID) found at proteome level 

and the corresponding identified peptides are presented. Toxins exclusively found in the precipitate 

fraction of the venom are highlighted with (*) at the end of transcript ID. Identified peptides (in grey) 

with D1, D2 or D3 between (), represent peptides found exclusively in the first, second or third domain 
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of the toxin repeat. When a peptide is found between two domains, it’s represented by ‘Link D1-D2’. 

Proteins presenting ‘no significant similarity’ to any BLASTp hit or presenting similarity to 

uncharacterized proteins with absence of toxin-related domains were categorized into 18 new 

cysteine scaffolds. 

 

Table 1 (continued) 

Type
Structural 

family
Transcript Identified peptides (Conf: 99) Blastp hit [species] E_value Per Id Accession

aul_smart_249271|CDS1 DVYIFTGTGGQAK; FNGGNWAGVENAIR; 

TLPTPVLSSDVK; APNPQADPK; AVCDPVAK; 

TLIPEFTGNMIK; WYWKAVCDPVA

uncharacterized protein LOC116298347 [Actinia 

tenebrosa]

4.00E-79 54.05% XP_031562623.1

aul_smart_878853|CDS1 APNPQADPK; AVCDPVAK; DVYVFTGTSGQAK; 

DYNPSQQIIENPAWNDK; EMTFIVTNAAPQWQK; 

ESIVFVAQNNVGDQTNK; FNGGNWAGVEK; 

GTFLDTFLK; ITGCDGIK; LPPFHATNCK; 

QTTELGIIFCYSLDAASK; TLIPEFTGNMIK; 

TLSTPVLSSDVK; VVAPEWFWK; 

QTTELGIIFCYSLDAASKK

uncharacterized protein LOC116298347 [Actinia 

tenebrosa]

3.00E-102 52.36% XP_031562623.1

aul_smart_878854|CDS1 GTFLDTFLK uncharacterized protein LOC116298347 [Actinia 

tenebrosa]

7.00E-101 51.69% XP_031562623.1

aul_smart_939726|CDS1* TWVLPGLK endothelin-converting enzyme 1-like [Actinia 

tenebrosa]

6.00E-86 58.65% XP_031563523.1

aul_smart_939847|CDS2* ENINSLTWLDDFTR; IQDLGGWNMIEGSR; 

AIENLGDAPLR; LSLEELQR; SLTWLDDFTR; 

DAVTYTEHAK; DNIQGITKPAIR; ISGLIYEETR; 

VFLENVIR

endothelin-converting enzyme 1-like [Actinia 

tenebrosa]

5.00E-134 49.40% XP_031564967.1

aul_smart_939848|CDS1* IDAMAGNVGYPDYILDSK; ENINSLTWLDDFTR; 

SLTWLDDFTR

endothelin-converting enzyme 1-like [Actinia 

tenebrosa]

2.00E-62 47.66% XP_031563523.1

S1

aul_smart_839293|CDS2 AILPIADNNHCSAR; HDVALLLLDQK; 

IINGQNANLHEFPWQVSLR; IPAGTQCSLSGWGR; 

TVPGGSSAYILQK; VTYSSGIQAIGLPTSGSR

chymotrypsinogen A-like [Actinia tenebrosa] 6.00E-125 64.15% XP_031568088.1

aul_smart_1046916|CDS2 FCTLEYAPVCSSDGVTYGNACMLR; SDTNIELVHR; 

GVTYGNACMLR;TNIELVHR

PI-actitoxin-Avd5a [Anemonia sulcata] 2E-20 73.91% P16895.1

aul_smart_426451|CDS2 IEFVHGGPC; MFAPVCGSYGVTYANECLLR; 

SDSKIEFVHGGPC; KHCPEHCNR; GVTYANECLLR

PI-actitoxin-Avd5a [Anemonia sulcata] 4E-11 52.17% P16895.1

aul_smart_876517|CDS28 YQVAVLASCPGGCPITYEPVCGSDGETYK; 

MTIDHYGNC; NTCWFR; TYEPVCGSDGETYK

uncharacterized protein LOC110241796 

[Exaiptasia pallida]

0.00000005 46.67% XP_020903357.2

Ka
za

l

aul_smart_813067|CDS1 GADCSSNNNIELVHQGPC; 

FCTLEYAPVCSSDGVTYGNACMLR; GVTYGNACMLR

PI-actitoxin-Avd5a [Anemonia sulcata] 9.00E-18 67.39% P16895.1

aul_smart_280649|CDS1 YQVAVLASCPGGCPITYEPVCGSDGETYK;  

MTIDHHGSC; NTCWFR 

uncharacterized protein LOC110241796 

[Exaiptasia diaphana]

1.00E-08 38.98% XP_020903357.2

aul_smart_427605|CDS2 FCAPLYTPLCGSDGVTYDNDCLLR; 

CGSDGVTYDNDCLLR

predicted protein [Nematostella vectensis] 2.00E-11 36.25% EDO42282.1

aul_smart_687983|CDS3 HVAECK; IGLAHVGPC PI-actitoxin-Avd5a; Short=PI-AITX-Avd5a 

[Anemonia sulcata]

2.00E-09 53.49% P16895.1

aul_smart_877428|CDS1* IEFVHGGPC; MFAPVCGSYGVTYANECLLR; 

VTYANECLLR; ANECLLR; SYGVTYANECLLR

PI-actitoxin-Avd5a; Short=PI-AITX-Avd5a 

[Anemonia sulcata]

5.00E-11 52.17% P16895.1

aul_smart_859108|CDS2 AMVTGNCK (D1); DCQDACMGK (D1); DECLR 

(D2); FYYTGCQGNANNFETR (D1); 

GFCLFPPATGPCK (Link D1-D2); KDCQDACMGK 

(D1); NNFETKDECLR (D2); TFTYGGCEGNK (D2); 

YYYDNEGGK (D2)

kappaPI-actitoxin-Avd3e-like [Actinia 

tenebrosa]

1.00E-68 69.34% XP_031558603.1

aul_smart_955021|CDS2 CEEFFYGGCGGNANNFHTQNECEQK (D1 and D2); 

CSGYLAGYSGTSDICHLQSVTGFCR (Link  D1-D2); 

FYFNVDTR (D1 and D2); GNANNFHTQK (D3); 

RCEEFFYGGCGGNANNFHTQNECEQK; 

SGTSDICHLQSVTGFCR (D2 and D3); CEEFIYGGCR 

(D3); TSGICELQSVTGFCR (D1)

carboxypeptidase inhibitor SmCI-like 

[Exaiptasia diaphana]

7.00E-49 40.27% XP_020904664.1

aul_smart_856786|CDS3 QFIYGGCQGNENNFK; YHYDESIGTCR; PI-actitoxin-Aeq3a-like [Actinia tenebrosa] 1.00E-41 78.67% XP_031550082.1

aul_smart_859005|CDS1 AVGSCQAAFPR; CEPFTYGGCGGNANNFQSEEECNK; 

FYYNSGSGK

BPTI/Kunitz domain-containing protein-like 

[Actinia tenebrosa]

3.00E-33 69.62% XP_031567285.1

aul_smart_886056|CDS2 CEEFFYGGCWGNANNFHTQK (D2); 

CSGYLAGYSGTSDICHLQSVTGFCR (Link D1-D2); 

FYFNVDTR (D1-D2); GNANNFHTQK 

(D2);TSGICELQSVTGFCR (D1)

BPTI/Kunitz domain-containing protein-like 

[Actinia tenebrosa]

5.00E-38 46.04% XP_031567285.1

aul_smart_684611|CDS2 CESFIYGGCGGNR; NNFHSFNECR; YYYNTEAGR; 

ETGMPSFCHLPSEVGR

KappaPI-stichotoxin-Shd2a; Short=KappaPI-SHTX-

Shd2a [Stichodactyla haddoni]

1.00E-25 63.08% B1B5I8.1
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Table 1 (continued) 

Type
Structural 

family
Transcript Identified peptides (Conf: 99) Blastp hit [species] E_value Per Id Accession

aul_smart_420607|CDS1 GDWWIWR type III potassium channel toxin protein 

[Anemonia sulcata]

1.00E-15 49.35% ALL34550.1

aul_smart_270533|CDS2 GDCPSGHGYKNSCK; IGFNMCCYPR; SSQGDFWLLR type III potassium channel toxin protein 

[Anemonia sulcata]

1E-20 52.56% ALL34533.1

aul_smart_904166|CDS1 GAPCTCR; GESGIYWFSGK; TYCNFVIGLCCVK type III potassium channel toxin protein 

[Anemonia sulcata]

3.00E-32 67.57% ALL34555.1

aul_smart_846342|CDS2 ALACYCK; GDKWILR; STCPGGYGYSSGCTQSGYR; 

CCYPQYY

type III potassium channel toxin protein 

[Anemonia sulcata]

6.00E-33 65.43% ALL34531.1

aul_smart_870725|CDS2 AVFGICCYK; CEGGFSGTYWFAR; 

GSCPGGHGYNGVCR

type III potassium channel toxin protein 

[Anemonia sulcata]

1.00E-17 50.00% ALL34555.1

aul_smart_914904|CDS2 AVFGVCCYK; GGFSGTYWFAR; GSCPGGHGYNGVCR type III potassium channel toxin protein 

[Anemonia sulcata]

9.00E-18 50.00% ALL34555.1

B-
de
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aul_smart_802345|CDS9 GLLSDCCKQ; GNIGCPSGWNLCADR; 

GVPCKCDSDGPTVHGNHLSGTIWMK; 

TPGYGNIGCPSGWNLCADRYLCADR; RGLLSDCCK

Delta-actitoxin-Ave sodium channel inhibitory 

toxin [Aulactinia veratra]

2.00E-52 84.69% ATY39984.1

ICK aul_smart_887805|CDS26 SQVQGCYHSSECCSPLVCK; YCLKF; 

AYCNYDAGGCTNAR

Predicted protein NvePTx1; Flags: Precursor 

[Nematostella vectensis]

0.0002 31.51% A7RMN1.2

aul_smart_34921|CDS3 CSASCGWNAK; GSCLPK; LQACYAGTR; 

GSCLPKLQACYAGTR

No_significant_similarity_found

aul_smart_760423|CDS2 ACSGANHYCSVSTNK (D1); CYGASNHCTLSTNK (D2) small cysteine-rich protein 2-like [Actinia 

tenebrosa]

2.00E-08 41.75% XP_031553817.1

aul_smart_9946|CDS1 VGLLTR uncharacterized protein LOC116308971 isoform 

X1 [Actinia tenebrosa]

3.00E-60 54.97% XP_031575359.1

aul_smart_206650|CDS2 ACEDNLPAPTCR; ANNICDSEK; DNLPAPTCR U-actitoxin-Oulsp2 [Oulactis sp. MM-2018] 9.00E-24 52.44% A0A330KUG5.1

aul_smart_333142|CDS1 SDCGWILEGKDPAGYCYQYR (D1); 

TCGFCKPPAPPQVHCEDTR (Link D1-D2); 

HQNDAFIQDCK (D2); NDCSWIAQHNNDVAEYCDR 

(D2); NDPEVK (D1); 

uncharacterized protein LOC116305581 [Actinia 

tenebrosa]

1.00E-67 67.53% XP_031571380.1

aul_smart_540526|CDS2 YENVLCR Kappa-stichotoxin-Hmg1a [Heteractis 

magnifica]

2.00E-11 48.00% O16846.2

aul_smart_677929|CDS2 LLQSQCTQYR Kappa-actitoxin-Aer3a [Anemonia erythraea] 2.00E-10 70.59% Q0EAE5.1

aul_smart_68364|CDS1 AACGICEAPPPPYATAEK; AIGHFTQVVWK; 

HGVPSLVWDSTLASESADWALHLAQR; 

IPDCESGYTESSGCTQWK; 

LVHSDANSAYGENLYYAGTSAIGSLASCTNAVK; 

NGWTYTFVAAR; SWYSEIDDYDFNNPGTSTNGK; 

VGVGIAAVTK; DFENSATK;  

YTPPGNQAGQYAENVPNVVSN

uncharacterized protein LOC116288443 [Actinia 

tenebrosa]

1.00E-91 58.75% XP_031551091.1

aul_smart_835448|CDS1 WITALDTPSCICATGYEGQR; 

NDGHFSPCPESHEHYCLNGGTCR

U-actitoxin-Avd12a [Anemonia viridis] 4.00E-09 37.88% P0DMY9.1

aul_smart_685108|CDS3 GSAGVACTGQHATSFCLNGGECR; 

HIESLGEYYCICHGDYTGLR (D1); HIESLGK (D2)

OMEGA-stichotoxin-Shd4a [Stichodactyla 

haddoni]

2.00E-27 64.37% B1B5J0.1

aul_smart_997952|CDS1 HIESLGK; YYCICYDDYIGLR OMEGA-stichotoxin-Shd4a [Stichodactyla 

haddoni]

1.00E-23 60.24% B1B5J0.1

A
ct

in
op

. aul_smart_512597|CDS1* ALLYDGK; 

NEGPVATGVVGVLAYHITGGHTLAVMFSVPFDYNLY

QNWWNVK; VILPHNVDSGK; 

ADQSMYEDLYYSSNPFR

DELTA-actitoxin-Aas1a [Anthopleura asiatica] 7.00E-61 74.78% C5NSL2.1

aul_smart_464302|CDS2* EGENIVISPSPDCK; 

EIPGTDVAPGKPLPICPPPSSGEGM

ectin-like [Actinia tenebrosa] 1.00E-72 70.42% XP_031569962.1

aul_smart_860615|CDS2 EAVNAWYAQEK; GNVQPFFYYQR; NDWTYTFVVAR; 

VGVGIAAVTR; VLSVNTAECLAAHNAK

uncharacterized protein LOC116288443 [Actinia 

tenebrosa]

5.00E-61 44.98% XP_031551091.1

aul_smart_414628|CDS1 EGENIVISPSPDCK; LGVGISGNWLVAR; 

WDATLAAHAQK; 

EAVEEWSDEAYDYDDWGYCAKPPR; IPSFAASCLK

ectin-like [Actinia tenebrosa] 9.00E-91 72.29% XP_031569962.1

aul_smart_487417|CDS2* IVGLPTLNQYTICFWIEFSNVKPR; 

ANDLFPDENIDWGCEK; FDPSDTGGK; 

FLMGSIADLVDLR; FYSFGNGEDPAQIVDSHVISR; 

GTLYVVLSAVPSNTDSWYYVEISSFGVGIYK; ILDYYNK; 

NMIDGAAFIGVGFDGR; TEMDVLLR; VAPVVAGALSK

uncharacterized protein LOC116292765 [Actinia 

tenebrosa]

0 70.42% XP_031555977.1

aul_smart_884261|CDS11* ANDLFPDENIDWGCEK; DSISGETNFFADGVVQR; 

FDPSDTGGK; FLMGSIADLVDLR; 

FYSFGNGEDPAQIVDSHVISR; GADMETLR; 

GTLYVVLSAVPSNTDSWYYVEISSFGVGIYK; ILDYYNK; 

IVGLPTLNQYTICFWIEFSNSK; LLTNDEIAK; 

NMIDGAAFIGVGFDGR; TEMDVLLR; VAPVVAGALSK

uncharacterized protein LOC116292765 [Actinia 

tenebrosa]

0 65.72% XP_031555977.1
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3.2 Transcripts and correspondent toxins found in the venom 

 

Type
Structural 

family
Transcript Identified peptides (Conf: 99) Blastp hit [species] E_value Per_Id Accession

A
ct

in
o

p. aul_smart_512597|CDS1* ALLYDGK; 

NEGPVATGVVGVLAYHITGGHTLAVMFSVPFDYN

LYQNWWNVK; VILPHNVDSGK; 

ADQSMYEDLYYSSNPFR

DELTA-actitoxin-Aas1a [Anthopleura asiatica] 7.00E-61 74.78% C5NSL2.1

aul_smart_464302|CDS2* EGENIVISPSPDCK; 

EIPGTDVAPGKPLPICPPPSSGEGM

ectin-like [Actinia tenebrosa] 1.00E-72 70.42% XP_031569962.1

aul_smart_860615|CDS2 EAVNAWYAQEK; GNVQPFFYYQR; 

NDWTYTFVVAR; VGVGIAAVTR; 

VLSVNTAECLAAHNAK

uncharacterized protein LOC116288443 [Actinia tenebrosa] 5.00E-61 44.98% XP_031551091.1

aul_smart_414628|CDS1 EGENIVISPSPDCK; LGVGISGNWLVAR; 

WDATLAAHAQK; 

EAVEEWSDEAYDYDDWGYCAKPPR; IPSFAASCLK

ectin-like [Actinia tenebrosa] 9.00E-91 72.29% XP_031569962.1

aul_smart_487417|CDS2* IVGLPTLNQYTICFWIEFSNVKPR; 

