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RESUMO

A capacidade de regenerar partes corpéreas danificadas ou perdidas é uma
caracteristica distribuida variavelmente entre os filos do reino animal, principalmente nos
vertebrados. Entre os vertebrados, os peixes da espécie Polypterus senegalus representam
um modelo promissor para estudos dos mecanismos de regeneracdo de apéndices dos
vertebrados por regenerarem eficientemente suas nadadeiras pareadas. Contudo, poucos
estudos tém explorado compreender os eventos moleculares compartilhados e distintos da
regeneracdo das nadadeiras em Polypterus. Além disso, estudos recentes tém demonstrado
que a via de sinalizagcdo de ROS pode atuar como candidato na ativagdo dos eventos iniciais
da regeneracdo a partir da modulagdo vias de sinalizacdo downstream em modelos de
regeneracdo de cauda. Portanto, este estudo tem por objetivo identificar o programa genético
utilizado na regeneragdo de nadadeiras pareadas em Polypterus. O sequenciamento das
bibliotecas resultou em aproximadamente 48 milhdes de reads por biblioteca com 76% de
aproveitamento dos dados brutos. A montagem gerou 157.198 contigs com tamanho médio
922,12 pb e 20.208 contigs N50 com tamanho de 1.907 pb. Foram identificados 652 genes
upregulated e 1119 genes downregulated na regeneragéo dos raios em Polypterus. Apesar
de 90.9% dos transcritos semelhantes encontrados na regeneracao dos raios e endoesqueleto,
o perfil de expressdo génica tem variado consideravelmente entre os programas de
regeneracdo. Os dados sugerem que a regeneracdo dos raios e endoesqueleto apresentam
aspectos Unicos com programas genéticos distintos que permitem o sucesso da regeneracao

entre os compartimentos da nadadeira.

Palavras-chave: regeneracdo; Polypterus, nadadeiras, transcriptoma.



ABSTRACT

The ability to regenerate damaged or lost body parts is a characteristic that varies widely
among phyla in the animal kingdom, especially in the vertebrates. Among vertebrates, the
fish of the species Polypterus senegalus represents a promising model for studies of the
regeneration mechanisms of vertebrate appendages, due to their high capacity to regenerate
paired fins. However, few studies have attempted to uncover the shared and distinct
molecular events of fin regeneration in Polypterus. Furthermore, recent studies have
demonstrated that the ROS signaling pathway can act as a candidate for the activation of the
initial regeneration events via modulation of downstream signaling pathways in tail
regeneration models. Thus, this study aims to identify the genetic program used in the
regeneration of paired fins in Polypterus. Library sequencing resulted in approximately 48
million reads with 76% valid reads from the raw data. The assembly generated 157,198
contigs with an average size of 413 bp and 20,208 N50 contigs with 1,907 bp. 652
upregulated genes and 1119 downregulated genes were identified during fin ray regeneration
in the Polypterus. Despite 90.9% of similarity among transcripts in the regeneration of fin
rays and fin endoskeleton, the profile of gene expression varied considerably between the
two regenerative programs. The data obtained suggest that the regeneration of fin rays and
fin endoskeleton each present unique aspects, with distinct genetic programs that allow

successful regeneration in these fin compartments.

Keywords: regeneration, Polypterus, fins, transcriptome
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1 INTRODUCAO
1.1 Processos de regeneracdo em vertebrados

A regeneracéo pode ser definida como a restauracdo coordenada de uma parte perdida
ou lesionada do corpo que pode ser encontrada em diferentes processos biologicos (Figura
1). Com base nisso, a regeneracdo pode ser classificada em niveis de organizacdo bioldgica
com a (i) regeneracdo do corpo inteiro (por exemplo, Hidra ou Planéaria), (ii) regeneracéo
estrutural de apéndices (por exemplo, membros de salamandra e nadadeira do zebrafish,
também conhecido como paulistinha), (iii) regeneracdo de 6rgdos internos (por exemplo,:
coracdo do peixe zebrafish) , (iv) regeneracdo de tecidos (por exemplo, revestimento
intestinal na mosca da fruta do género Drosophila) e (v) regeneracdo celular (por exemplo,
regeneracdo de axdénios no nematddeo C. elegans) (BELY; NYBERG, 2009, MEHTA;
SINGH, 2019).

Figura 1 — O processo de regeneragdo em diferentes niveis bioldgicos nos organismos vertebrados e
invertebrados
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Fonte: Adaptado de BELY; NYBERG, 2009.

Os mecanismos basicos da regeneracdo podem ativar processos de (i) remodelacgdo de
tecidos pré-existentes, (ii) proliferacdo de células-tronco mesenquimais e (iii)



desdiferenciacdo e/ou trans - diferenciacdo celular em organismos multicelulares
(ALVARADO; TSONIS, 2006).

A regeneracdo pode restabelecer estruturas idénticas ou semelhantes ao original por
meio do desenvolvimento da morfolaxia e epimorfose. A regeneracdo por morfolaxia
promovem a formacdo de estruturas a partir do remodelamento de tecidos existentes com
grau de proliferacdo limitado ou ausente. A regeneracdo do tipo epimdrfica envolve a
proliferacdo celular e a formacdo de um blastema composto de celulas-tronco, células
desdiferenciadas e/ou trans-diferenciadas, assim como ocorre na regeneracao estrutural dos
apéndices em vertebrados (BELY; NYBERG, 2009; AGATA; SAITO; NAKAIJIMA, 2007,
MEHTA; SINGH,2019; LISMAA et al.,2018).

A regeneracdo estrutural de apéndices permite o crescimento de um novo apéndice
externo e funcional, restaurando completamente estruturas multicelulares que foram
perdidas. No processo de regeneracao de alguns vertebrados é crucial que apds a lesdo de
um membro, ocorra 0 processo de cicatrizacdo da ferida e a formacédo posterior de células
desdiferenciadas de tecidos maduros existentes (AKIMENKO et al, 2003; CARLSON,
2005; SOUSA et al., 2011).

Conforme Alvaro e Tsonis (2006, p.873), a capacidade de regenerar ¢ uma
caracteristica distribuida variavelmente entre os filos do reino animal, principalmente nos
grupos de vertebrados. Entre os vertebrados, os anfibios anuros (girinos de Xenopus laevis)
e os lagartos podem regenerar quase toda a cauda como estratégia de sobrevivéncia a
predacdo (CLAUSE; CAPALDI, 2006; JACYNIAK; MCDONALD; VICKARYOQUS,
2017; BORODINSKY, 2017; BECK; BELMONTE; CHRISTEN, 2009).

Entretanto, a capacidade de regenerar apéndices pareados (membros ou nadadeiras)
completos e anatomicamente funcionais apds lesdo ou amputacdo esta presente em apenas
alguns vertebrados, principalmente nos anfibios da ordem dos caudados como salamandra e
tritdes, os peixes 6sseos da classe Actinopterigii como o Polypterus senegalus e zebrafish, e
os peixes da classe Sarcopterigii dos grupos pulmonados das espécies Lepidosiren paradoxa
e Protopterus annectens (LEVESQUE et al., 2007; YIN; POSS, 2008; MADEN, 2008;
DARNET et al., 2019, PAPAI et al., 2019; NOGUEIRA et al., 2016) .

Entre os anfibios, o potencial regenerativo da salamandra (Ambystoma mexicanum) se
destaca pela capacidade de regenerar completamente tanto os apéndices, como tecidos e
6rgdos internos durante toda a vida (JOVEN; ELEWA; SIMON, 2019). Ao passo que a



regeneracdo dos apéndices de Xenopus laevis s6 é possivel até a metamorfose e, portanto,
apresenta um potencial regenerativo limitado (BECK; BELMONTE; CHRISTEN, 2009).
Além disso, existem variacGes da capacidade de regeneracao entre anfibios e mamiferos,
uma vez que os mamiferos regeneram parcialmente a falange mais distal dos digitos e o
figado (CARLSON, 2005; HAN; YANG; TAYLOR, 2005; MEHTA; SINGH, 2019).

A principal razdo da limitacdo da capacidade de regeneracdo nos seres humanos é
oriunda da formacdo de um tecido cicatricial em vez da recapitulacdo morfoldgica e
fisioldgica, como acontece na regeneracdo epimorfica dos apéndices de salamandra, onde
ocorre a cicatrizagdo da ferida e uma fase de formacéo de blastema que resulta na restauracéo
completa da estrutura perdida (CARLSON, 2005; HAN; YANG; TAYLOR, 2005).

Uma outra distingdo no processo da regeneracdo na salamandra em comparagdo com
os mamiferos é o papel essencial que o sistema nervoso tem no inicio do processo da
regeneracdo e na formacdo do blastema, sendo que os mamiferos ndo dependem da inervacgéo
para a regeneracdo tecidual inicial (CARLSON, 2005). Além disso, o figado dos mamiferos
se regenera a partir da proliferacdo dos tecidos existentes e ndo ocorre a formacdo do
blastema (MEHTA; SINGH, 2019).