ANDLFPDENIDWGCEK; FDPSDTGGK; 

FLMGSIADLVDLR; FYSFGNGEDPAQIVDSHVISR; 

GTLYVVLSAVPSNTDSWYYVEISSFGVGIYK; 

ILDYYNK; NMIDGAAFIGVGFDGR; TEMDVLLR; 

VAPVVAGALSK

uncharacterized protein LOC116292765 [Actinia tenebrosa] 0 70.42% XP_031555977.1

aul_smart_884261|CDS11* ANDLFPDENIDWGCEK; DSISGETNFFADGVVQR; 

FDPSDTGGK; FLMGSIADLVDLR; 

FYSFGNGEDPAQIVDSHVISR; GADMETLR; 

GTLYVVLSAVPSNTDSWYYVEISSFGVGIYK; 

ILDYYNK; IVGLPTLNQYTICFWIEFSNSK; 

LLTNDEIAK; NMIDGAAFIGVGFDGR; TEMDVLLR; 

VAPVVAGALSK

uncharacterized protein LOC116292765 [Actinia tenebrosa] 0 65.72% XP_031555977.1

aul_smart_186432|CDS2 FPAVEAVSK uncharacterized protein LOC116308716 [Actinia tenebrosa] 5E-166 0.7432 XP_031575055.1

aul_smart_6042|CDS2* TVNVGSTVEFK; CPSYNVK; GYEYFGIQHK;  

LGCYEDASDR; MFEECKK; QDTCYK; 

SECWGSSNGQEITYNK; YDDSPGGYKR

uncharacterized protein LOC116305510 [Actinia tenebrosa] 3.00E-118 59.09% XP_031571305.1

aul_smart_143517|CDS1 SDDGFGVGSIWSNFVYRK; CPSYNVK; 

GYEYFGIQHK; SECWGSSNGQEITYNK; 

YDDSPGGYK

uncharacterized protein LOC116305510 [Actinia tenebrosa] 1.00E-83 69.36% XP_031571305.1

aul_smart_761274|CDS2* SLPIPYK; GYEYFGIQHK; LGCYEDASDR; 

LGCYEDTSDR; MFEECKK; VTVVSAGWEK; 

YDDSPGGYKR

uncharacterized protein LOC116305510 [Actinia tenebrosa] 2.00E-32 51.35% XP_031571305.1

aul_smart_879797|CDS2 LGCYEDTSDR; SDDGFGVGSNFSNFVYR; 

ASHTNTYK; ASPKPSLLNVEYNPSTPNLGDEVSK; 

CPSYNVK; GYEYFGIQHK; SECWGSSNGQEITYNK; 

SVSFIGNLK; YDDSPGGYK

uncharacterized protein LOC116305510 [Actinia tenebrosa] 8.00E-110 56.21% XP_031571305.1

aul_smart_879937|CDS4 SDDDFGVGSNWSNFVYR; ASHTNTYK; 

EGKPWFR; GTQYDR; GYEYFGIQHK; 

LGCYEDASDR; MFEECKK; 

SECWGSSNGQEITYNK; SVSFIGNLK; 

VTVGSGWEK; YDDSPGGYKR

uncharacterized protein LOC116305510 [Actinia tenebrosa] 8.00E-110 54.86% XP_031571305.1

aul_smart_879959|CDS2 SDDGFGVGSNWSNFVYR; ASHTNTYK; 

ASPKPSLLNVEYNPSTPNLGDEVSK;  CPSYNVK; 

FHYYALLK; GYEYFGIQHK; LGCYEDASDR; 

SECWGSSNGQEITYNK; SVSFIGNLK; 

VTVVSAGWEK; YDDSPGGYK

uncharacterized protein LOC116305510 [Actinia tenebrosa] 5.00E-113 56.94% XP_031571305.1

aul_smart_879960|CDS2* LGCYEDTSDR; QDTCYECPSYNVK; VTVGSGWEK; 

SDDGFGVGSNFSNFVYRK; NPNLGVIVSK; 

INPTPSILIAQY; CPSYNVK; ASHTNTYK; 

EGKPWFR; GYEYFGIQHK; MFEECKK; 

SECWGSSNGQEITYNK; SVSFIGNLK; 

YDDSPGGYKR

uncharacterized protein LOC116305510 [Actinia tenebrosa] 1.00E-110 55.56% XP_031571305.1

aul_smart_1033576|CDS2 ASHTNTYK; ASPKPSLLNVEYNPSTPNLGDEVSK; 

CPSYNVK; FHYYALLK; GYEYFGIQHK; 

LGCYEDASDR; SECWGSSNGQEITYNK; 

SVSFIGNLK; VTVVSAGWEK; YDDSPGGYK; 

SDDGFGVGSNLSNFVYRK

uncharacterized protein LOC116305510 [Actinia tenebrosa] 5.00E-111 61.15% XP_031571305.1

Scaffold_1 aul_smart_34342|CDS1 VGVGIAAVTK No_significant_similarity_found

Scaffold_2 aul_smart_1012536|CDS1 HTFDVYYFR; LPPALHTVICAK; HTTVYDCVRK No_significant_similarity_found

Scaffold_3 aul_smart_983271|CDS1 DVPGGSCK; FVCCVTI; INCDSR; KGFTVNK; 

SGDCKDVDVR

uncharacterized protein LOC5508728 isoform X2 [Nematostella 

vectensis]

0.94 43.33% XP_032233414.1

Scaffold_4 aul_smart_963082|CDS3 AGQCCPCPKP; LQCCPCGAK predicted protein [Nematostella vectensis] 4.6 62.50% EDO29841.1

Scaffold_5 aul_smart_73591|CDS2 ACDVCSSK; ANTKPQVLQCGKEDEICR; 

ICQENCLNEK; TCYDNCNTK; TNCMSLCTQAK; 

VACVDGIK; KTCSLNCTT

chymotrypsinogen B-like isoform X1 [Actinia tenebrosa] 0.047 31.76% XP_031550563.1

Scaffold_6 aul_smart_828408|CDS2 DGNAVCRPL; FGNNCECSK; 

TVQCTYGSVTYEPGDR

uncharacterized protein LOC116604574 [Nematostella 

vectensis]

0.008 33.87% XP_032223012.1

Scaffold_7 aul_smart_418125|CDS1 SEEIPCNEEDLEKLR; AMGLQVDHAR; 

CYPKPQAR; DTNLCCGPECK

uncharacterized protein LOC116304236 [Actinia tenebrosa] 2E-37 57.01% XP_031569802.1

Scaffold_7 aul_smart_188645|CDS1 DTNLCCGPECK; LTAMGLQVDHAR; CYPKPQAR; 

REIPCNEEALEK

uncharacterized protein LOC116304236 [Actinia tenebrosa] 9.00E-37 56.19% XP_031569802.1

Scaffold_8 aul_smart_219023|CDS3 AQTDIIACRDPCAVK; DPCAVKDANGK; 

AQTDIIACR

uncharacterized protein LOC116301422 isoform X1 [Actinia 

tenebrosa]

1.00E-09 41.67% XP_031566334.1

Scaffold_9 aul_smart_955171|CDS3 ERPCPTDK; YCHSIQEDCWWTDDKDSEACK hypothetical protein AC249_AIPGENE18232 [Exaiptasia pallida] 2E-13 43.24% KXJ05374.1

Scaffold_10 aul_smart_128724|CDS3 KVPVAESDGR (D1); STTCDVGGVTYNVGETFVTK 

(D2); TTCEPLCIPPPPLLCPPGEK (D1); 

TYNAGEEFIDGLCFGR (D1);  EDSCVFGGK (D1)

cysteine-rich motor neuron 1 protein-like [Actinia tenebrosa] 1.00E-54 52.35% XP_031549053.1

Scaffold_10 aul_smart_954616|CDS2 ACTIYCR; CVSLCPPSIVACEPGER; EAGCVFEGK cysteine-rich motor neuron 1 protein-like isoform X6 [Actinia 

tenebrosa]

2.00E-22 43.64% XP_031549072.1

Scaffold_11 aul_smart_502041|CDS2 FCSLDGQVLHIMA; WYNAGEIIFER; GCEYEGK; 

GSGGTYEIK

mucin-2 [Nematostella vectensis] 0.002 35.42% XP_032230364.1

Scaffold_12 aul_smart_838698|CDS3 GRCQTIHSCV; CQTIHSCV; 

DIIDGGGCPHCYEPDPEGNCR

precusor of biologically active peptides MS9.2 [Metridium 

senile]

0.22 32.05% SBO16029.1

Scaffold_13 aul_smart_978781|CDS2 EACDLLGDPCTTDK; QCPGDCDGFPLFCYR; 

SECAMNVESNPY

transmembrane cell adhesion receptor mua-3 [Nematostella 

vectensis]

0.000004 40.00% XP_001636659.1

Scaffold_14 aul_smart_94777|CDS1 NACASDFNK; NVIDSSQYDNCVIK uncharacterized protein LOC116307697 [Actinia tenebrosa] 5.00E-36 50.00% XP_031573854.1

Scaffold_15 aul_smart_798440|CDS8* ATDCGSSGESEGSFSR; ESEGSFSR uncharacterized protein LOC116306945 [Actinia tenebrosa] 5.00E-16 78.05% XP_031572946.1

Scaffold_16 aul_smart_869134|CDS1 TIMHLFDVNNCK; VDPGYCEDYGDQPFCR uncharacterized protein LOC116297886 [Actinia tenebrosa] 1.00E-65 68.94% XP_031562063.1

Scaffold_17 aul_smart_92667|CDS2 LMYCEIYDVPLPGPIGR uncharacterized protein LOC116308711 [Actinia tenebrosa] 0.48 27.03% XP_031575053.1

Scaffold_18 aul_smart_944968|CDS3* GCGGDSDCPCPGWHCPSPGGR hypothetical protein AC249_AIPGENE28876 [Exaiptasia pallida] 0.93 21.74% KXJ20930.1
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Aulactinia veratra’s transcriptome is composed by a total of 627 transcripts 

containing domains from 11 known toxin families. For this analysis, enzymatic 

components from transcriptome were not included. Beyond that, the transcriptome 

showed the presence of new toxin’s domains, classified here as 18 new cysteines 

scaffolds. Taking in consideration A. veratra’s transcripts, it was found that putative 

neurotoxins are correspondent to 21% of the toxin-like transcripts, including β-

defensins, ICK, SCRIP, ShK, Single-EGF families; putative non-enzymatic 

components to 19% (Actinoporins, CAP, CAP, ShK, MACPF and WSC); putative 

inhibitors represent 25%, comprising Kazal and Kunitz families; and the putative 

new cysteine scaffolds correspond to 31% of the toxin-like transcripts (Scaffolds 1 

to 18). The representativity (%) of toxin-like transcripts is shown in Fig 3. 

 

 

Figure 3. The arsenal of putative toxins found in A. veratra. Putative toxins sequences found at 

protein level in the venom were used as query sequences for looking for homologues into A. veratra’s 

translated transcriptome database. The Blastp hit sequences were assessed and the existence of 

the respective toxin domain confirmed. It was found that the transcriptome is composed by a total 

of 627 transcripts (unique CDSs) containing toxin-like domains characteristic of 11 known toxin 

families from sea anemones. Additionally, 18 new cysteine scaffolds of toxins were found. The Graph 

shows the putative toxin family followed by its representativity (%). 
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A comparison between the toxin-like transcripts found in the venom proteome 

versus transcriptome is shown in Fig 4. The graph shows that the five most abundant 

toxins families found between the CDSc (blue bars) correspond to serine peptidase 

inhibitors (Kazal and Kunitz types); CAP proteins; ShK and Scaffold 10. Following 

this pattern, at proteome level, serine peptidase inhibitors once more correspond to 

the major part of the proteome; but at this level, β-defensins and WSC -like toxins 

take the place of CAP and Scaffold 10, as the most abundant toxins (Fig 4. A). Fig 

4B shows the families of putative toxins that exhibit the existence of repeat domains 

and the relative proportion of the toxin-like transcripts exhibiting single, double or 

more domains. 

 

Figure 4. A- Unique CDSs found in the Transcriptome vs Venom proteome. This figure shows the 
diversity of unique protein/ peptides sequences found for each toxin class identified in the 
transcriptome (blue) and venom proteome (red) of A. veratra. B-Toxins families that present 
sequences exhibiting repetition of domains. This graph shows the number of unique transcripts 
(CDSs) exhibiting single, double, triple (or more) domains for each toxin family. 

 

3.2.1 Putative neurotoxins 
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ShK-like 

Aulactinia veratra’s transcriptome shows the presence of 6 types of putative 

neurotoxins: ShK-like; SCRIPs; β-defensins-Kv3; β-defensins-Nav; Single domain 

EGF-like and ICKs. Between these, ShK-like putative toxins are the most abundant 

components exhibiting 59 homologues, corresponding to 9% of total toxin-like 

transcripts (Fig 3, Table 2). From ShK-like transcripts, 30 sequences possess a 

single domain while 20 sequences have double ShK domain; and 9 sequences have 

3 or more domains (Table 2). The alignment of amino acid (aa) sequences of five 

ShK-like toxins identified in the proteome (blue color sequences) and their 

correspondent homologues are shown in Supplementary material 2.1).  From the 

five CDSs found in the proteome, a unique transcript aul_smart_333142|CDS1 

showed a triple ShK domain in its sequence. For better visualisation of the 

alignments, sequences presenting domain repeat were split into the number of 

domains found (D1 to D5).  Such homologues can be identified in Supplementary 

material 2.1) with D1 to D5 at the end of the sequence ID (identification).  

SCRIP 

Taking the second place in the most frequent putative neurotoxins, transcripts 

holding SCRIP domain correspond to 5% of the toxin-like transcripts found (Fig 3). 

A. veratra transcriptome shows the existence of 34 homologues of this family, three 

of them found in the venom (blue color sequences) (Table 2; Supplementary 

material 2.2). Interestingly one of the SCRIP sequences found in the proteome 

(aul_smart_760423|CDS2), shows the existence of a double SCRIP domain. 

Additionally, another 4 homologues with double SCRIP domains were found in the 

transcriptome (Table 2). Such sequences were split in two domains (D1 and D2) for 

better visualisation of the alignments. These homologues can be found in 

Supplementary material 2.2). with CDSs with D1 or D2 at the end of ID. 

β-defensins 

Following the arsenal of putative neurotoxins, β-defensins corresponding to 4% 

of the toxin-like transcripts were found (Fig 3), totalizing 23 homologues, all of them 

with single domains (Table 2; Supplementary material 2.3). Six of these transcripts, 
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were found in the proteome level and are Kv3-like β-defensins (Table 1). 

Additionally, a unique β-defensin corresponding to a voltage-gated sodium channel 

inhibitor (Nav) from A. veratra, was found. The aa sequence alignments of the 7 β-

defensins found in the proteome (sequences in blue color) and their homologues 

sequences are presented in the Supplementary material 2.3). 

 
 
Table 2. The following table presents the number of unique CDSs found in the Venom Proteome and 
Transcriptome of A. veratra. The presence of the toxin-like domain characteristic for each structural 
family was confirmed by BLASTp search and MAFFT alignment of sequences. The number of CDSs 
that presented sequences exhibiting repetition of domains (double, triple or more) are presented 
below. 

 

 

 

 

 

Single domain EGF-like 

Structural family
Proteome confirmed by 

domain (n)

Transcriptome 

homologs (n)

Single domain 

(n)

Double domain 

(n)

Triple or more 

domains (n)

ShK 5 59 30 20 9

Kunitz 6 76 58 18

Kazal 8 80 69 11

Scaffold_10 2 77 67 9 1

WSC 9 39 28 7 4

SCRIP 3 34 29 5

Single-EGF-like 3 10 9 1

Scaffold_13 1 29 28 1

B-defensin-like 7 23 23

ICK 1 4 4

Actinoporins 1 23 23

CAP 3 72 72

CAP_ShK 0 5 5

MACPF 2 6 6

Scaffold_1 1 1 1

Scaffold_2 1 2 2

Scaffold_3 1 7 7

Scaffold_4 1 3 3

Scaffold_5 1 1 1

Scaffold_6 1 5 5

Scaffold_7 2 11 11

Scaffold_8 1 2 2

Scaffold_9 1 2 2

Scaffold_11 1 15 15

Scaffold_12 1 8 8

Scaffold_14 1 7 7

Scaffold_15 1 7 7

Scaffold_16 1 5 5

Scaffold_17 1 9 9

Scaffold_18 1 5 5
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Single domain EGF-like putative toxins were also found in the transcriptome, 

corresponding to 2% of   toxin-like transcripts (Fig 3), and totalizing 10 homologues, 

from which 3 were found in the venom (Table 2). Exceptionally, just one of these 

transcripts (aul_smart_685108|CDS3) carries a double EGF-like domain. 