Estudos sobre a regeneragdo de membros em organismo modelo demonstraram que
processo regenerativo do membro de salamandra requer varios eventos que sdo basicos para
regeneracdo epimorfica em vertebrados (Figura 2) (BRYANT, 2002). A primeira fase
estabelece uma resposta inicial a lesdo com a cicatrizacdo da ferida e a formacdo de uma
camada de células epidérmicas (epitélio da ferida), seguida da inervacao do epitélio da ferida
para formacao posterior da capa epitelial apical. Na segunda fase, surge uma populagédo de
células desdiferenciadas, denominada de células mesenquimais do blastema, que proliferam
e migram para a ponta apical do blastema. Na terceira fase de reconstrucédo, inicia-se 0
crescimento do regenerado com a diferenciacdo de células do blastema em varios tipos de
tecidos (nervoso, 0sseo, vascular, muscular, cartilaginoso e outros) na regido basal do
blastema. No final da regeneracdo, 0 membro recém-regenerado substitui completamente o
membro original em relacdo a arquitetura, padrdo dos trés eixos e a funcdo do apéndice
(MCCUSKER; BRYANT; GARDINER, 2015; HAAS; WHITED, 2017).



Figura 2 — llustracdo do processo de regeneracdo do membro intacto versus regenerado em salamandra
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Fonte: MCCUSKER; BRYANT; GARDINER, 2015

Outros estudos evidenciaram uma variacdo da capacidade de regeneracdo epimorfica
das nadadeiras pareadas ou apéndices pareados em diferentes espécies de peixes da subclasse
Actinopterygii. Recentemente, demonstrou-se entre 0s grupos de peixes Actinopterygii, um
potencial regenerativo no nivel do endoesqueleto em nadadeiras de P. senegalus (Cladistia),
gar (Holostei) e peixe-espatula (Chondrostei). A capacidade de regeneracdo de nadadeiras
foi reportada também em peixes teledsteos, sugerindo que a capacidade de regeneracdo de
apéndices estavam presentes antes da divergéncia das linhagens de Actinopterygii e
Sarcopterygii. (DARNET et al., 2019; PAPAI et al., 2019).

Os Polypteriformes por serem uma linhagem filogeneticamente basal do
Actinopterygii representam um modelo promissor para estudos dos mecanismos de
regeneracdo de apéndices dos vertebrados (NIKIFOROVA; GOLICHENKOV, 2012).
Semelhante ao observado na regeneracdo de membros em salamandra, Polypterus regenera
eficientemente o endoesqueleto dos apéndices pareados como observados no estudo de LU
etal., (2019).

Uma das primeiras respostas a lesdo na regeneracdo epimorfica € a inflamacgéo aguda
seguida da cicatrizacdo da ferida (GAURON et al., 2013). Sabe-se que 0 sucesso da
formacdo do blastema depende do epitélio da ferida, capa ectodérmica apical e da inervacao
que permeia a lesdo, o qual é essencial para a progressdo da regeneragdo (SINGER, 1974;
WANG et al., 2019, SEIFERT E MUNEOKA, 2018). A cicatrizagdo da ferida tem sido
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correlacionada com a inflamacao que, por sua vez, estd associada ao aumento da producéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species), principalmente
de perdxido de hidrogénio (H202) (VLIET; JANSSEN-HEININGER, 2014).

Darnet et al., (2019, p.15110) demonstraram que a via de sinalizacdo ROS pode ser
identificada nos estagios iniciais da regeneragdo a partir ativacdo de genes correlacionados
com resposta inflamatdria e ao estresse. Entretanto, sdo necessarios mais estudos que
investiguem o papel da via de ROS em modelos de regeneracdo como Polypterus a fim de

determinar se esta via consiste em uma resposta regenerativa evolutivamente conservada.

1.2 Estruturas das nadadeiras raiadas de Actinopterygii

Os peixes 6sseos (Osteichthyes) sdo subdivididos em peixes com nadadeiras raiadas
(Actinopterygii) ou nadadeira lobadas (Sarcopterygii). Os peixes de nadadeira raiadas
incluem modelos de biologia regenerativa como o “bichir” de Cuvier (P. senegalus) e o
zebrafish (Danio rerio), enquanto os peixes com nadadeiras lobadas compreendem os grupos
pulmonados (Lepidosireniformes e Neoceratodus) e os celacantos (Latimeria) (Figura 5)
(YAMAMOTO; BLOCH; VERNIER., 2017).

Figura 5 — Elementos esqueléticos dos apéndices (nadadeiras/membros) de vertebrados
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A colonizacdo do ambiente terrestre pelos primeiros tetrapodes resultou em mudancas

significativas na locomogédo. Neste processo de transi¢do, as nadadeiras de peixes deram

origem ao que hoje conhecemos como membros, resultando na perda dos raios dérmicos e a
origem de digitos (SCHNEIDER; SHUBIN, 2013). Os tetrapodes sdo filogeneticamente

mais proximos aos peixes Sarcopterygii e podem ser considerados “peixes” de nadadeira
lobada adaptados para vida terrestre (YAMAMOTO; BLOCH; VERNIER et al., 2017).