Supplementary material 2.4 shows the CDS sequence divided in two domains, 

identified by D1 and D2 at the end of the ID. 

ICK 

Putative ICKs correspond to 1% of the total toxin-like transcripts (Fig 3).  

Specifically, a unique ICK toxin identified corresponding to 

aul_smart_887805|CDS26 was found in the venom. The aa sequences alignments 

of the four putative ICK homologues are shown in Supplementary material 2.5. 

 

3.2.2 Putative Inhibitors  

Corresponding to a quarter of the toxin-like transcripts of A. veratra, serine 

peptidase inhibitors from Kazal and Kunitz types hold respectively 13% and 12% of 

total CDSs (Fig3). A total of 80 homologues corresponding to Kazal peptides, were 

found (Table 2, Supplementary material 2.6). About 10% of them were found in the 

venom (see Table 1). Although presenting Kazal-like transcripts with double 

domains, only Kazal inhibitors with single domain were found in the venom 

(sequences in blue color) (Supplementary material 2.6). Differently, Kunitz-like 

transcripts (n=76) presented homologues with up three domains (Supplementary 

material 2.7) and Kunitz inhibitors with single, double (aul_smart_859108|CDS2) or 

triple domains (aul_smart_955021|CDS2) were found in the venom (Table 2, 

Supplementary material 2.7). The 6 Kunitz inhibitors found in the venom proteome 

are presented at Table 1 and Supplementary material 2.7) (blue color sequences). 

3.2.3 Putative non-enzymatic components  

 

 Cytolysins (Actinoporins and MACPF toxins) 

Type II and type V cytolysins-like CDSs were identified in A. veratra’s 

transcriptome, corresponding to 5% of the total toxin-like transcripts (Fig 3). Two 

sequences of cytolysins type II were found at protein level, however, only the 
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transcript aul_smart_512597|CDS1 showed a complete actinoporin domain, 

exhibiting 75% of identity with Delta-actitoxin from Anthopleura asiatica (Table 1). 

Supplementary material 2.8 shows sequences alignments of the 23 homologues of 

actinoporins found and the toxin found in the venom (highlighted in blue) (Table 2). 

All actinoporins candidates presented absence of cysteine residues in its structure. 

Additionally, 6 transcripts containing membrane attack complex component/perforin 

(MACPF), classified as cytolysins type V, were found. Two of these, 

aul_smart_487417|CDS2 and aul_smart_884261|CDS11, were found in the venom 

(Table 2). Supplementary material 2.9 presents the sequences alignments of 

MACPF-like transcripts found, including the ones found at protein level (blue color 

sequences). Due the extension of the sequences, only the central regions of the 

transcripts exhibiting the conserved toxin domain are highlighted. 

 

CAP and CAP-ShK 

           Toxin-like transcripts belonging to CAP protein superfamily were found in A. 

veratra. The nomenclature of this superfamily stands for the three major groups: 

Cysteine-rich secretory proteins, Allergen-5 and Pathogenesis-related 1 proteins, 

from which, CRISPs are the most common in animal venoms, particularly in snake 

venoms, acting as L-type Ca2+ channel blockers or cyclic nucleotide-gated (CNG) 

channel-blocking toxins (TADOKORO et al., 2020; YAMAZAKI & MORITA., 2004). 

Corresponding to 12% of the total toxin-like transcripts evaluated (Fig 3), CAP 

representants found in A. veratra presented at least one of three possible motif 

signatures (CAP1, CAP3 and CAP4) in its sequences, excepting the motif CAP2 

(Supplementary material 2.10). The majority of the CAP putative toxins presented 

all three motifs (Supplementary material 2.10). From the 72 CDSs exhibiting 

exclusively CAP motifs (Table 2), three transcripts (aul_smart_464302|CDS2, 

aul_smart_414628|CDS1, aul_smart_860615|CDS2) were found at protein level 

(sequences highlighted in blue) (Table 1, Supplementary material 2.10). Such 

proteins show the existence of HNKIR or HNAKR residues for CAP3 motif; and 

GENI or GENL residues for CAP4 motif. For CAP1 motif, characterized by the 

presence of 11 amino acids, the CDSs found at protein level show the presence of 

MH or RD at first two positions followed by FTQLVWKST. On the other hand, the 

majority of the transcripts that did not achieve protein level, exhibit GH at first two 
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positions, and a variation between KS, ND, KD at positions 9th and 10th for CAP1 

motif.  

           Interestingly, five CAP putative toxins exhibiting an additional ShK domain 

(CXDXnCXnCXnKKXnCXKXCX2C) were found (Table 2, Supplementary material 

2.11). These transcripts were classified as CAP-ShK putative toxins, presenting 

double CAP1 and CAP4 motifs followed by ShK domain. These putative toxins, 

classified as CAP-ShK are shown in Supplementary material 2.11. None of these 

transcripts were found at protein level. The presence of multidomain putative toxins 

containing CAP and Shk domains have been also described in the transcriptome of 

the sea anemone Oulactis sp.  and in the vampire snail Cumia reticulata (MITCHELL 

et al., 2020; GERDOL et al., 2019). 

 

WSC  

 

Corresponding to 6% of toxin-like transcripts, toxin candidates (n= 39) 

presenting a carbohydrate binding domain (WSC), characterized by eight cysteines 

in conserved positions were found in the transcriptome (Fig3, Table 2). WSC 

putative toxins were also found in the venom (9 toxins); 8 of them with single WSC 

domain, identified as blue color sequences Supplementary material 2.12, and a 

unique toxin with a double WSC, identified under transcript 

aul_smart_186432_CDS2 (Supplementary material 2.11). Sequences that have 

'NCBI' at the end of the ID in Supplementary material 2.12, are proteins that did not 

have WSC domain recognised by Interpro, but presented 55 to 69% of similarity 

with the amino acid sequence of an uncharacterized protein 

LOC116305510 from Actinia tenebrosa (accession: XP_031571305.1/1-285), 

exhibiting WSC domain characterized by CX31CX19CX15CX3CX26CX14CX2CX15C. 

Differently, the remaining transcript (aul_smart_186432_CDS2), identified at protein 

level and having WSC domain recognised by InterPro, presented a triple motif of 

four cysteines CX25CX19CX18CX22, totalizing 12 cysteine residues. This respective 

sequence and its 10 homologues were split into the number of motifs identified (D1 

to D4) shown in Supplementary material 2.12.  
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3.2.4 Enzymatic components of the Venom 

Representing 9% of A. veratra’s venom, a total of 7 enzymes related to toxin 

function were found at protein level (Table 1). A serine peptidase (transcript ID: 

aul_smart_839293|CDS2), exhibiting 64% of identity with chymotrypsinogen A-like 

from Actinia tenebrosa was found. When submitted to InterPro, the amino acid 

sequence of this enzyme presented the existence of trypsin and chymotrypsin 

domains, being classified as a S1 peptidase, belonging to the subfamily S1A, 

characterized by the presence of a catalytic triad formed by histidine, aspartic acid 

and serine residues.  

Additionally, three metallopeptidases (Table 1) exhibiting around 50% of 

identity with ‘endothelin-converting enzyme 1-like (ECE-1-like)’ from Actinia 

tenebrosa were found at protein level. The correspondent transcripts IDs of these 

enzymes can be visualised in Table 1. According to InterPro, the amino acid 

sequences of these metallopeptidases exhibit domains that classify them as 

components of M13 family. Beyond these components, three proteins, classified as 

endonucleases (Table 1) presented more than 50% of similarity to a BLASTp hit 

predicted by automated computational analysis (NCBI Reference Sequence: 

XP_031562623.1). Such hit, called uncharacterized protein LOC116298347 from A. 

tenebrosa, exhibits a predicted conserved domain corresponding to a DNA/RNA 

non-specific endonuclease, according to NCBI database (Table 1). 

 

3.2.5 New cysteine scaffolds found in the venom and transcriptome of A. veratra 

 

The proteomics analysis conducted on A. veratra venom led to the 

identification of several proteins and peptides presenting ‘no significant similarity’ to 

any Blastp hit, or some level of similarity with uncharacterized proteins. The 

common “issue” about these sequences, classified as unknowns, is that none of 

them presented the existence of known domains/function related when submitted to 

NCBI/InterPro databases. The only exception is scaffold 10, presenting a VWF 

domain related to protein binding (Table 1, Table 3). These peptides were further 

selected for inspection about the amount of cysteine residues present in their 
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sequences, once that sea anemones toxins usually present rich cysteine structures. 

Table 3 presents the 18 new cysteine scaffolds found in 20 peptides identified in A. 

veratra’s venom. Such peptides were used as query sequences for a search against 

the transcriptome. They present a length between 39 to 126 aa, a number of 

cysteine residues that can vary between of 4 and 16 and predicted m/z of 4,200 to 

15,000 (see table 3). Such data corroborates with the electrophoresis presented in 

Fig1 and the MALDI analysis (Supplementary material 3) that shows the soluble 

fraction of the venom as source of low mass molecules (between 2000 to 9000 m/z). 

Turns out that these 18 new cysteine scaffolds correspond to 31% (n=185) of the 

toxin-like transcripts (Fig 3) found in A. veratra, representing 25% of the venom’s 

toxins (Fig 2). The sequences alignments for each one of the new scaffolds found 

are shown between Supplementary material 2.13 and 2.30 figures. Sequences 

found in the venom are highlighted in blue. 

Particularly toxins having scaffolds 1 and 5 in the proteome don’t present 

homologues in the transcriptome. These scaffolds were found in only one CDS 

each. Exceptionally, between the new cysteine scaffolds, scaffold 10 and scaffold 

13 presented transcript sequences with double domains. Scaffold 10 showed the 

existence of two toxins at protein level (Table 1), one of them presenting a double 

domain (aul_smart_128724|CDS3). The sequences alignments for Scaffold 10 

putative toxins can be visualized in Fig 30 (single domain) and Fig 31 (double 

domain sequences).  

 

 

 

 

 

 

Table 3. New cysteine scaffolds found in A. veratra’s venom. Proteins presenting ‘no significant 

similarity’ to any BLASTp hit or presenting similarity to uncharacterized proteins with absence of 

domains related with toxin function were categorized into 18 new cysteine scaffolds. 
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4. DISCUSSION 

 

In the present work, for the first time, A. veratra’s venom was studied and 

accessed through proteomic and transcriptomic analysis. Such strategy was 

followed because the use of multiomics analysis allows not only the identification of 

already known toxin families, but allows the elucidation of new polipeptides and the 

validation of putative toxins through proteomic analysis of venoms (BABENKO et 

al., 2017). Here, more than 300 proteins and peptides were found in the secreted 

venom of A. veratra, however, hardly all the molecules identified execute a toxin-

related function.  Therefore, to overcome the challenge of knowing which 

components from the venom were real toxins, a classification based on blastp hit 

similarity and relying on domain architecture of the toxin’s sequences (translated 

transcripts) was performed. This thorough examination over toxins sequences led 

to the identification of 59 proteins and peptides belonging to 14 known toxin’s 

families and to the acknowledge of 18 new cysteine scaffolds of toxins. Besides, 

such sequences found at protein level were searched against the transcriptome and 

this revealed that more than 600 putative transcripts exhibit the same domains 

architectures.  

 

Aulactinia veratra’s venom is mainly composed by serine peptidase 

inhibitors and neurotoxins 

 

Structural 

family
Cysteine scaffold

N of 

Cysteines
Transcript ID

N of 

homologues

 Mature Chain 

(aa)
Length m/z

Scaf_1 X31CX21CX5CX33CX7 4 aul_smart_34342|CDS1 1 24-149 126 14532.01

Scaf_2 CX21CX5C34CX4 4 aul_smart_1012536|CDS1 2 19-130 112 12731.66

Scaf_3 X3CX8CX5CX13CX8CCX3 6 aul_smart_983271|CDS1 7 20-83 64 7255.35

Scaf_4 X10CCXCX10CCXCX3 6 aul_smart_963082|CDS3 3 23-63 41 4431.38

Scaf_5 X5CX3CX6CX12CX6CX3CX3CX6CX3CX6CX3CX5CX2CX6CX3CX3CX3 16 aul_smart_73591|CDS2 1  23-116 94 10512.24

Scaf_6 X5CX16CXCX7CX4 4 aul_smart_828408|CDS2 5  23-61 39 4295.77

aul_smart_418125|CDS1  21-106 86 9674.03

aul_smart_188645|CDS1  21-102 82 9089.49

Scaf_8 X7CX3CX8CX5CX6 4 aul_smart_219023|CDS3 2  19-75 57 6427.52

Scaf_9 X15CX7CX6CX10CX5CXC 6 aul_smart_955171|CDS3 2  21-70 50 5857.57

aul_smart_954616|CDS2  25-97 73 8174.5

aul_smart_128724|CDS3  25-173 149 15711.03

Scaf_11 X16CX26CX10 2 aul_smart_502041|CDS2 15 31-85 55 6021.74

Scaf_12 X7CX2CX8CX5CX17CX5CX 6 aul_smart_838698|CDS3 8 31-81 51 5701.52

Scaf_13 X2CX6CX5CX3CX6CX4CX12 6 aul_smart_978781|CDS2 29  23-82 60 6834.84

Scaf_14 X19CX3X6CX3CX10CX3CX6CX21CX23 8 aul_smart_94777|CDS1 7 20-121 102 11130.14

Scaf_15 X3CX13CX3CX13CX5 4 aul_smart_798440|CDS8 7 14-60 47 5137.66

Scaf_16 X19CX10CX10CX8CX3CX2CX13CX6CX11CX10CX3CX2CX10 12 aul_smart_869134|CDS1 5 25-149 125 14373.5

Scaf_17 X4CX6CX5CX3CX6CX13CX3 6 aul_smart_92667|CDS2 9 18-84 67 7772

Scaf_18 XCX3CX5CXCX4CX6CX2 6 aul_smart_944968|CDS3 5 23-68 46 4930.25

Scaf_7 XnCX19CX18CCX3CX15CX3 6 11

Scaf_10* X3CX17CX3CXCX6CX3CX6CX18CXCX4CXn 10 77
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Considering the ecological context, cnidarians have used their venoms for 

predation, defense and intraspecific competition (ASHWOOD et al., 2020). In the 

case of some sea anemones, specialized structures are directly related with these 

functions: Nematospheres (spherical tentacles) and acontia (long thin threads) have 

been associated with a defensive role against predators (ASHWOOD et al., 2020; 

LAM et al., 2017); while acrorhagi and catch tentacles have been used in aggressive 

encounters, causing necrosis in rival sea anemones and being specifically used for 

intraspecific competition (PURCELL, 1977; WILLIAMS, 1991). 

 At the molecular level, some toxins also have been associated with such 

functions. Potassium channel toxins with inhibitory activity over proteases, serve as 

both defensive and offensive substances. When injected into predators such 

molecules can protect other toxins from rapid degradation (defensive role), or can 

assume an offensive function, affecting prey through paralysis (FRAZÃO et al. 2012; 

HONMA et al., 2006).  

Interestingly most of A. veratra’s venom relies on serine peptidase inhibitors 

from kazal and kunitz types and in a diverse range of neurotoxins, including small 

cysteine rich peptides (SCRiP) and Inhibitor cystine knot (ICKs).  

Serine peptidase inhibitors have been documented in several studies 

involving sea anemones. The most common is the kunitz type, found in whole body 

extracts; in specialized structures like tentacles and acrorhagi; mucus; or directly in 

the venom of these cnidarians (SCHWEITZ et al., 1995; Minagawa et al., 2008; 

MADIO et al., 2017). In fact, these inhibitors represent such importance to sea 

anemones that they correspond to one of the four most common toxins families 

found in these animals: the ‘Venom Kunitz-type family, sea anemone type 2 

potassium channel toxin subfamily’ (PRENTIS et al., 2018). Such peptides are 

described as bifunctional molecules, being capable of inhibiting several serine 

peptidase representants at the same time that they can efficiently block voltage-

gated potassium channels, specially Kv1.1, Kv1.2, and Kv1.6 (SCHWEITZ et al., 

1995; GLADKIKH et al., 2020). Kalicludines and Kaliseptine from Anemonia sulcate; 

ShPI-1 from Stichodactyla helianthus; APEKTx1 from Anthopleura elegantissima; 

HCRG1 and HCRG2 from Heteractis crispa are few of them (SCHWEITZ et al., 

1995; GARCÍA-FERNÁNDEZ et al., 2016; PEIGNEUR et al., 2011; GLADKIKH et 

al.,2015; GLADKIKH et al 2020).  
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On the other hand, Kazal inhibitors that typically show three typical disulfide 

bridges between C1-C5, C2-C4 e C3-C6, have not been classified as the main 

components of sea anemone venoms (MADIO et al., 2019). Sequences containing 

kazal domains have been identified in the transcriptome of Anthopleura dowii 

(RAMÍREZ-CARRETO et al., 2019); in the transcriptome and tentacle proteome of 

Oulactis sp. (MITCHELL et al., 2020); and even isolated from Anemonia sulcata 

whole body extracts, being classified as a ‘Non classical’ Kazal type elastase 

inhibitor, named as PI-Actitoxin-Adv5a at Uniprot/SwissProt. For A. veratra, Kazal 

inhibitors are amongst the main components of the venom, totalizing 8 peptides 

found in the proteome (HEMMI et al., 2005; KOLKENBROCK & TSCHESCHE; 

1987). 

A main characteristic of sea anemone venoms is that they are predominantly 

composed by neurotoxins (ASHWOOD et al., 2020; FRAZÃO et al., 2012).  For A. 

veratra species this is a confirmed fact and neurotoxins correspond to almost a third 

of this sea anemone venom, comprising fundamentally 6 types: ShK-like; type Nav 

β-defensins; Type Kv3 β-defensins; SCRiPs, EGF-like; and ICKs. 

 Most part of the neurotoxins found here present domain structures similar to 

toxins that act as modulators of voltage-gated ion channels. For example, ShK-like 

toxins, exhibiting the domain CXDXnCXnCXnKKXnCXKXCX2C, are characterized 

by the presence of 6 cysteines; lysine (K) and aspartic acid (D) residues in 

conserved positions (MADIO et al., 2019).  These toxins are known for being potent 

Kv1 blockers. The toxins BgK (Bunodosoma granulifera), AsKs (Anemonia sulcata) 

and ShK from Stichodactyla helianthus have been described as blockers of several 

subtypes of Kv1 channels. Such toxins present structural characteristics that seem 

to be directly involved in their functional role: BgK and ShK possess Lys and Tyr 

residues in similar positions (Lys22 or Lys25 and Tyr26) and an extended strand, a 

loop and a helix in different locations of its structures (DAUPLAIS et al., 1997; 

FRAZÃO et al., 2012). 

In addition, β-defensins found here exhibit similar domain architectures (C1-

C5, C2-C4, C3-C6) to toxins that can modulate Kv3 and Nav channels. Most of the 

β-defensins from A. veratra presented similarity to a type III Potassium channel toxin 

from Anemonia sulcata. Kv3 channels have a critical role in the induction of fast-

spiking neurons and the interruption of electrical signal in these cells can lead to 
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epilepsy and mental disorders (GU et al., 2018). Therefore, Kv3 β-defensins like 

BDS-I e BDS-II, have been applied in biophysics studies focused in investigating 

the role of Kv3 channels in central nervous system disorders (YEUNG et al., 2005).  

Furthermore, the unique β-defensin corresponding to a Nav inhibitor and the 

ICK toxin from A. veratra found, represent interesting molecules that potentially 

could modulate Voltage-gated sodium channels (Nav). The cysteine pattern of ICKs, 

with classical signature CXnCXnCCXnCXnC, exhibit three disulfide bridges and 

form a special knot, making these peptides highly stable molecules, resistant to 

enzymatic degradation and high temperatures. Typical ICKs from spiders exhibiting 

C1–C4, C2–C5, and C3–C6, are broadly known as potent Nav channel modulators 

(MADIO et al., 2019; CARDOSO et al; 2019; POSTIC et al., 2018). On the other 

hand, the β-defensin-Nav found here (aul_smart_802345|CDS9) was identified for 

the first time at protein level corresponding to Delta-actitoxin-Ave sodium channel 

inhibitory toxin from Aulactinia veratra deposited in NCBI database.  

 

Toxins found exclusively in the precipitate fraction of the venom 

 

Interestingly proteins from three toxin families – metallopeptidase, 

actinoporins and MACPF – were exclusively found in the precipitate fraction of A. 

veratra’s venom. 

Metallopeptidases are not between the main structural families of sea 

anemone venoms (MADIO et al., 2019), but some studies have shown the presence 

of putative toxins belonging to the families M12, M13, M14, M15 or M16 in the 

transcriptomes of the sea anemones Oulactis sp (MITCHELL et al., 2020); 

Stichodactyla haddoni and Anthopleura dowii (MADIO et al., 2017; RAMÍREZ-

CARRETO et al., 2019). For Telmatactis stephensoni and Anthopleura dowii, the 

Peptidase M12A family was found in the secreted venom or in venom-related 

structures by proteomic analysis (ASHWOOD et al., 2021; RAMÍREZ-CARRETO et 

al., 2019). For A. veratra, the metallopeptidase sequences found at protein level 

showed similarity to ‘endothelin-converting enzyme 1-like (ECE-1-like)’ from Actinia 

tenebrosa, and domains corresponding to M13 family were found. 

Metallopeptidases from this family have a predicted active site formed by HEXXH 
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motif, in which histidine (H) residues bind zinc; and the glutamic acid (E) has 

catalytic function (RAWLINGS & BARRETT, 2004). As members of this family may 

have some residues attached to the transmembrane region, the sequences found 

here might have a housekeeping function instead of a toxin role. The function of 

these metallopeptidases should be investigated posterior studies. 

Additionally, all pore forming toxins from A. veratra were exclusively found in 

the precipitate fraction of the venom.  Actinoporins, which constitute a major toxin 

family in sea anemones, have molecular masses around 20 kDa and present high 

affinity for sphingomyelin (PRENTIS et al., 2018; MADIO et al., 2019; VALLE et al., 

2015). These cytolysins type II can cause pores on the surface of target-cells, 

compromising the integrity of cellular membranes and leading to ionic imbalance. 

Due to such properties, these toxins have been used in immunocomplexes and 

applied against parasites and tumour cells (RAMÍREZ-CARRETO et al., 2019; 

TEJUCA; ANDERLUH; DALLA SERRA, 2009). On the other hand, MACPF-

cytolysins found in A. veratra are less common toxins. Classified as type V 

cytolysins, these toxins are characterized by the presence of an EGF and MACPF 

domains and have molecular masses around 60 kDa. So far, only three cytolysins 

from this type have been described in literature: AvTx-60A from Actineria villosa, 

PsTx-60A and PsTx-60B from Phyllodiscus semoni (OSHIRO et al., 2004; SATOH 

et al., 2007). Here it has been revealed that the venom of A. veratra presents two 

novel cytolysin type V, containing the membrane-attack complex/perforin (MACPF) 

domain, at protein level (Table 1). 

  

Putative toxins found in the venom 

 

For A. veratra, not all transcripts found for each putative toxin family was 

found in the venom. For some toxins families, like kazal and kunitz inhibitors, only 

10% of the transcripts were found in the venom.  This is expected, once that not all 

putative inhibitors represent potential toxins and instead might play a housekeeping 

function. However, for toxins families that have a clear role in envenomation, this 

scenario changed, and the proportion between putative toxins and real toxins 

identified became closer. 
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For some neurotoxins families from A. veratra, for example, almost 30% of 

the available transcripts end up as peptides in the venom. These are the cases of 

β-defensins; Single EGF-like and ICK toxins. For cytolysins (MACPF) this number 

increased to 33%. Differently, for ShK and SCRIP putative toxins, only 8% of the 

transcripts were available at the venom.  

It is known that venomous animals can change their toxin profile in response 

to environmental stimuli (ASHWOOD et al., 2020). Toxin expression is variable and 

this might be directly related to dietary shifts, geographical location; stages of 

development; localization in specialized tissues; and sexes (Surm & Moran; 2021; 

CIPRIANI et al., 2017; SALDARRIAGA et al., 2003). 

For sea anemones, changes in toxin expression can vary according to the 

stage of development or tissue specialization (ASHWOOD et al; 2020; COLUMBUS-

SHENKAR et al., 2018). These animals, like other cnidarians, pass through a 

complex life cycle, interacting differently with prey and predators at different stages 

of life – egg, swimming planulae or adult polyp (COLUMBUS-SHENKAR et al., 

2018). For Nematostella verctensis, a studied model sea anemone, it was seen that 

the venom changes according to maturation of the organism. At egg stage, these 

anemones express only defensive toxins and at the very early stage of larvae, these 

animals are already capable of killing preys larger than themselves. Therefore, 

along with morphological changes, biochemical shifts are made and the toxin 

arsenal of these sea anemones is updated (COLUMBUS-SHENKAR et al., 2018; 

SURM & MORAN, 2021). 

The variations between toxin expression at the transcriptional level and 

protein level observed in this study, have also been reported previously for the sea 

anemones Stichodactyla haddoni and Oulactis sp. (MADIO et al., 2017; MITCHELL 

et al., 2020). In the current study, the adult individuals from A. veratra species used 

for the extraction of the venom were different from the ones used for building the 

transcriptome database. This, for sure, is a factor to be considered in the differences 

between putative toxins expressed and toxins found in the venom. Another factor 

that should be taken in consideration is that the venom collected by electro 

stimulation is from individuals kept at controlled conditions in the laboratory. 

Therefore, the toxin profile of this species might change according to the 

environment or stage of life. 
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Secreted Cysteine-Rich REpeat Peptides (SCREPS) found in A. veratra venom 

 

 The repetition of residues or domains within proteins is a relatively common 

event in nature, considered an evolutive strategy through the use of intragenic 

duplication or recombination. Between the advantages of repetition is the improved 

binding capacity of a protein and the consequent expansion of its cellular functions. 

As a selective advantage can be offered to the organism, the repetition might remain 

conserved in a population (ANDRADE; PEREZ-IRATXETA; PONTING, 2001). 

 The tandem repeat domains have been described in peptide toxins isolated 

from animal venoms (BOHLEN et al., 2010; VASSILEVSKI et al., 2010; 

CHASSAGNON et al., 2017). Recently categorised as SCREPs ‘Secreted Cysteine-

Rich REpeat Peptides’ by Maxwell et al. 2018, such toxins present an uncommon 

structural arrangement that can lead to a unique pharmacological response. 

Particularly, the majority of SCREPs execute a bivalent interaction and have as main 

targets ion channels and serine peptidases (MAXWELL et al., 2018). 

Along with the data analysis of the putative toxins sequences from A. veratra, 

it was noticed that SCREPs are present in 6 toxins families and in 2 types of new 

cysteine scaffolds (Scaf10 and Scaf13). The occurrence of such sequences with 

double, triple or more domains for the same toxin, was found in ShK, SCRiP, EGF-

like, Kunitz and Kazal families, coincidentally the same toxin groups – neurotoxins 

and serine peptidase inhibitors – abundant in the venom proteome. The most 

interesting part of this is that these putative toxins are not a frustrated attempt of 

nature towards enhancing its venom; these molecules are actually found at protein 

level by MS/MS and they are translated as double or triple repeat domain toxins. At 

table 1 is possible to notice the peptides identified in each one of the domains of 

SCREPs found, including peptides that represent a link between D1 and D2. 

Examples of such repeat domain toxins found at protein level are: 

aul_smart_333142|CDS1 (ShK-like); aul_smart_760423|CDS2 (SCRip); 

aul_smart_859108|CDS2 (Kunitz), aul_smart_955021|CDS2 (Kunitz -triple 

domain), aul_smart_886056|CDS2 (Kunitz); aul_smart_685108|CDS3 (EGF-like) 

and aul_smart_128724|CDS3 (Scaffold 10). 
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New cysteine scaffolds discovered in the venom of A. veratra  

 

A relatively recent work, published by MADIO et al., 2017, revealed that a 

well-studied sea anemone, Stichodactyla haddoni, had several new domain toxins 

discovered when its venom was revisited and looked under the light of 

transcriptomics and proteomics association. To be more precise, 12 new cysteine 

scaffolds of toxins were found in this specific venom (MADIO et al., 2017). This is 

just one of few studies that have shown the emerging new toxins present in cnidarian 

venoms (CASSOLI et al., 2013; BABENKO et al., 2017). 

In the present study, the elucidation of such variety of new toxins was 

possible due to the availability of the transcriptome database and MS/MS data. This 

approach allowed the identification of 18 new cysteine scaffolds of toxins not 

described before. These new toxins families correspond not only to a quarter of all 

toxins found in the venom, but also represent 30% of all putative-toxins found. The 

most striking observation from this is that a considerable part of these toxins 

presented sequence similarity to uncharacterized proteins from sea anemones taxid 

database, or no significant similarity at all with any previously described protein or 

peptide. The same happened for SCRIP and ICK toxins found in this study. This, of 

course, highlights the fact that some new toxins may pass unnoticed in analysis that 

consider only similarity as a main factor for classifying new molecules as toxins. 

 

5. CONCLUSIONS  

 

 The association of omics technologies used here allowed a holistic view over 

the venom of Aulactinia veratra, possibiliting the identification of 14 toxin families of 

sea anemones and revealing the existence of 18 new scaffolds of toxins, validated 

by proteomic level confirmation.  

A. veratra’s venom possess an interesting diversity of molecules, relying 

mainly on neurotoxins and serine peptidase inhibitors. This is clearly shown by the 

diversity of toxins that exhibit domains characteristic of ion channels modulators like 

ShK, β-defensins (Kv3 and Nav types); ICK; SCRiPs; EGF-like toxins; beyond kazal 

and kunitz type inhibitors. Some of the toxin’s families (metallopeptidases and 
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cytolysins type II and V) were exclusively found in the precipitated fraction of the 

venom. 

 The transcriptome data shows that a series of homologues are found for 

each type of toxin family, but not all of them were in the venom. The most abundant 

homologues were specially found for ShK, Kazal, Kunitz, CAP and Scaffold 10 

families. The analysis of A. veratra toxin-like transcripts shows that the toxin families 

ShK-like, SCRIP, EGF-like, Kunitz, Kazal, Scaffold 10, Scaffold 13 present repetition 

of domains. Such toxins, found at protein level and classified as SCREPs are 

translated as double or even triple domain repeats. The SCREPs toxins offer an 

interesting possibility for pharmacological properties investigation; specially ShK, 

SCRiP, EGF-like and Kunitz, as they might have a higher binding capacity to 

enzymes or voltage gated ion channels. 
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Supplementary material 1. General Venom proteome from A. veratra. The following table shows 

the classification of toxins based on the presence of conserved domains according to Blastp hit from 

‘Sea anemone Taxid (6103)’ from NCBI database. 
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Superfamily based on Conserved Domains (NCBI/InterPro) Transcript BLAST hit (Name/Species) E_value Per_Ident Accession Mol_Function

Adenylate_cyclase_associated aul_smart_61445|CDS2 adenylyl cyclase-associated protein 1-like isoform X1 [Actinia tenebrosa] 2E-98 80.81% XP_031559161.1 Binding

Adenylate_cyclase_associated aul_smart_724959|CDS2 adenylyl cyclase-associated protein 1-like [Actinia tenebrosa] 1.00E-33 75.68% XP_031555439.1 Binding

Annexin aul_smart_880196|CDS9 annexin A7-like [Actinia tenebrosa] 0 87.13% XP_031574768.1 Binding

CLECT_C-type_lectin_C-type_lectin-like-CTLD aul_smart_69509|CDS2 C-type mannose receptor 2-like [Actinia tenebrosa] 1.00E-65 44.22% XP_031563187.1 Binding

CLECT_C-type_lectin_C-type_lectin-like-CTLD aul_smart_130501|CDS2 perlucin-like protein [Actinia tenebrosa] 4.00E-79 65.84% XP_031571012.1 Binding

CLECT_C-type_lectin_C-type_lectin-like-CTLD aul_smart_895619|CDS1 C-type mannose receptor 2-like [Actinia tenebrosa] 2.00E-37 50.38% XP_031563187.1 Binding

C-type_lectin aul_smart_864663|CDS2 perlucin-like protein [Actinia tenebrosa] 2.00E-55 61.76% XP_031561983.1 Binding

C-type_lectin aul_smart_864761|CDS2 perlucin-like protein [Actinia tenebrosa] 2.00E-55 61.76% XP_031561983.1 Binding

C-type_lectin aul_smart_498792|CDS2 perlucin-like protein [Actinia tenebrosa] 2.00E-50 58.02% XP_031561983.1 Binding

C-type_lectin aul_smart_1006387|CDS1 perlucin-like protein [Actinia tenebrosa] 2.00E-36 58.33% XP_031561983.1 Binding

Efh aul_smart_904722|CDS2 CnidEF [Anthopleura artemisia] 4.00E-22 46.15% ABD16203.1 Binding

EF-hand aul_smart_93641|CDS1 EF-hand calcium-binding domain-containing protein 1-like [Actinia tenebrosa] 2.00E-57 65.19% XP_031572947.1 Binding