Os membros dos tetrapodes podem ser divididos em trés dominios morfologicamente

distintos: estilopddio (0ssos longos — imero ou fémur), zeugopddio (radio e ulna ou fibula e

tibia) e autopddio (0ssos do carpo ou tarso, 0ssos de metacarpo ou metatarsos e falanges)

que sdo o0ssos do endoesqueleto com ossificacdo endocondral. Por outro lado, o esqueleto

das nadadeiras raiadas de Actinopterygii podem ser divididos em dois dominios: dominio

radial do endoesqueleto e os raios das nadadeiras do exoesqueleto (Figura 6) (TANAKA,

2016; AMARAL; SCHNEIDER, 2018).

Figura 6 — Dominios morfoldgicos do membro de tetrapode e nadadeira raiada de Polypterus.
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Fonte: Adaptado de AMARAL; SCHNEIDER, 2018; TANAKA, 2016.

O exoesqueleto dos apéndices peitorais ndo muscularizado é estabilizado por

elementos esqueléticos de origem dérmica denominados de raios que estdo conectados por

meio de ligamentos a uma base endocondral cartilaginosa que geralmente ossifica em
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Actinopterygii (AKIMENKO et al., 2003; CUERVO et al., 2012; GRANDEL; HULTE-
MERKER, 1998).

Ao contrario do membro de tetrapodes, no qual todo o esqueleto é sustentado por 0ssos
endocondrais, o dominio radial do endoesqueleto dos peixes da ordem Polypteriformes é
restrito apenas a base da nadadeira (WOOD; NAKAMURA, 2018; GRANDEL e SHULTE-
MERKER, 1998). Portanto, os peixes Polypteriformes possuem um esqueleto tribasal
composto por trés estruturas esqueléticas confinadas na base na nadadeira: (i) protopterigio
(anterior), (ii) mesopterigio (meio) e (iii) metapterigio (posterior) que estdo articuladas aos
pequenos elementos esqueléticos (*) (CUERVO et al., 2012).

A anélise morfoldgica da estrutura tribasal pode ser observada pela técnica de
diafanizacdo que cora a cartilagem em azul com o corante Alcian blue e 0s 0ssos em

vermelho com o corante Alizarina Red (Figura 7).

Figura 7 — Morfologia tribasal da nadadeira peitoral de Polypteriformes.
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Fonte: adaptado de CUERVO et al., 2012.

Os radiais distais do endoesqueleto da nadadeira articulam-se ao longo do eixo com
0s raios 6sseos ou lepidotriquias (CUERVO et al., 2012). Embora as lepidotriquias e 0s
radiais sejam estruturas 0sseas, apresentam mecanismos de desenvolvimento distintos, haja
vista que os radiais sofrem ossificacdo endocondral e os raios das nadadeiras sofrem
ossificagcdo membranosa (YANO; TAMURA, 2013).

De acordo com HALL (2005, p.4), os 0ssos dérmicos se desenvolvem diretamente do
mesénquima por ossificacdo intramembranosa, enquanto 0s 0ssos endocondrais se
desenvolvem a partir de um modelo de cartilagem pré-formada que sera substituido por

0ss0s. COHN et al. (2002, p.464) ressaltou que os radiais sdo formados a partir de
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perfuracBes na placa celular pré-cartilagem com orientacdo posterior-anterior durante o

desenvolvimento da nadadeira peitoral do Polypterus (Figura 8).

Figura 8 — Formagé&o dos radiais durante o desenvolvimento da nadadeira peitoral.

Fonte: (COHN et al., 2002).

A maior porcao do esqueleto da nadadeira raiada corresponde ao exoesqueleto. No

exoesqueleto, as lepidotriquias originam-se da base da nadadeira e se estendem distalmente

apresentando bifurcagfes ao longo do eixo proximal-distal (Figura 9), conectando-se aos

tecidos circundantes através de ligamentos de colageno que possibilitam movimentos de
flexibilidade e resisténcia na estrutura da nadadeira (BECERRA et al., 1983).

Figura 9 — Estrutura do exoesqueleto da nadadeira caudal do peixe zebrafish
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As lepidotriquias sdo predominantemente compostas de matriz éssea calcificada, com
excecOes das estruturas de actinotriquias que permanecem nao mineralizadas na margem
distal da nadadeira (PFEFFERLI; JAZWINSKA, 2015; KONIG et al., 2019).

Em cada segmento da lepidotriquia, existe um par de hemi-segmentos opostos que sao
revestidas por uma monocamada de escleroblastos no espago subjacente a superficie
epidermal, semelhantes aos osteoblastos em mamiferos que sdao responsaveis por depositar
matriz 6ssea durante a regeneracao dos raios (AKIMENKO et al., 2003; HALL, 2005).