Ezrin_radixin_moesin_superfamily aul_smart_983651|CDS5 radixin-like [Actinia tenebrosa] 0 74.29% XP_031554104.1 Binding

FA58C aul_smart_463795|CDS1 uncharacterized protein LOC116291022 [Actinia tenebrosa] 1.00E-62 62.05% XP_031554005.1 Binding

Folate_receptor aul_smart_936223|CDS1 riboflavin-binding protein-like [Actinia tenebrosa] 2.00E-82 56.31% XP_031575470.1 Binding

Folate_receptor aul_smart_1074279|CDS1 riboflavin-binding protein-like [Actinia tenebrosa] 5.00E-83 55.83% XP_031575470.1 Binding

Folate_receptor aul_smart_255309|CDS1 riboflavin-binding protein-like [Actinia tenebrosa] 5.00E-78 53.57% XP_031575470.1 Binding

Folate_receptor aul_smart_775591|CDS1 riboflavin-binding protein-like [Actinia tenebrosa] 2.00E-65 64.58% XP_031563985.1 Binding

Folate_receptor aul_smart_936226|CDS1 riboflavin-binding protein-like [Actinia tenebrosa] 6.00E-77 52.91% XP_031575470.1 Binding

Folate_receptor aul_smart_832688|CDS2 riboflavin-binding protein-like [Actinia tenebrosa] 6.00E-83 54.07% XP_031575470.1 Binding

Folate_receptor aul_smart_135906|CDS2 riboflavin-binding protein-like [Actinia tenebrosa] 2.00E-82 56.52% XP_031575470.1 Binding

Gal_Lectin aul_smart_381427|CDS2 collectin-46 [Exaiptasia pallida] 2E-137 88.10% XP_020912057.1 Binding

Gal_Lectin aul_smart_344603|CDS1 complement C1q subcomponent subunit B-like isoform X1 [Actinia tenebrosa] 0 96.58% XP_031564242.1 Binding

Ig_superfamily aul_smart_956418|CDS3 fasciclin-2-like isoform X1 [Actinia tenebrosa] 0 61.48% XP_031567368.1 Binding

Ig_superfamily aul_smart_761275|CDS3 uncharacterized protein LOC116286621 [Actinia tenebrosa] 2.00E-15 44.44% XP_031549028.1 Binding

Laminin_G aul_smart_905601|CDS1 neuronal pentraxin-1-like [Actinia tenebrosa] 7.00E-74 56.04% XP_031566952.1 Binding

Laminin_G aul_smart_889815|CDS1 uncharacterized protein LOC116289442 [Actinia tenebrosa] 0 80.25% XP_031552244.1 Binding

LU_Ly-6_antigen-uPA_receptor aul_smart_606980|CDS1 lymphocyte antigen 6 complex locus protein G6d-like [Actinia tenebrosa] 5.00E-13 46.97% XP_031567565.1 Binding

MAM aul_smart_502751|CDS4 putative tyrosinase-like protein tyr-3 [Exaiptasia diaphana] 6.00E-30 45.45% XP_028518481.1 Binding

PhosphatidylEthanolamine_PEBP aul_smart_943810|CDS1 uncharacterized protein LOC116291200 [Actinia tenebrosa] 6.00E-66 58.38% XP_031554197.1 Binding

PhosphatidylEthanolamine_PEBP aul_smart_404904|CDS2 protein D2-like [Actinia tenebrosa] 1.00E-86 75.76% XP_031554151.1 Binding

PROF aul_smart_721914|CDS1 profilin [Exaiptasia diaphana] 5.00E-63 77.87% XP_020903662.1 Binding

Profilin aul_smart_67928|CDS3 profilin-like [Actinia tenebrosa] 6.00E-88 85.71% XP_031559793.1 Binding

PTZ00184 aul_smart_859621|CDS2 calmodulin isoform X2 [Nematostella vectensis] 4.00E-105 100.00% XP_001638581.1 Binding

PTZ00184 aul_smart_465228|CDS1 calmodulin-like [Actinia tenebrosa] 5.00E-79 71.43% XP_031564677.1 Binding

S1_like_superfamily-Cold-shock_DNA_binding aul_smart_557721|CDS2 protein lin-28 [Exaiptasia pallida] 4E-20 54.05% XP_020896672.1 Binding

SAC6 aul_smart_506039|CDS3 plastin-2-like [Actinia tenebrosa] 0 87.60% XP_031572293.1 Binding

Scavenger_receptor_Cys-rich aul_smart_466234|CDS2 LOW QUALITY PROTEIN: scavenger receptor cysteine-rich domain superfamily protein-like [Actinia tenebrosa]0 61.27% XP_031550216.1 Binding

Smc_superfamily aul_smart_42678|CDS6 major antigen-like [Actinia tenebrosa] 0 87.40% XP_031567644.1 Binding

SRPBCC aul_smart_895169|CDS3 FK506-binding protein 5-like [Actinia tenebrosa] 0 67.94% XP_031553808.1 Binding

TGFb_propeptide aul_smart_915247|CDS1 uncharacterized protein LOC116286705 [Actinia tenebrosa] 5.00E-33 44.79% XP_031549132.1 Binding

TSP1 aul_smart_859952|CDS1 coadhesin-like isoform X5 [Actinia tenebrosa] 1.00E-29 82.09% XP_031569447.1 Binding

vWD_superfamily aul_smart_187102|CDS1 mucin-2-like [Exaiptasia pallida] 7E-123 60.38% XP_020897325.1 Binding

vWFA_subfamily_ECM aul_smart_688615|CDS2 uncharacterized protein LOC116307005 [Actinia tenebrosa] 2.00E-46 67.77% XP_031573008.1 Binding

TSP1 aul_smart_877372|CDS1 hemicentin-1-like [Actinia tenebrosa] 0 67.26% XP_031571781.1 Binding

Three-EGF-domain aul_smart_86799|CDS3 fibropellin-1-like [Actinia tenebrosa] 2.00E-49 44.24% XP_031566184.1 Binding

TSP1 aul_smart_196320|CDS2 coadhesin-like [Actinia tenebrosa] 0 69.74% XP_031554933.1 Binding

Disintegrin_snake_EGF-like aul_smart_983271|CDS1 uncharacterized protein LOC5508728 isoform X2 [Nematostella vectensis] 0.94 43.33% XP_032233414.1 Binding

TSP1_vWF_typeA aul_smart_883941|CDS3 coadhesin-like [Actinia tenebrosa] 0 68.19% XP_031563116.1 Binding

Amino_oxidase aul_smart_947026|CDS1 L-amino-acid oxidase-like [Actinia tenebrosa] 0 68.15% XP_031558114.1 Enzyme

AmyAc_family aul_smart_24138|CDS4 uncharacterized protein LOC116290231 [Actinia tenebrosa] 0 89.10% XP_031553097.1 Enzyme

An_peroxidase aul_smart_935043|CDS1 peroxidasin homolog [Actinia tenebrosa] 0 65.02% XP_031551641.1 Enzyme

Animal_haem_peroxidase aul_smart_870010|CDS1 peroxidasin homolog [Actinia tenebrosa] 0 66.67% XP_031551641.1 Enzyme

Aspartate_aminotransferase aul_smart_954807|CDS4 Cubilin [Exaiptasia diaphana] 0 69.73% KXJ23981.1 Enzyme

CAP_ED aul_smart_691948|CDS4 cAMP-dependent protein kinase type II regulatory subunit [Exaiptasia diaphana] 2.00E-108 78.53% KXJ14771.1 Enzyme

Carbonic_anhydrase_alpha_superfamily aul_smart_204889|CDS2 carbonic anhydrase 2-like [Actinia tenebrosa] 5.00E-132 62.29% XP_031572154.1 Enzyme

Carbonic_anhydrase_alpha_superfamily aul_smart_99612|CDS1 carbonic anhydrase 2-like [Actinia tenebrosa] 6.00E-134 64.36% XP_031572154.1 Enzyme

Cu-Zn_Superoxide_Dismutase aul_smart_64708|CDS1 copper/zinc superoxide dismutase CuZnSODb [Anemonia viridis] 1.00E-88 94.08% AAN85727.2 Enzyme

Cyclophilin aul_smart_347155|CDS3 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase-like [Actinia tenebrosa] 5.00E-80 71.95% XP_031555456.1 Enzyme

Cyclophilin aul_smart_849571|CDS3 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase-like [Actinia tenebrosa] 2.00E-86 76.22% XP_031555456.1 Enzyme

EHN aul_smart_653215|CDS1 epoxide hydrolase 1-like [Actinia tenebrosa] 7.00E-98 76.92% XP_031572871.1 Enzyme

Flavoprotein aul_smart_570080|CDS3 phosphopantothenoylcysteine decarboxylase-like [Actinia tenebrosa] 2.00E-75 73.83% XP_031553514.1 Enzyme

Glutathione_peroxidase aul_smart_397961|CDS6 gluthatione peroxidase [Anemonia viridis] 3.00E-82 66.10% AOW71504.1 Enzyme

Glutathione_S_transferase aul_smart_541217|CDS6 failed axon connections homolog [Actinia tenebrosa] 0 90.42% XP_031556073.1 Enzyme

Gluzincin aul_smart_963082|CDS3 predicted protein [Nematostella vectensis] 4.6 62.50% EDO29841.1 Enzyme

Gluzincin aul_smart_842869|CDS2 endothelin-converting enzyme 1-like [Actinia tenebrosa] 2.00E-171 48.76% XP_031556633.1 Enzyme

Glyco_hydro aul_smart_849253|CDS2 uncharacterized protein LOC116287299 [Actinia tenebrosa] 7.00E-162 63.17% XP_031549826.1 Enzyme

Glyco_tranf_GTA_type aul_smart_839456|CDS3 predicted protein [Nematostella vectensis] 3.1 25.74% EDO40882.1 Enzyme

Lysozyme_like aul_smart_760219|CDS3 lysozyme-like [Actinia tenebrosa] 4.00E-68 71.64% XP_031553937.1 Enzyme

MDH_cytoplasmic_cytosolic aul_smart_795760|CDS4 malate dehydrogenase, cytoplasmic-like [Actinia tenebrosa] 2.00E-168 90.61% XP_031551010.1 Enzyme

NHL_Cu2_monooxygen aul_smart_915608|CDS1 peptidyl-glycine alpha-amidating monooxygenase B-like isoform X3 [Actinia tenebrosa] 0 78.21% XP_031553480.1 Enzyme

Pancreat_lipase_like aul_smart_870137|CDS1 inactive pancreatic lipase-related protein 1-like [Actinia tenebrosa] 0 71.84% XP_031553932.1 Enzyme

Peptidase_M17 aul_smart_945427|CDS2 putative aminopeptidase W07G4.4 [Actinia tenebrosa] 0 88.13% XP_031567573.1 Enzyme

Phosphoenolpyruvate_carboxykinase_PEPCK aul_smart_254731|CDS2 phosphoenolpyruvate carboxykinase, cytosolic [GTP]-like isoform X1 [Actinia tenebrosa] 0 87.46% XP_031568381.1 Enzyme

PLN00052_prolyl-4-hydroxylase aul_smart_721825|CDS1 putative tyrosinase-like protein tyr-3 [Exaiptasia diaphana] 6.00E-13 39.47% KXJ20687.1 Enzyme

PLN00052_prolyl-4-hydroxylase aul_smart_560524|CDS2 putative tyrosinase-like protein tyr-3 [Exaiptasia diaphana] 2.00E-08 40.32% KXJ20687.1 Enzyme

PLN00052_prolyl-4-hydroxylase aul_smart_45485|CDS2 uncharacterized protein LOC5502283 isoform X1 [Nematostella vectensis] 1.00E-19 44.14% XP_032226437.1 Enzyme

PLN00052_prolyl-4-hydroxylase aul_smart_932039|CDS1 putative tyrosinase-like protein tyr-3 [Actinia tenebrosa] 2E-12 70.00% XP_031558727.1 Enzyme

PLN02272 aul_smart_917614|CDS2 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-like [Actinia tenebrosa] 0 93.73% XP_031564793.1 Enzyme

PLN02337 aul_smart_358191|CDS2 arachidonate 5-lipoxygenase-like [Actinia tenebrosa] 0 65.54% XP_031570634.1 Enzyme

PLN02337_enzyme aul_smart_875107|CDS3 uncharacterized protein LOC116308077 [Actinia tenebrosa] 0 70.79% XP_031574298.1 Enzyme

PLN02338 aul_smart_12409|CDS1 uncharacterized protein LOC116308077 [Actinia tenebrosa] 0 61.21% XP_031574298.1 Enzyme

PLN02338 aul_smart_875112|CDS3 uncharacterized protein LOC116308077 [Actinia tenebrosa] 0 73.58% XP_031574298.1 Enzyme

PLN02339 aul_smart_20834|CDS2 arachidonate 5-lipoxygenase-like [Actinia tenebrosa] 0 62.10% XP_031570634.1 Enzyme

PRK05901 aul_smart_606211|CDS1 uncharacterized protein LOC116617359 [Nematostella vectensis] 3.00E-49 78.23% XP_032235896.1 Enzyme

Rib_hydrolase aul_smart_881546|CDS3 ADP-ribosyl cyclase/cyclic ADP-ribose hydrolase-like [Actinia tenebrosa] 6.00E-118 61.94% XP_031554780.1 Enzyme

Thioredoxin_like aul_smart_361479|CDS2 SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein 3 [Actinia tenebrosa] 8.00E-41 66.32% XP_031568530.1 Enzyme

Thioredoxin_like aul_smart_864445|CDS5 SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein 3 [Actinia tenebrosa] 2E-37 81.91% XP_031568536.1 Enzyme

TIM-triose_phosphate_isomerase aul_smart_141564|CDS2 uncharacterized protein LOC116306116 [Actinia tenebrosa] 0 81.00% XP_031572021.1 Enzyme

TIM-triose_phosphate_isomerase aul_smart_869899|CDS2 fructose-bisphosphate aldolase A-like [Actinia tenebrosa] 0 93.31% XP_031551456.1 Enzyme

Tyrosinase aul_smart_948168|CDS4 uncharacterized protein LOC116305035 [Actinia tenebrosa] 0 62.84% XP_031570716.1 Enzyme

Tyrosinase aul_smart_828873|CDS2 uncharacterized protein LOC116297103 [Actinia tenebrosa] 0 78.68% XP_031561123.1 Enzyme

Metallopeptidase aul_smart_529157|CDS2 zinc metalloproteinase nas-13-like [Actinia tenebrosa] 0 74.82% XP_031557474.1 Enzyme

Metallopeptidase aul_smart_459329|CDS3 uncharacterized protein LOC116297953 [Actinia tenebrosa] 0 59.72% XP_031562135.1 Enzyme

S1 aul_smart_73591|CDS2 chymotrypsinogen B-like isoform X1 [Actinia tenebrosa] 0.047 31.76% XP_031550563.1 Enzyme

S1 aul_smart_846509|CDS1 transmembrane protease serine 2-like [Actinia tenebrosa] 0 76.62% XP_031552036.1 Enzyme

TSP1_LU_superfamily aul_smart_876585|CDS4 A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs adt-2-like [Actinia tenebrosa]2.00E-81 50.83% XP_031549934.1 Enzyme

Alpha_amylase_inhibitor aul_smart_896615|CDS1 RecName: Full=Alpha-amylase inhibitor magnificamide [Heteractis magnifica] 2.00E-15 70.73% C0HK71.1 Inhibitor

Cystatin-like_domain aul_smart_90038|CDS1 cystatin-like [Actinia tenebrosa] 6.00E-45 52.76% XP_031563705.1 Inhibitor

Thyroglobulin_superfamily aul_smart_452043|CDS2 equistatin [Actinia tenebrosa] 3E-13 44.12% XP_031562748.1 Inhibitor

TY_superfamily aul_smart_690582|CDS3 uncharacterized protein LOC110232652 isoform X2 [Exaiptasia diaphana] 1.00E-13 52.17% XP_028512983.1 Inhibitor

TY_superfamily aul_smart_429408|CDS2 Equistatin [Exaiptasia diaphana] 8.00E-15 52.17% KXJ18222.1 Inhibitor

TY_superfamily aul_smart_767063|CDS3 Equistatin [Exaiptasia diaphana] 3.00E-13 50.72% KXJ18222.1 Inhibitor
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ASC_superfamily aul_smart_821180|CDS1 uncharacterized protein LOC5519438 isoform X1 [Nematostella vectensis] 1.00E-04 38.89% XP_032220228.1 Ion_transport

ASC_superfamily aul_smart_895970|CDS1 uncharacterized protein LOC116307851 [Actinia tenebrosa] 0 85.36% XP_031574028.1 Ion_transport