Em seccdes longitudinais da nadadeira, observa-se nos raios diferentes tipos tecidos
tais como, epidérmico, nervoso, conjuntivo (mesenquimal), dsseos e a presenca de vasos
sanguineos. Por outro lado, as regifes de inter-raios sdo desprovidas de matriz dssea
(PFEFFERLLI; JAZWINSKA, 2015; AKIMENKO et al., 2003).

1.3 O potencial regenerativo dos raios dérmicos nos apéndices pareados

Entre os peixes actinopterigeos, o zebrafish tem sido considerado um organismo
modelo do desenvolvimento de apéndices por ser capaz de reconstruir o tamanho e a forma
original da nadadeira caudal em aproximadamente trés semanas, sendo de facil manejo para
amputacdes na cauda e alta taxa de regeneracdo (FIGURA 10) (PFEFFERLI; JAZWINSKA,
2015, KONIG et al., 2018). Além disso, a ampla utilizacdo em estudos de regeneracao é
proveniente da enorme capacidade de regenerar nadadeiras, tecidos da retina, coragéo e a
medula espinhal (IOVINE, 2007).

Figura 10 — Regeneracédo da nadadeira caudal do peixe zebrafish

Fonte: PFEFFERLI E JAZWINSKA, 2015.
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Recentemente, evidenciou-se que a regeneracdo dos apéndices pareados no zebrafish
é regulada diferentemente no exoesqueleto e endoesqueleto. Enquanto o exoesqueleto possui
um grande potencial de regeneracdo, a regeneracdo do endoesqueleto ndo € muito eficiente
nessa espécie (PAPAI et al., 2019; GOSS, 1969). Por outro lado, os peixes Polypteriformes
possuem a capacidade de regenerar tanto endoesqueleto como o exoesqueleto de suas
nadadeiras peitorais (CUERVO et al., 2012).

O exoesqueleto da nadadeira caudal é anatomicamente mais simples por ndo possuir
musculos e cartilagem em comparacdo aos membros e cauda de anfibios urodelos
(PFEFFERLI E JAZWINSKA, 2015). Entretanto, 0 processo de regeneracio no peixe
zebrafish tém eventos semelhantes na maioria dos vertebrados com uma sucessdo de etapas:
(i) cicatrizacdo da ferida em 1dpa, (ii) formacao de um blastema em 3dpa (iii) crescimento
regenerativo com a restauracdo de vasos sanguineos, tecido nervoso, tecido conjuntivo,

epiderme e os elementos esqueléticos da nadadeira (Figura 11) (SOUSA et al., 2011).

Figura 11 — Regeneracdo do exoesqueleto da nadadeira caudal do peixe zebrafish
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Fonte: KONIG; JAZWINSKA, 2019; YOSHINARI; KAWAKAMI; RODRIGUEZ ESTEBAN, 2006.
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A regeneracdo do exoesqueleto envolve a cicatrizagdo da ferida a partir da migragao
de células epidérmicas para o local da lesdo (aproximadamente de 6 a 12hpa — horas pds
amputacdo). Entre o primeiro e o segundo dia apds amputacao (1-2dpa), forma-se uma capa
epidérmica apical (CEA) espessa e um tecido mesenquimal (blastema) inicial subjacente a
epiderme da ferida (Figura 12). No terceiro dia p6s amputacdo (3dpa), o blastema formado
é composto por um pool de células desdiferenciadas (fibroblastos e escleroblastos) que
proliferaram e migaram ao longo do eixo proximal-distal. A partir do quarto dia pos
amputacdo (4dpa), as células mesenquimais na zona proximal respondem aos sinais de re-
diferenciacdo tecidual para restabelecer estruturas ausentes, enquanto as células
mesenquimais na zona mais distal permanecem desdiferenciadas e ndo-proliferativas. E
possivel observar caracteristicas de re-diferenciacdo tecidual com estabelecimento da
pigmentacado de estruturas ésseas na nadadeira caudal em 6dpa (Figura 10-B). Nos estagios
avangados, o crescimento se prolonga rapidamente em direcdo distal até atingir o tamanho
original da nadadeira (PFEFFERLI; JAZWINSKA, 2015; NECHIPORUK; KEATING,
2002; AZEVEDQO; SOUSA; JACINTO, 2012; BECERRA, 1996).

Figura 12 — Eventos sequenciais da regeneracdo dos raios dérmicos da nadadeira caudal.
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Os escleroblastos sdo células secretoras de matriz 6ssea dérmica que se alinham
proximo a membrana basal da lepidotriquia em dois dominios laterais, e contribuem para o
crescimento do hemisegmento. Sabe-se que os sinais de padronizacdo permitem que as
células precursoras de escleroblastos se diferenciem e proliferem durante a regeneracdo dos
raios dérmicos (BECERRA et al., 1996; NECHIPORUK; KEATING, 2002; SMITH et al.,
2006).