Association_with_the_SNF1_complex_ASC aul_smart_898516|CDS1 predicted protein [Nematostella vectensis] 10 53.33% EDO30894.1 Ion_transport

ATPase-IIB_Ca aul_smart_898618|CDS1 plasma membrane calcium-transporting ATPase 4 [Exaiptasia diaphana] 6.00E-05 36.96% XP_020905291.1 Ion_transport

Cation_Antiporter_Caca aul_smart_859963|CDS3 uncharacterized protein LOC116303960 [Actinia tenebrosa] 0 54.11% XP_031569460.1 Ion_transport

Cation_Antiporter_Caca aul_smart_859956|CDS4 uncharacterized protein LOC116303960 [Actinia tenebrosa] 0 62.25% XP_031569460.1 Ion_transport

Heavy-metal-associated_domain-HMA aul_smart_851545|CDS2 metal homeostasis factor ATX1-like [Actinia tenebrosa] 1.00E-40 87.14% XP_031575119.1 Ion_transport

green_fluorescent_protein aul_smart_532699|CDS2 blue chromoprotein aeCP597 [Actinia equina] 5E-129 71.12% ABA41382.1 Phosphoprotein

 P-loop-NTPase aul_smart_805701|CDS5 cell division control protein 42 homolog [Exaiptasia diaphana] 1.00E-71 87.39% XP_020916996.1 Regulatory

14-3-3_superfamily aul_smart_933939|CDS2 14-3-3-like protein 2 [Actinia tenebrosa] 2.00E-141 78.49% XP_031566012.1 Regulatory

ADF_gelsolin aul_smart_260161|CDS2 gelsolin-like protein 1 [Actinia tenebrosa] 0 90.49% XP_031564935.1 Regulatory

ADF_gelsolin aul_smart_336905|CDS3 gelsolin-like protein 1 [Actinia tenebrosa] 0 87.57% XP_031564933.1 Regulatory

ADF_gelsolin aul_smart_883910|CDS2 gelsolin-like protein 1 isoform X1 [Actinia tenebrosa] 0 88.89% XP_031564936.1 Regulatory

ADF_gelsolin aul_smart_925384|CDS3 cofilin-like [Actinia tenebrosa] 5.00E-38 48.41% XP_031566064.1 Regulatory

ADF_gelsolin aul_smart_186558|CDS2 gelsolin-like protein 1 [Actinia tenebrosa] 0 87.57% XP_031564933.1 Regulatory

CysPc aul_smart_524311|CDS2 calpain-B-like isoform X1 [Actinia tenebrosa] 0 84.95% XP_031555932.1 Regulatory

EF-hand aul_smart_523175|CDS1 aequorin-1-like [Actinia tenebrosa] 1.00E-67 48.91% XP_031565692.1 Regulatory

EF-hand aul_smart_523175|CDS1 aequorin-1-like [Actinia tenebrosa] 1.00E-67 48.91% XP_031565692.1 Regulatory

EF-hand aul_smart_306821|CDS1 uncharacterized protein LOC110244290 [Exaiptasia pallida] 3.00E-13 33.33% XP_020906153.1 Regulatory

EF-hand aul_smart_505264|CDS1 CnidEF [Anthopleura elegantissima] 2E-34 46.10% ABD16201.1 Regulatory

Ependymin aul_smart_851787|CDS2 uncharacterized protein LOC116306046 [Actinia tenebrosa] 1.00E-78 66.27% XP_031571939.1 Regulatory

FHA aul_smart_774489|CDS3 proliferation marker protein Ki-67 [Nematostella vectensis] 9.2 43.48% XP_001628947.2 Regulatory

PRP40_superfamily_WW_domain aul_smart_860116|CDS2 transcription elongation regulator 1-like [Actinia tenebrosa] 0.62 50.00% XP_031574967.1 Regulatory

PTZ00141 aul_smart_900807|CDS1 elongation factor 1-alpha-like [Actinia tenebrosa] 0 93.42% XP_031557559.1 Regulatory

SAM_superfamily aul_smart_917514|CDS2 polyhomeotic-like protein 2 [Actinia tenebrosa] 2.00E-61 91.58% XP_031564435.1 Regulatory

Tetraspanin aul_smart_392030|CDS2 CD151 antigen isoform X1 [Exaiptasia diaphana] 9.00E-130 83.54% XP_020913364.1 Regulatory

Trefoil aul_smart_798779|CDS2 trefoil factor 2 [Exaiptasia diaphana] 9.00E-18 46.88% XP_020915722.1 Regulatory

Trefoil aul_smart_349365|CDS1 integumentary mucin C.1-like [Actinia tenebrosa] 2.00E-55 48.65% XP_031563222.1 Regulatory

Trefoil aul_smart_860933|CDS3 trefoil factor 2 [Exaiptasia diaphana] 6.00E-18 46.88% XP_020915722.1 Regulatory

Trefoil aul_smart_855409|CDS2 integumentary mucin C.1-like [Actinia tenebrosa] 1.00E-54 47.57% XP_031563222.1 Regulatory

Trypan_PARP aul_smart_921580|CDS2 mucin-2 [Nematostella vectensis] 0.004 33.93% XP_032230364.1 Regulatory

TSP1_vWF_typeA aul_smart_153792|CDS2 hemicentin-1-like [Actinia tenebrosa] 0 73.68% XP_031561318.1 Regulatory

TSP1_vWF_typeA aul_smart_406926|CDS2 hemicentin-1-like [Actinia tenebrosa] 0 74.08% XP_031561318.1 Regulatory

TSP1_vWF_typeA aul_smart_481987|CDS2 hemicentin-1-like [Actinia tenebrosa] 9.00E-132 65.84% XP_031561318.1 Regulatory

TSP1_vWF_typeA aul_smart_97400|CDS2 hemicentin-1-like [Actinia tenebrosa] 1.00E-89 53.71% XP_031561318.1 Regulatory

Ubiquitin_like_fold aul_smart_77569|CDS1 ubiquitin-60S ribosomal protein L40 [Actinia tenebrosa] 2.00E-91 99.22% XP_031566518.1 Regulatory

Ubiquitin_like_fold aul_smart_881675|CDS3 ubiquitin [Nematostella vectensis] 1.00E-40 98.44% XP_001623355.1 Regulatory

vWC_superfamily aul_smart_56293|CDS1 uncharacterized protein LOC116287167 [Actinia tenebrosa] 9.00E-126 59.02% XP_031549669.1 Regulatory

vWF_typeD aul_smart_346632|CDS2 mucin-5AC-like [Actinia tenebrosa] 0 81.93% XP_031556696.1 Regulatory

COLFI aul_smart_892174|CDS2 uncharacterized protein LOC116301896 [Actinia tenebrosa] 9.00E-128 75.85% XP_031566923.1 Structural

COLFI aul_smart_963107|CDS1 uncharacterized protein LOC116301896 [Actinia tenebrosa] 2.00E-150 73.17% XP_031566923.1 Structural

COLFI aul_smart_963106|CDS1 uncharacterized protein LOC116301896 [Actinia tenebrosa] 2.00E-105 74.11% XP_031566923.1 Structural

Collagen aul_smart_471858|CDS1 collagen triple helix repeat-containing protein 1 [Exaiptasia diaphana] 8.00E-07 34.71% XP_020897757.1 Structural

Collagen aul_smart_988849|CDS1 collagen triple helix repeat-containing protein 1 [Nematostella vectensis] 1.00E-12 37.06% XP_001628048.2 Structural

Collagen aul_smart_857972|CDS3 collagen triple helix repeat-containing protein 1-like [Actinia tenebrosa] 4.00E-32 83.33% XP_031574730.1 Structural

Fibronectin _type 3-Immunoglobulin_superfamily aul_smart_90307|CDS1 fibronectin type III domain-containing protein-like [Actinia tenebrosa] 0 71.88% XP_031548961.1 Structural

Galaxin aul_smart_876177|CDS2 uncharacterized protein LOC116617139 isoform X1 [Nematostella vectensis] 0 51.69% XP_032235427.1 Structural

Galaxin aul_smart_846024|CDS2 uncharacterized protein LOC116610131 isoform X3 [Nematostella vectensis] 4.00E-115 38.50% XP_032226720.1 Structural

H2B aul_smart_99283|CDS2 late histone H2B.L4 [Actinia tenebrosa] 4.00E-77 93.55% XP_031558499.1 Structural

H4 aul_smart_970440|CDS3 histone H3 [Nematostella vectensis] 3.00E-96 100.00% XP_001618211.1 Structural

Myosin_tail_1_superfamily aul_smart_26019|CDS4 myosin-10-like [Actinia tenebrosa] 0 93.74% XP_031573966.1 Structural

MYSc_class_II aul_smart_544318|CDS3 myosin heavy chain, striated muscle-like isoform X1 [Actinia tenebrosa] 0 92.51% XP_031564040.1 Structural

NBD_sugar-kinase_HSP70_actin aul_smart_978806|CDS4 actin, cytoplasmic-like [Actinia tenebrosa] 0 98.93% XP_031566947.1 Structural

NBD_sugar-kinase_HSP70_actin aul_smart_858216|CDS2 actin, cytoplasmic-like [Actinia tenebrosa] 0 98.66% XP_031566947.1 Structural

NBD_sugar-kinase_HSP70_actin aul_smart_997212|CDS3 uncharacterized protein LOC116302627 [Actinia tenebrosa] 4.8 30.61% XP_031567825.1 Structural

Nucleotide-Binding-Domain-of-the-sugar kinase_HSP70_actinaul_smart_471251|CDS2 actin, cytoplasmic [Exaiptasia diaphana] 0 99.20% XP_020916414.1 Structural

Nucleotide-Binding-Domain-of-the-sugar kinase_HSP70_actinaul_smart_902471|CDS3 actin, cytoplasmic [Exaiptasia diaphana] 0 98.94% XP_020916414.1 Structural

PHA03247 aul_smart_656660|CDS11 uncharacterized protein LOC116295118 isoform X2 [Actinia tenebrosa] 1.5 28.57% XP_031558715.1 Structural

PLN00035 aul_smart_941195|CDS2 histone H4 [Nematostella vectensis] 7.00E-68 100.00% XP_001618258.1 Structural

PLN00220 aul_smart_982608|CDS3 tubulin beta-4B chain [Exaiptasia diaphana] 0 99.33% XP_020913509.1 Structural

PTZ00017 aul_smart_967346|CDS1 histone H2A [Exaiptasia pallida] 1E-85 99.20% XP_020899546.1 Structural

PTZ00335 aul_smart_191481|CDS2 tubulin alpha-1A chain [Nematostella vectensis] 0 99.49% XP_001630130.1 Structural

PTZ00335 aul_smart_991528|CDS4 tubulin alpha-1A chain [Nematostella vectensis] 0 97.56% XP_032237826.1 Structural

PTZ00335 aul_smart_796551|CDS4 tubulin alpha-1 chain [Exaiptasia diaphana] 2.00E-09 90.91% XP_028513327.1 Structural

SCP1_superfamily aul_smart_863628|CDS2 muscle-specific protein 20-like [Actinia tenebrosa] 2.00E-126 87.18% XP_031553101.1 Structural

SCP1_superfamily aul_smart_291280|CDS1 muscle-specific protein 20-like [Actinia tenebrosa] 1.00E-105 77.44% XP_031553101.1 Structural

Spectrin aul_smart_848020|CDS1 spectrin beta chain-like isoform X1 [Actinia tenebrosa] 0 68.38% XP_031552903.1 Structural

Spectrin aul_smart_834420|CDS1 spectrin alpha chain, non-erythrocytic 1-like [Actinia tenebrosa] 0 68.44% XP_031574403.1 Structural

Tetraspanin aul_smart_802573|CDS3 CD63 antigen-like [Actinia tenebrosa] 1.00E-121 78.41% XP_031567640.1 Structural

Thymosin_superfamily aul_smart_425045|CDS2 microtubule-associated protein futsch-like [Actinia tenebrosa] 0 84.01% XP_031563437.1 Structural

Tropomyosin aul_smart_893565|CDS1 tropomyosin-like [Actinia tenebrosa] 2.00E-126 93.80% XP_031569061.1 Structural

Vitelline_membrane_outer_layer_protein-I-VMO-I aul_smart_287776|CDS1 vitelline membrane outer layer protein 1 homolog isoform X2 [Actinia tenebrosa] 2.00E-56 46.77% XP_031555991.1 Structural

Vitelline_membrane_outer_layer_protein-I-VMO-I aul_smart_89210|CDS4 vitelline membrane outer layer protein 1 homolog isoform X2 [Actinia tenebrosa] 3.00E-57 47.26% XP_031555991.1 Structural

vWA_collagen aul_smart_858141|CDS1 uncharacterized protein LOC5519642 [Nematostella vectensis] 3.00E-176 39.12% XP_032220340.1 Structural

vWF_typeA aul_smart_414493|CDS4 collagen alpha-1(XII) chain-like [Actinia tenebrosa] 4.00E-117 69.20% XP_031565266.1 Structural

vWF_typeA aul_smart_97388|CDS1 vegetative cell wall protein gp1-like [Exaiptasia diaphana] 9.00E-80 52.42% XP_028515505.1 Structural

vWF_typeA aul_smart_877638|CDS5 collagen alpha-1(XII) chain-like [Actinia tenebrosa] 2.00E-163 72.78% XP_031565266.1 Structural

vWF_typeA aul_smart_982045|CDS1 uncharacterized protein LOC116289889 [Actinia tenebrosa] 2E-155 59.37% XP_031552692.1 Structural

vWF_typeA aul_smart_801124|CDS2 ZP domain-containing protein-like [Actinia tenebrosa] 8E-38 67.02% XP_031557419.1 Structural

vWF_typeA aul_smart_879849|CDS1 putative uncharacterized protein DDB_G0290521 [Actinia tenebrosa] 2.00E-119 58.12% XP_031574008.1 Structural

Zona_pellucida aul_smart_524456|CDS4 ZP domain-containing protein-like [Actinia tenebrosa] 0 77.61% XP_031548860.1 Structural

Zona_pellucida aul_smart_989823|CDS2 ZP domain-containing protein-like [Actinia tenebrosa] 8E-38 67.02% XP_031566714.1 Structural

Zona_pellucida aul_smart_990043|CDS2 ZP domain-containing protein-like isoform X1 [Actinia tenebrosa] 0 67.86% XP_031566719.1 Structural

Actinoporins aul_smart_512597|CDS1 RecName: Full=DELTA-actitoxin-Aas1a; Short=DELTA-AITX-Aas1a; AltName: Full=Bandaporin; Short=Cytolysin bp-1; Flags: Precursor [Anthopleura asiatica]7.00E-61 74.78% C5NSL2.1 Toxin

Actinoporins aul_smart_893955|CDS2 actinoporin [Heteractis crispa] 1.00E-08 47.46% APQ32106.1 Toxin

B-defensin-like aul_smart_802345|CDS9 Delta-actitoxin-Ave sodium channel inhibitory toxin [Aulactinia veratra] 2.00E-52 84.69% ATY39984.1 Toxin

B-defensin-like_Kv3 aul_smart_270533|CDS2 type III potassium channel toxin protein [Anemonia sulcata] 1E-20 52.56% ALL34533.1 Toxin

B-defensin-like_Kv3 aul_smart_870725|CDS2 type III potassium channel toxin protein [Anemonia sulcata] 1.00E-17 50.00% ALL34555.1 Toxin

B-defensin-like_Kv3 aul_smart_904166|CDS1 type III potassium channel toxin protein [Anemonia sulcata] 3.00E-32 67.57% ALL34555.1 Toxin

B-defensin-like_Kv3 aul_smart_914904|CDS2 type III potassium channel toxin protein [Anemonia sulcata] 9.00E-18 50.00% ALL34555.1 Toxin

B-defensin-like_Kv3 aul_smart_846342|CDS2 type III potassium channel toxin protein [Anemonia sulcata] 6.00E-33 65.43% ALL34531.1 Toxin

B-defensin-like_Kv3 aul_smart_420607|CDS1 type III potassium channel toxin protein [Anemonia sulcata] 1.00E-15 49.35% ALL34550.1 Toxin

CAP aul_smart_860615|CDS2 uncharacterized protein LOC116288443 [Actinia tenebrosa] 5.00E-61 44.98% XP_031551091.1 Toxin

CAP aul_smart_464302|CDS2 ectin-like [Actinia tenebrosa] 1.00E-72 70.42% XP_031569962.1 Toxin

CAP aul_smart_414628|CDS1 ectin-like [Actinia tenebrosa] 9.00E-91 72.29% XP_031569962.1 Toxin

CAP_ShK aul_smart_68364|CDS1 uncharacterized protein LOC116288443 [Actinia tenebrosa] 1.00E-91 58.75% XP_031551091.1 Toxin
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Endonuclease aul_smart_878853|CDS1 uncharacterized protein LOC116298347 [Actinia tenebrosa] 3.00E-102 52.36% XP_031562623.1 Toxin

Endonuclease aul_smart_249271|CDS1 uncharacterized protein LOC116298347 [Actinia tenebrosa] 4.00E-79 54.05% XP_031562623.1 Toxin

Endonuclease aul_smart_878854|CDS1 uncharacterized protein LOC116298347 [Actinia tenebrosa] 7.00E-101 51.69% XP_031562623.1 Toxin

ICK aul_smart_887805|CDS26 RecName: Full=Predicted protein NvePTx1; Flags: Precursor [Nematostella vectensis] 0.0002 31.51% A7RMN1.2 Toxin

Kazal aul_smart_426451|CDS2 RecName: Full=PI-actitoxin-Avd5a; Short=PI-AITX-Avd5a; AltName: Full=Non-classical Kazal-type elastase inhibitor [Anemonia sulcata]4E-11 52.17% P16895.1 Toxin

Kazal aul_smart_1046916|CDS2 RecName: Full=PI-actitoxin-Avd5a; Short=PI-AITX-Avd5a; AltName: Full=Non-classical Kazal-type elastase inhibitor [Anemonia sulcata]2E-20 73.91% P16895.1 Toxin

Kazal aul_smart_876517|CDS28 uncharacterized protein LOC110241796 [Exaiptasia pallida] 0.00000005 46.67% XP_020903357.2 Toxin

Kazal aul_smart_877428|CDS1 RecName: Full=PI-actitoxin-Avd5a; Short=PI-AITX-Avd5a; AltName: Full=Non-classical Kazal-type elastase inhibitor [Anemonia sulcata]5.00E-11 52.17% P16895.1 Toxin

Kazal aul_smart_427605|CDS2 predicted protein [Nematostella vectensis] 2.00E-11 36.25% EDO42282.1 Toxin

Kazal aul_smart_280649|CDS1 uncharacterized protein LOC110241796 [Exaiptasia diaphana] 1.00E-08 38.98% XP_020903357.2 Toxin

Kazal aul_smart_687983|CDS3 RecName: Full=PI-actitoxin-Avd5a; Short=PI-AITX-Avd5a; AltName: Full=Non-classical Kazal-type elastase inhibitor [Anemonia sulcata]2.00E-09 53.49% P16895.1 Toxin

Kazal aul_smart_813067|CDS1 RecName: Full=PI-actitoxin-Avd5a; Short=PI-AITX-Avd5a; AltName: Full=Non-classical Kazal-type elastase inhibitor [Anemonia sulcata]9.00E-18 67.39% P16895.1 Toxin

Kunitz aul_smart_859108|CDS2 kappaPI-actitoxin-Avd3e-like [Actinia tenebrosa] 1.00E-68 69.34% XP_031558603.1 Toxin

Kunitz aul_smart_955021|CDS2 carboxypeptidase inhibitor SmCI-like [Exaiptasia diaphana] 7.00E-49 40.27% XP_020904664.1 Toxin

Kunitz aul_smart_886056|CDS2 BPTI/Kunitz domain-containing protein-like [Actinia tenebrosa] 5.00E-38 46.04% XP_031567285.1 Toxin

Kunitz aul_smart_859005|CDS1 BPTI/Kunitz domain-containing protein-like [Actinia tenebrosa] 3.00E-33 69.62% XP_031567285.1 Toxin

Kunitz aul_smart_856786|CDS3 PI-actitoxin-Aeq3a-like [Actinia tenebrosa] 1.00E-41 78.67% XP_031550082.1 Toxin

Kunitz_venoKv2 aul_smart_684611|CDS2 RecName: Full=KappaPI-stichotoxin-Shd2a; Short=KappaPI-SHTX-Shd2a; AltName: Full=Kunitz-type protease inhibitor and potassium channel toxin SHTX III; AltName: Full=Kunitz-type protease inhibitor and potassium channel toxin SHTX-3; Flags: Precursor [Stichodactyla haddoni]1.00E-25 63.08% B1B5I8.1 Toxin

MACPF aul_smart_884261|CDS11 uncharacterized protein LOC116292765 [Actinia tenebrosa] 0 65.72% XP_031555977.1 Toxin

MACPF aul_smart_487417|CDS2 uncharacterized protein LOC116292765 [Actinia tenebrosa] 0 70.42% XP_031555977.1 Toxin

S1 aul_smart_839293|CDS2 chymotrypsinogen A-like [Actinia tenebrosa] 6.00E-125 64.15% XP_031568088.1 Toxin

SCRIPs aul_smart_34921|CDS3 No_significant_similarity_found 0 0 0 Toxin

SCRIPs aul_smart_760423|CDS2 small cysteine-rich protein 2-like [Actinia tenebrosa] 2.00E-08 41.75% XP_031553817.1 Toxin

Shk aul_smart_333142|CDS1 uncharacterized protein LOC116305581 [Actinia tenebrosa] 1.00E-67 67.53% XP_031571380.1 Toxin

ShK aul_smart_206650|CDS2 RecName: Full=U-actitoxin-Oulsp2; Short=U-AITX-Oulsp2; AltName: Full=OspTx2b; Flags: Precursor [Oulactis sp. MM-2018]9.00E-24 52.44% A0A330KUG5.1 Toxin

ShK aul_smart_802442|CDS2 RecName: Full=U-actitoxin-Oulsp2; Short=U-AITX-Oulsp2; AltName: Full=OspTx2b; Flags: Precursor [Oulactis sp. MM-2018]1.00E-22 51.85% A0A330KUG5.1 Toxin

ShK aul_smart_596170|CDS2 RecName: Full=U-actitoxin-Oulsp2; Short=U-AITX-Oulsp2; AltName: Full=OspTx2b; Flags: Precursor [Oulactis sp. MM-2018]4.00E-19 75.00% A0A330KUG5.1 Toxin

ShK aul_smart_677929|CDS2 RecName: Full=Kappa-actitoxin-Aer3a; Short=Kappa-AITX-Aer3a; AltName: Full=AnerK; AltName: Full=Potassium channel toxin AETX K; Flags: Precursor [Anemonia erythraea]2.00E-10 70.59% Q0EAE5.1 Toxin

ShK aul_smart_456681|CDS1 U-actitoxin-Avd11a-like [Actinia tenebrosa] 3.00E-27 52.00% XP_031557495.1 Toxin

ShK aul_smart_560713|CDS3 RecName: Full=U-actitoxin-Oulsp2; Short=U-AITX-Oulsp2; AltName: Full=OspTx2b; Flags: Precursor [Oulactis sp. MM-2018]2.00E-19 75.00% A0A330KUG5.1 Toxin

ShK aul_smart_540526|CDS2 RecName: Full=Kappa-stichotoxin-Hmg1a; Short=Kappa-SHTX-Hmg1a; AltName: Full=Potassium channel toxin HmK; Flags: Precursor [Heteractis magnifica]2.00E-11 48.00% O16846.2 Toxin

Single-EGF-domain aul_smart_685108|CDS3 RecName: Full=OMEGA-stichotoxin-Shd4a; Short=OMEGA-SHTX-Shd4a; AltName: Full=EGF-like peptide SHTX V; AltName: Full=SHTX-5; Flags: Precursor [Stichodactyla haddoni]2.00E-27 64.37% B1B5J0.1 Toxin

Single-EGF-domain aul_smart_997952|CDS1 RecName: Full=OMEGA-stichotoxin-Shd4a; Short=OMEGA-SHTX-Shd4a; AltName: Full=EGF-like peptide SHTX V; AltName: Full=SHTX-5; Flags: Precursor [Stichodactyla haddoni]1.00E-23 60.24% B1B5J0.1 Toxin

Single-EGF-domain aul_smart_835448|CDS1 RecName: Full=U-actitoxin-Avd12a; Short=U-AITX-Avd12a; AltName: Full=Gigantoxin-4; Short=Gigt 4; Flags: Precursor [Anemonia viridis]4.00E-09 37.88% P0DMY9.1 Toxin

WSC aul_smart_1033576|CDS2 uncharacterized protein LOC116305510 [Actinia tenebrosa] 5.00E-111 61.15% XP_031571305.1 Toxin

WSC aul_smart_879959|CDS2 uncharacterized protein LOC116305510 [Actinia tenebrosa] 5.00E-113 56.94% XP_031571305.1 Toxin

WSC aul_smart_879960|CDS2 uncharacterized protein LOC116305510 [Actinia tenebrosa] 1.00E-110 55.56% XP_031571305.1 Toxin

WSC aul_smart_879937|CDS4 uncharacterized protein LOC116305510 [Actinia tenebrosa] 8.00E-110 54.86% XP_031571305.1 Toxin

WSC aul_smart_6042|CDS2 uncharacterized protein LOC116305510 [Actinia tenebrosa] 3.00E-118 59.09% XP_031571305.1 Toxin

WSC aul_smart_186432|CDS2 uncharacterized protein LOC116308716 [Actinia tenebrosa] 5E-166 0.7432 XP_031575055.1 Toxin

WSC aul_smart_761274|CDS2 uncharacterized protein LOC116305510 [Actinia tenebrosa] 2.00E-32 51.35% XP_031571305.1 Toxin

WSC aul_smart_879797|CDS2 uncharacterized protein LOC116305510 [Actinia tenebrosa] 8.00E-110 56.21% XP_031571305.1 Toxin

WSC aul_smart_143517|CDS1 uncharacterized protein LOC116305510 [Actinia tenebrosa] 1.00E-83 69.36% XP_031571305.1 Toxin

WSC aul_smart_521871|CDS3 Pancreatic secretory granule membrane major glycoprotein GP2 [Exaiptasia diaphana] 3.00E-52 43.64% KXJ29524.1 Toxin

WSC aul_smart_985047|CDS3 uncharacterized protein LOC116288606 [Actinia tenebrosa] 0 65.60% XP_031551276.1 Toxin

Metallopeptidase_Gluzincin_M13domain aul_smart_939847|CDS2 endothelin-converting enzyme 1-like [Actinia tenebrosa] 5.00E-134 49.40% XP_031564967.1 Toxin

Metallopeptidase_Gluzincin_M13domain aul_smart_939848|CDS1 endothelin-converting enzyme 1-like [Actinia tenebrosa] 2.00E-62 47.66% XP_031563523.1 Toxin

Metallopeptidase_Gluzincin_M13domain aul_smart_939726|CDS1 endothelin-converting enzyme 1-like [Actinia tenebrosa] 6.00E-86 58.65% XP_031563523.1 Toxin

not_predicted aul_smart_1012536|CDS1 No_significant_similarity_found Unknown

not_predicted aul_smart_927781|CDS1 No_significant_similarity_found 0 0 0 Unknown

not_predicted aul_smart_34342|CDS1 No_significant_similarity_found 0 0 0 Unknown

not_predicted aul_smart_312129|CDS6 No_significant_similarity_found 0 0 0 Unknown

not_predicted aul_smart_828408|CDS2 uncharacterized protein LOC116604574 [Nematostella vectensis] 0.008 33.87% XP_032223012.1 Unknown

Domain_of_unknown_function-DUF4430 aul_smart_251703|CDS1 uncharacterized protein CG3556-like [Actinia tenebrosa] 2.00E-67 74.22% XP_031557458.1 Unknown

DUF3421 aul_smart_39272|CDS1 natterin-4-like [Actinia tenebrosa] 1E-65 56.52% XP_031572047.1 Unknown

FHY3_superfamily aul_smart_781769|CDS5 Protein FAR1-RELATED SEQUENCE 7 [Exaiptasia diaphana] 0.37 47.37% KXJ13099.1 Unknown

not_predicted aul_smart_875469|CDS1 uncharacterized protein LOC116303478 isoform X2 [Actinia tenebrosa] 2.00E-90 74.15% XP_031568906.1 Unknown

not_predicted aul_smart_42307|CDS1 hypothetical protein AC249_AIPGENE16961 [Exaiptasia pallida] 0 53.59% KXJ29233.1 Unknown

not_predicted aul_smart_920775|CDS1 uncharacterized protein LOC116616129 [Nematostella vectensis] 2.00E-145 67.32% XP_032233916.1 Unknown

not_predicted aul_smart_883556|CDS2 uncharacterized protein LOC116289711 [Actinia tenebrosa] 4.00E-05 30.95% XP_031552515.1 Unknown

not_predicted aul_smart_850752|CDS4 uncharacterized protein LOC116306321 [Actinia tenebrosa] 0 75.89% XP_031572215.1 Unknown

not_predicted aul_smart_933490|CDS2 uncharacterized protein LOC116303204 [Actinia tenebrosa] 3.00E-85 59.11% XP_031568559.1 Unknown

not_predicted aul_smart_857219|CDS2 uncharacterized protein LOC116303204 [Actinia tenebrosa] 1.00E-85 58.62% XP_031568559.1 Unknown

not_predicted aul_smart_725241|CDS2 uncharacterized protein LOC116306945 [Actinia tenebrosa] 1.00E-15 65.22% XP_031572946.1 Unknown

not_predicted aul_smart_418125|CDS1 uncharacterized protein LOC116304236 [Actinia tenebrosa] 2E-37 57.01% XP_031569802.1 Unknown

not_predicted aul_smart_219023|CDS3 uncharacterized protein LOC116301422 isoform X1 [Actinia tenebrosa] 1.00E-09 41.67% XP_031566334.1 Unknown

not_predicted aul_smart_188645|CDS1 uncharacterized protein LOC116304236 [Actinia tenebrosa] 9.00E-37 56.19% XP_031569802.1 Unknown

not_predicted aul_smart_2957|CDS2 uncharacterized protein LOC116304268 [Actinia tenebrosa] 1.00E-100 76.24% XP_031569834.1 Unknown

not_predicted aul_smart_446350|CDS2 hypothetical protein AC249_AIPGENE26472 [Exaiptasia pallida] 9.00E-36 31.19% KXJ07949.1 Unknown

not_predicted aul_smart_382660|CDS2 uncharacterized protein LOC116306924 isoform X3 [Actinia tenebrosa] 2.00E-28 42.78% XP_031572924.1 Unknown

not_predicted aul_smart_395041|CDS2 hypothetical protein AC249_AIPGENE22923 [Exaiptasia diaphana] 3.00E-53 44.50% KXJ19357.1 Unknown

not_predicted aul_smart_481574|CDS3 uncharacterized protein LOC116290938 [Actinia tenebrosa] 0 82.45% XP_031553922.1 Unknown

not_predicted aul_smart_778565|CDS1 uncharacterized protein LOC116303204 [Actinia tenebrosa] 2.00E-49 49.12% XP_031568559.1 Unknown

not_predicted aul_smart_934756|CDS3 uncharacterized protein LOC116294264 [Actinia tenebrosa] 1E-43 68.69% XP_031557684.1 Unknown

not_predicted aul_smart_955171|CDS3 hypothetical protein AC249_AIPGENE18232 [Exaiptasia pallida] 2E-13 43.24% KXJ05374.1 Unknown

not_predicted aul_smart_870187|CDS3 uncharacterized protein LOC116290938 [Actinia tenebrosa] 0 80.53% XP_031553922.1 Unknown

not_predicted aul_smart_798440|CDS3 uncharacterized protein LOC116306945 [Actinia tenebrosa] 3.00E-15 74.42% XP_031572946.1 Unknown

not_predicted aul_smart_607133|CDS4 uncharacterized protein LOC116294264 [Actinia tenebrosa] 4.00E-71 67.10% XP_031557684.1 Unknown

not_predicted aul_smart_848252|CDS1 MAM and LDL-receptor class A domain-containing protein 2-like [Actinia tenebrosa] 0 73.95% XP_031568759.1 Unknown

not_predicted aul_smart_140570|CDS4 hypothetical protein AC249_AIPGENE22923 [Exaiptasia diaphana] 4.00E-30 54.00% KXJ19357.1 Unknown

not_predicted aul_smart_133147|CDS2 uncharacterized skeletal organic matrix protein 5-like [Actinia tenebrosa] 5E-105 71.72% XP_031569043.1 Unknown

not_predicted aul_smart_838698|CDS3 precusor of biologically active peptides MS9.2 [Metridium senile] 0.22 32.05% SBO16029.1 Unknown

not_predicted aul_smart_839458|CDS3 predicted protein [Nematostella vectensis] 1.5 32.26% EDO30729.1 Unknown

not_predicted aul_smart_954404|CDS2 cysteine-rich motor neuron 1 protein-like [Actinia tenebrosa] 3.00E-21 48.31% XP_031549053.1 Unknown

not_predicted aul_smart_954616|CDS2 cysteine-rich motor neuron 1 protein-like isoform X6 [Actinia tenebrosa] 2.00E-22 43.64% XP_031549072.1 Unknown