As interacOes entre inumeras vias de sinalizacdes envolvidas na regeneracdo podem
regular os eventos iniciais da organizacdo do epitélio da ferida e a formacao do blastema
durante a regeneracio de apéndices (PFEFFERLI E JAZWINSKA, 2015; WEHNER;
WEIDINGER, 2015). Evidéncias sugerem que as vias de sinalizagdo de Wnt/p-catenina,
FGF e BMP sdo necessarias para promover a regeneracdo adequada dos apéndices,
entretanto, pouco se sabe sobre os sinais moleculares iniciais que atuam na cascata de
sinalizacdo da regeneracdo (SMITH et al., 2006; POSS; SHEN; NECHIPORUK, 2000;
KAWAKAMI; RODRIGUEZ ESTEBAN, 2006).
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Os fatores transcricionais expressos no inicio da regeneracdo podem ser localizados
em dominios proximais e distais na camada basal da epiderme da ferida por meio da
modulacéo da via de sinalizacdo FGF e Wnt. O fator transcricional lefl (via Wnt canénica)
assemelha-se ao padrdo de expressdo do sonic hedghog (SHH) nos subtipos celulares
epidérmicos proximais que orientam eventos mesenquimais do blastema subjacente,
enquanto os subtipos celulares distais que expressam wnt5b e pea3 atuam limitando a
regeneracdo. Tem sido postulado que a sinalizacdo de FGF regula positivamente e
negativamente a sinalizacdo da via Hedgehog (Hh) mantendo a expressdo de SHH na
epiderme proximal e restringindo a sua expressdo na epiderme distal por meio da via
FGF/Ras com a inducdo da expressao de pea3 e wntbb (STOICK-COOPER et al., 2007,
LEE et al., 2009; POSS et al., 2000; POSS; KEATING; NECHIPORUK., 2003).

Apesar das vias de sinalizagdo Wnt/p-catenina, FGF, Hh, acido retindico (RA) e
BMP desempenharem importantes papéis durante a regeneracdo (ROMERO et al., 2018),
tem sido destacado que a via de ROS pode atuar como candidato na ativacdo dos eventos
iniciais da regeneracdo, modulando outras vias de sinalizacdo downstream, tais como Wnt/p-
catenina e FGF em modelos de estudo de regeneracdo da cauda (CHEN; LOVE; AMAYA,
2014; LOVE et al., 2013; ROMERO et al., 2018). Além disso, os niveis de ROS podem
desencadear estimulos para apoptose e ativar a via c-Jun N-terminal Kinase (JNK)
envolvidos tanto no crescimento e morte celular durante a regeneracdo (GAURON et al.,
2013, SON et al., 2013).

1.4 A producao de espécies reativas de oxigénio

As principais espécies reativas de oxigénio (ROS, sigla em inglés) intracelulares
descritas s&o: 0 anion superoxido ("O2’), peroxido de hidrogénio (H20>) e o radical hidroxila
(‘'OH-). As ROS séo produzidas pela reacédo reduzida do oxigénio molecular (O2) resultando
na formacao do radical Oz reativo (DROGE, 2002). O radical "O, é rapidamente convertido
a H>0> durante o processo de dismutacdo catalisado pela enzima superéxido dismutase
(SOD, sigla em inglés) e, desta maneira exibe uma meia vida mais curta em comparagédo
com H202 (ARNHOLD e FLEMMING,2010). Posteriormente, o H.O> pode ser convertido
para 0 "OH" pela reagédo de Fenton (LIN; WUPUTRA; YOKOYAMA, 2018).
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As fontes produtoras de ROS estdo localizadas em organelas, que incluem (i)
mitocdndria, (ii) peroxissomos, (iii) reticulo endoplasmatico e (iv) fagossomos. Por outro
lado, as ROS podem também ser produzidas a partir de ciclos de reacdes das oxidases e
oxigenases (HOLMSTROM; FINKEL, 2014; LIN; WUPUTRA; YOKOYAMA, 2018).

As enzimas oxirredutases podem produzir ROS como subproduto de uma reacéo
oxidativa especifica ou de uma variante disfuncional da enzima, como xantina oxidase e
ciclooxigenase (SEDEEK et al., 2013). Identificaram-se varias outras enzimas produtoras
de ROS intracelular em células de mamiferos, tais como lipoxigenase (KUKREJA et al.,
1986), enzima do citocromo P450 (PUNTARULO; CEDERBAUM, 1998), oxido nitrico
sintases (POU et al., 1992), xantina oxidase (BERRY; HARE, 2004) e principalmente a
enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase (ZAFARI; USHIO-
FUKAI; AKERS,1998).