not_predicted aul_smart_537804|CDS5 neurofilament heavy polypeptide-like [Actinia tenebrosa] 5E-60 78.42% XP_031555506.1 Unknown

not_predicted aul_smart_978781|CDS2 transmembrane cell adhesion receptor mua-3 [Nematostella vectensis] 0.000004 40.00% XP_001636659.1 Unknown

not_predicted aul_smart_655777|CDS1 uncharacterized protein LOC5514703 [Nematostella vectensis] 4.00E-12 46.97% XP_001634867.1 Unknown

not_predicted aul_smart_801984|CDS3 uncharacterized protein LOC110248864 [Exaiptasia diaphana] 3.00E-15 79.41% XP_020911082.1 Unknown

not_predicted aul_smart_879877|CDS4 uncharacterized protein ZK643.6-like [Actinia tenebrosa] 1.00E-41 48.12% XP_031564778.1 Unknown

not_predicted aul_smart_94777|CDS1 uncharacterized protein LOC116307697 [Actinia tenebrosa] 5.00E-36 50.00% XP_031573854.1 Unknown

not_predicted aul_smart_537788|CDS1 uncharacterized protein LOC116299719 [Actinia tenebrosa] 2E-68 56.21% XP_031564297.1 Unknown

not_predicted aul_smart_729693|CDS1 uncharacterized protein LOC116307044 [Actinia tenebrosa] 8.00E-06 38.60% XP_031573043.1 Unknown

not_predicted aul_smart_798440|CDS8 uncharacterized protein LOC116306945 [Actinia tenebrosa] 5.00E-16 78.05% XP_031572946.1 Unknown

not_predicted aul_smart_887641|CDS5 uncharacterized protein LOC116297541 [Actinia tenebrosa] 4.00E-170 77.24% XP_031561646.1 Unknown

not_predicted aul_smart_618124|CDS2 uncharacterized protein LOC116290938 [Actinia tenebrosa] 1.00E-44 80.22% XP_031553922.1 Unknown

not_predicted aul_smart_839488|CDS2 uncharacterized protein LOC116286868 [Actinia tenebrosa] 5.00E-72 45.27% XP_031549315.1 Unknown

not_predicted aul_smart_869134|CDS1 uncharacterized protein LOC116297886 [Actinia tenebrosa] 1.00E-65 68.94% XP_031562063.1 Unknown

not_predicted aul_smart_6116|CDS4 uncharacterized protein LOC116294264 [Actinia tenebrosa] 4.00E-50 75.27% XP_031557684.1 Unknown

not_predicted aul_smart_53068|CDS1 hypothetical protein AC249_AIPGENE27263 [Exaiptasia diaphana] 2.00E-130 59.18% KXJ07853.1 Unknown

not_predicted aul_smart_91044|CDS4 uncharacterized protein LOC116296924 [Actinia tenebrosa] 4.00E-97 65.27% XP_031560904.1 Unknown

not_predicted aul_smart_92667|CDS2 uncharacterized protein LOC116308711 [Actinia tenebrosa] 0.48 27.03% XP_031575053.1 Unknown

not_predicted aul_smart_83228|CDS1 uncharacterized protein LOC116290232 [Actinia tenebrosa] 2E-142 78.90% XP_031553099.1 Unknown

not_predicted aul_smart_944968|CDS3 hypothetical protein AC249_AIPGENE28876 [Exaiptasia pallida] 0.93 21.74% KXJ20930.1 Unknown

not_predicted aul_smart_756128|CDS1 uncharacterized protein LOC116299739 [Actinia tenebrosa] 2.00E-38 51.88% XP_031564316.1 Unknown

not_predicted aul_smart_837956|CDS2 uncharacterized protein LOC116296995 [Actinia tenebrosa] 5.00E-104 58.87% XP_031560985.1 Unknown

not_predicted aul_smart_850753|CDS4 uncharacterized protein LOC116306321 [Actinia tenebrosa] 5.00E-76 64.50% XP_031572215.1 Unknown

not_predicted aul_smart_976448|CDS1 basic proline-rich protein-like [Actinia tenebrosa] 1.00E-129 79.30% XP_031570185.1 Unknown

not_predicted aul_smart_885416|CDS4 uncharacterized protein LOC116302789 [Actinia tenebrosa] 0 67.38% XP_031568018.1 Unknown

not_predicted aul_smart_9946|CDS1 uncharacterized protein LOC116308971 isoform X1 [Actinia tenebrosa] 3.00E-60 54.97% XP_031575359.1 Unknown

PT aul_smart_41006|CDS2 uncharacterized protein LOC110245270 [Exaiptasia diaphana] 9.00E-79 39.67% XP_020907189.1 Unknown

ShK repeat aul_smart_116802|CDS7 uncharacterized protein LOC116291117 [Actinia tenebrosa] 2.00E-156 62.12% XP_031554099.1 Unknown

Trypan_PARP aul_smart_502041|CDS2 mucin-2 [Nematostella vectensis] 0.002 35.42% XP_032230364.1 Unknown

VWC (IPR001007, two recognised SMART domains SM00214)aul_smart_128724|CDS3 cysteine-rich motor neuron 1 protein-like [Actinia tenebrosa] 1.00E-54 52.35% XP_031549053.1 Unknown
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Supplementary Material 2 

 

 

 

 

Supplementary 2.1. Amino acid sequences from ShK-like putative toxins found in the 

proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. The residues 

(CXDXnCXnCXnKKXnCXKXCX2C) characteristic of ShK domain are highlighted. C represents 

cysteine residues; D- aspartic acid residues; K-Lysin residues; X correspond to any amino acid; and 

n correspond to a variable number (3 - 6) of amino acids. Sequences presenting double, triple or 

more ShK domains were split into the number of domains found (D1 to D5).  Such homologues can 

be identified with D1 to D5 at the end of the sequence ID (identification). 
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Supplementary 2.2. Amino acid sequences from SCRiP putative toxins found in the proteome 

(blue) and transcriptome from A. veratra. The six cysteine residues characteristic from SCRiP 

domain (CX6CX6CX6CXnCXnCCC) are highlighted. C represents cysteine residues; X correspond 

to any amino acid; n represents a variable number (3 - 6) of amino acids. Sequences presenting 

double domains were split in two parts (D1 and D2).  Such homologues can be identified with D1 

and D2 at the end of the sequence ID. The signal peptide from sequences was removed for better 

visualization. 
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Supplementary 2.3. Amino acid sequences from putative β-desensins found in the proteome 

(blue) and transcriptome from A. veratra. The six cysteine residues (C1-C5, C2-C4, C3-C6) 

characteristic from the domain are highlighted. 

 

 

 

 

Supplementary 2.4. Amino acid sequences from EGF-like putative toxins found in the 

proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. The conserved amino acids characteristics 

of EGF-like domain are highlighted. Sequences presenting double domains were split in two parts 

(D1 and D2).  Such homologues can be identified with D1 and D2 at the end of the sequence ID. 

The signal peptide from sequences was removed for better visualization. 
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Supplementary material 2.5. Amino acid sequences from ICK putative toxins found in the 

proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. The six cysteine residues 

(CXnCXnCCXnCXnC) characteristic of ICK domain are highlighted. C represents cysteine residues; 

X correspond to any amino acid; and n represents a variable number (3 - 6) of amino acids.  
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Supplementary material 2.6. Amino acid sequences of putative Kazal inhibitors found in the 

proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. The six cysteine residues responsible for 

forming the disulfide bridges (C1-C5, C2-C4 e C3-C6) characteristic of Kazal domain are highlighted. 

Sequences presenting repeat domains were split into the number of domains found (D1 to D3). Such 

homologues can be identified with D1 to D3 at the end of the sequence ID. The signal peptide and 

C- terminal from sequences were removed for better visualization. 
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Supplementary material 2.7. Amino acid sequences of putative Kunitz inhibitors found in the 

proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. The six cysteine residues responsible for 

forming the disulfide bridges (C1-C6, C2-C4, C3-C5) characteristic of Kunitz domain are highlighted. 

Sequences presenting repeat domains were split into the number of domains found (D1 to D3). Such 

homologues can be identified with D1 to D3 at the end of the sequence ID The signal peptide and 

C- terminal from sequences were removed for better visualization. 
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Supplementary material 2.8. Amino acid sequences of putative Actinoporins found in the 

proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. The conserved residues characteristics of 

these toxins domains are highlighted. The signal peptide and C- terminal from sequences were 

removed for better visualization. 
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Supplementary material 2.10. Amino acid sequences of putative CAP toxins found in the 

proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. CAP family is characterized by four possible 

motif signatures.  The majority of sequences found in A. veratra present at least one of three CAP 

motifs: CAP1, CAP3 and CAP4 domains. CAP1 is represented by 

[GDER][HR][FYWH][TVS][QA][LIVM][LIVMA]Wxx[STN]; CAP3 by (HNxxR) and CAP4 motif by 

(G[EQ]N[ILV]). Residues between [] are variable, residues between () are permanent. Such motifs 

are highlighted. The signal peptide and C- terminal from sequences were removed for better 

visualization. 

 

 

 

 

Supplementary material 2.11. Amino acid sequences of putative CAP-ShK toxins found in the 

transcriptome from A. veratra. CAP family is characterized by four possible motif signatures. 

Sequences presenting CAP motifs (CAP1 or CAP4) associated with ShK domain 

(CXDXnCXnCXnKKXnCXKXCX2C) were present only in the transcriptome. CAP1 is represented by 

[GDER][HR][FYWH][TVS][QA][LIVM][LIVMA]Wxx[STN] and CAP4 motif by (G[EQ]N[ILV]). Residues 

between [] are variable, residues between () are permanent. CAP motifs and ShK domain are 

highlighted. The signal peptide and C- terminal from sequences were removed for better 

visualization. 
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Supplementary material 2.12. Amino acid sequences of putative WSC toxins found in the 

proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. The eight cysteine residues 

(CX31CX19CX15CX3CX26CX14CX2CX15C) characteristic of WSC domain are highlighted. Cysteine 

residues (C) are highlighted and X correspond to any amino acid. The signal peptide and C- terminal 

from sequences were removed for better visualization. 

 

 

 

 

 

Supplementary material 2.12. Amino acid sequences of putative repeat WSC toxins found in 

the proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. Sequences presenting the repeat of four 

cysteines (CX25CX19CX18CX22) were characterised as WSC. Cysteine residues (C) are highlighted 

and X correspond to any amino acid. Sequences presenting repeat were split into the number of 

domains found (D1 to D4). Such homologues can be identified with D1 to D4 at the end of the 

sequence ID.  The signal peptide and C- terminal from sequences were removed for better 

visualization. 
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Supplementary material 2.13. Amino acid sequences from Scaffold 1 putative toxins found in 

the proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. The four cysteine residues 

(X31CX21CX5CX33CX7) characteristic from the domain are highlighted. C represents cysteine 

residues; X correspond to any amino acid. The signal peptide was removed for better visualization. 

 

 

 

 

Supplementary material 2.14. Amino acid sequences from Scaffold 2 putative toxins found in 

the proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. The four cysteine residues 

(CX21CX5CX34CX4) characteristic from the domain are highlighted. C represents cysteine residues; 

X correspond to any amino acid.  
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Supplementary material 2.15. Amino acid sequences from Scaffold 3 putative toxins found in 

the proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. The six cysteine residues 

(X3CX8CX5CX13CX8CCX3) characteristic from the domain are highlighted. C represents cysteine 

residues; X correspond to any amino acid.  

 

 

 

 

Supplementary material 2.16. Amino acid sequences from Scaffold 4 putative toxins found in 

the proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. The six cysteine residues 

(X10CCXCX10CCXCX3) characteristic from this domain are highlighted. C represents cysteine 

residues; X correspond to any amino acid.  
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Supplementary material 2.17. Amino acid sequences from Scaffold 5 putative toxin found in 

the proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. The sixteen cysteine residues 

(X5CX3CX6CX12CX6CX3CX3CX6CX3CX6CX3CX5CX2CX6CX3CX3CX3) characteristic from this domain 

are highlighted. C represents cysteine residues; X correspond to any amino acid.  

 

 

 

 

 

Supplementary material 2.18. Amino acid sequences from Scaffold 6 putative toxins found in 

the proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. The four cysteine residues 

(X5CX16CXCX7CX6) characteristic from this domain are highlighted. C represents cysteine residues; 

X correspond to any amino acid.  
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Supplementary material 2.19. Amino acid sequences from Scaffold 7 putative toxins found in 

the proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. The six cysteine residues 

(X5CX19CX18CCX3CX15CX3) characteristic from this domain are highlighted. C represents cysteine 

residues; X correspond to any amino acid.  

 

 

 

 

Supplementary material 2.20. Amino acid sequences from Scaffold 8 putative toxins found in 

the proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. The six cysteine residues 

(X7CX3CX8CX5CX6) characteristic from this domain are highlighted. C represents cysteine residues; 

X correspond to any amino acid.  
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Supplementary material 2.21. Amino acid sequences from Scaffold 9 putative toxins found in 

the proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. The six cysteine residues 

(X15CX7CX6CX10CX5CXC) characteristic from this domain are highlighted. C represents cysteine 

residues; X correspond to any amino acid.  
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Supplementary material 2.22. Amino acid sequences from Scaffold 10 putative toxins found 

in the proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. The ten cysteine residues 

(X3CX17CX3CXCX7CX3CX7CX19CXCX4CX5) characteristic from this domain are highlighted. C 

represents cysteine residues; X correspond to any amino acid. Sequences presenting repeat 

domains were split into the number of domains found (D1 to D2). Such homologues can be identified 

with D1 and D2 at the end of the sequence ID. The signal peptide and C- terminal from sequences 

were removed for better visualization. 
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Supplementary material 2.23. Amino acid sequences from Scaffold 11 putative toxins found 

in the proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. The two cysteine residues 

(X16CX26CX10) characteristic from this domain are highlighted. C represents cysteine residues; X 

correspond to any amino acid.  

 

 

 

Supplementary material 2.24. Amino acid sequences from Scaffold 12 putative toxins found 

in the proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. The six cysteine residues 

(X7CX2CX8CX5CX17CX5CX) characteristic from this domain are highlighted. C represents cysteine 

residues; X correspond to any amino acid.  
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Supplementary material 2.25. Amino acid sequences from Scaffold 13 putative toxins found 

in the proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. The six cysteine residues 

(X2CX6CX5CX3CX6CX4CX12) characteristic from this domain are highlighted. C represents cysteine 

residues; X correspond to any amino acid.  

 

 

 

 

 

Supplementary material 2.26. Amino acid sequences from Scaffold 14 putative toxins found 

in the proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. The eight cysteine residues 

(X19CX3CX6CX3CX10CX3CX6CX21CX23) characteristic from this domain are highlighted. C represents 

cysteine residues; X correspond to any amino acid.  
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Supplementary material 2.27. Amino acid sequences from Scaffold 15 putative toxins found 

in the proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. The four cysteine residues 

(X3CX13CX3CX13CX5) characteristic from this domain are highlighted. C represents cysteine 

residues; X correspond to any amino acid.  

 

 

 

 

Supplementary material 2.28. Amino acid sequences from Scaffold 16 putative toxins found 

in the proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. The twelve cysteine residues 

(X19CX10CX10CX8CX3CX2CX13CX6CX11CX10CX3CX2CX10) characteristic from this domain are 

highlighted. C represents cysteine residues; X correspond to any amino acid.  
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Supplementary material 2.29. Amino acid sequences from Scaffold 17 putative toxins found 

in the proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. The six cysteine residues 

(X4CX6CX5CX3CX6CX13CX3) characteristic from this domain are highlighted. C represents cysteine 

residues; X correspond to any amino acid.  

 

 

 

 

Supplementary material 2.30. Amino acid sequences from Scaffold 18 putative toxins found in the 

proteome (blue) and transcriptome from A. veratra. The six cysteine residues (XCX3CX5CXCX4CX6CX2) 

characteristic from this domain are highlighted. C represents cysteine residues; X correspond to any amino 

acid.  
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Supplementary Material 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary material 3. MALDI-TOF analysis of venom’s fractions from A. veratra. The mass 

spectra show m/z ranging from 1000 to 10000. The profile of the CHCA matrix is shown as the 

spectrum above SD.  The m/z profile of precipitate fraction (SD), soluble fraction (SL) and RP-HPLC 

fractions from the venom (F3-F11) was acquired in linear positive mode. F1 and F2 did not present 

ionization. 
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ANEXO A – ARTIGO PUBLICADO NA TOXINS – Neglected Venomous Animals 
and Toxins: Underrated Biotechnological Tools in Drug Discovery 
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