A NADPH oxidase é a principal produtora de ROS a partir da subunidade de NOX
localizada na membrana celular que desencadeia ativacdo localizada da rede sinalizagao
redox (DICKINSON; CHANG, 2012; EWALD, 2018). A subunidade NOX (gp91phox) é
um complexo proteico transmembrana ligante da NADPH oxidase que geralmente produz
superoxido (02) (KUCERA et al., 2015), mas acredita-se que NOX também pode ser
ativado pela molécula de ROS (JIANG; ZHANG; DUSTING, 2011).

Atualmente, existem sete isoformas de NADPH oxidase (NOX 1-5, Duox1-2) que
diferem em relacéo a subunidade de proteinas de ligacdo ao complexo, distribuicdo tecidual,
localizacéo intracelular e a formacéo de ROS (Figura 13) (SEDEEK et al., 2013, KONIOR
etal., 2014).

Ao contrario das isoformas NOX 1-4, NOX5 e DUOX1-2 independem da subunidade
p22phox para atividade da enzima NAPDH oxidases (AMEZIANE-EL-HASSANI,
MORAND; BOUCHER,2005; TOUYZ; BRIONES; SEDEEK, 2011). As isoformas NOX5
e DUOX apresentam um dominio EF-He de ligagdo ao calcio (Ca?") intracelular para sua
ativacdo. Entretanto, somente a DUOX1-2 contém um dominio de peroxidase adicional
(KAWAHARA; QUINN; LAMBETH, 2007; DE FARIA e FORTUNATO, 2020).

A subunidade reguladora de NOX denominada de p47phox (NOXO1) requer
associagdo com outros componentes reguladores que incluem o p67phox (NOXAZ1),
p40phox e Rac2 para ativacio do complexo NOX2/p22phox (CHENG et al., 2001; BANFI
et al., 2003). A proteina p47phox (NOXO1) ativada liga-se a subunidade p22phox atuando
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como adaptadora para permitir associagdo da p67phox (NOXALl) ao complexo
transmembrana NOX1-2 (BRANDES; WEISSMANN; SCHRODER, 2014).

Figura 13 — Estrutura das isoformas de NADPH oxidase na membrana celular
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Somente 0 complexo NOX3 pode ser ativado pela p47phox na auséncia de
subunidades reguladoras (CHENG; RITSICK; LAMBETH, 2004). A atividade da NOX4,
por sua vez, depende fortemente da subunidade p22phox tornando-se ativa
constitutivamente na auséncia de cofatores regulatérios (BRANDES; WEISSMANN;
SCHRODER, 2014).

Em contrapartida a producédo de ROS por NADPH oxidases (NOXs), acredita-se que
os complexos I (coenzima NADH) e 111 (citocromo ¢ peroxidase) da cadeia de transporte de
elétrons mitocondrial contribuem para producdo de ROS na mitocondria (mtROS), seja
como subproduto do metabolismo oxidativo ou como componentes envolvidos em vias de
resposta imune, inflamacdo e apoptose (DAN DUNN et al., 2015; HOLMSTROM,;
FINKEL, 2014).

A cadeia de transporte de elétrons mitocondrial (ETC, sigla em inglés) contém quatro

complexos multiproteicos (complexos I-1V) e uma série de transportadores de elétrons
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especificos que incluem principalmente as flavoproteinas (NADH) e citocromos envolvidos
no estado redox (LIU; FISKUM; SCHUBERT, 2002). O complexo | (NADH) produz "Oy
exclusivamente na matriz mitocondrial, enquanto o complexo Il na matriz ou no espaco
intermembranar (SENA; CHANDEL, 2012).

Diferentes inibidores da via de ROS tém sido utilizados em varios experimentos in
vitro e in vivo para avaliar o seu papel em diversos processos bioldgicos ou patologicos. O
Difenileno iodénico (DPI, sigla em inglés diphenyleneiodonium) tem sido frequentemente
utilizado para inibir a formacdo de ROS mediada pela enzima NOX da membrana plasmética
e da cadeia de transporte de elétrons mitocondriais (LI; TRUSH et al.,1998). Além disso, 0
DPI é considerado um farmaco inibidor de flavoproteinas inespecifico por bloguear a
producdo de ROS de varias outras enzimas que contém flavina, como citocromo P450
redutase,pea 6xido nitrico sintase (NOS), xantina oxidase (WIND et al., 2010; KIRCHNER
etal.,, 2012, LI; TRUSH et al.,1998).

De acordo com Li e Trush et al., (1998), evidéncias sugerem que o DPI é um potente
inibidor da respiracdo mitocondrial em células intactas por reduzir a producéo de superoxido
através do bloqueio da atividade do complexo mitocondrial I (NADH - ubiquinona
oxidoredutase). Um estudo de Kirchner et al., (2012, p.5) demonstrou que o DPI reduz
fortemente a produgdo intracelular de ROS em neutréfilos isolados e incubados em
comparacao a outros inibidores.

O DPI inibiu fortemente todas as isoformas de NOX em ensaios celulares (JAQUET
etal., 2011, AUGSBURGUER et al.,2019). Um outro farmaco inibidor de ROS, VAS2870,
inibiu todas as isoformas de NOX, exceto NOX-3, sugerindo que todas as isoformas
apresentam caracteristicas comum, mas nao compartilhadas por NOX-3 (AUGSBURGUER
et al.,2019).

Entretanto, as desvantagens do DPI sdo em relacdo a falta de especificidade e
toxicidade in vivo, levando a efeitos inespecificos durante a exposi¢do de longo prazo.
Portanto, sugere-se que o uso do DPI pode ser mais adequado para experimento in vitro com
um prazo curto de incubacdo (JAQUET et al., 2011; JAQUET et al., 2009)

O mecanismo de acdo do DPI atua na aceitacdo de um elétron do FAD que forma um
radical que se liga de forma covalente e irreversivel com o0 FAD (AUGSBURGUER et
al.,2019). Em contraste, o VAS2870 modifica o agrupamento tiol de residuos de cisteinas

por alquilacdo que estdo identificados no receptor de rianodina (RYRL1) e, além disso,
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modifica diretamente o tiol da subunidade p47phox do complexo NOX (Figura 14)
(BRANDES; WEISSMANN; SCHRODER, 2014).

Atualmente, o farmaco VAS3947 é o novo derivado do VAS2870 com mais
solubilidade, bloqueando a atividade da NADPH oxidase em baixas concentragdes e néo
interferindo nas atividades de outras flavoenzimas, como a xatina oxidase e oxido nitrico-
sintase endotelial (WIND et al., 2010)

Figura 14 — Sitios de acéo de farmacos inibidores da via ROS.
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Fonte: Adaptado de BRANDES; WEISSMANN; SCHRODER, 2014.

1.5 Os mecanismos da sinalizacédo da via de ROS na regeneracao

Acreditava-se que ROS era apenas um subproduto prejudicial do metabolismo no
desenvolvimento de diversas condicGes e complicacGes patoldgicas. Porém, tem-se relatado
um papel de ROS na homeostase celular para a ativagdo de vias de sinalizagdo e fatores
transcricionais downstream envolvidos em diferentes processos bioldgicos (DROGE, 2002;
KULTZ, 2005).

A producédo de ROS mediada pela NADPH oxidase atua na modulacdo de diversas
vias de sinalizagdo intracelular sensiveis ao redox. Os mecanismos de sinaliza¢do redox
dependem da intensidade e duragdo do sinal, podendo ativar o processo de reparagao
tecidual, proliferacdo celular, diferenciacdo e migracdo ou promover a apoptose (JIANG;
ZHANG; DUSTING, 2011). Além disso, ROS pode afetar diretamente a sinalizacdo de
quinases modificando residuos especificos de cisteinas (Cys) dependentes de redox
(GIANNONI et al., 2005; HOLMSTROM:; FINKEL, 2014).
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Os niveis intracelulares de ROS tém sido correlacionados ao potencial regenerativo
das células-tronco durante a homeostase celular. Acredita-se que niveis basais de ROS
permitem o equilibrio entre a saida da quinescéncia e a diferenciacdo celular. Contudo, o
acumulo dos niveis moderados de ROS podem induzir a senescéncia pela via MAPK p38 e
comprometer a regeneracao. J& o acumulo de niveis altos de ROS resulta em apoptose (TA;
SUDA, 2018). Dessa forma, os niveis regulados de ROS podem sensibilizar a diferenciacao
e o destino das células progenitoras hematopoiéticas através da via INK (OWOSU-ANSAH;
BANERJEE, 2009).

Um estudo em Drosophila mostrou que a injuria tecidual na asa induz niveis de ROS
necessarios para a promocao da regeneracdo. No tecido lesionado, as células proximais que
recebem altos niveis de ROS sofrem apoptose, enquanto células distais ao local da lesdo que
apresentam niveis mais baixos de ROS respondem a atividade regenerativa. Os autores
demonstram que altos niveis de ROS ativam a via quinase Ask1 (pro-apoptdtica) em células
proximas a lesdo, enquanto células distais recebem niveis inferiores de ROS e respondem
com uma atenuacdo da via Askl (pro-regenerativa) necessaria para estimular p38 e ativar
parcialmente a via JNK (SANTABARBARA-RUIZ et al., 2019).

Diversos outros estudos tém investigado o papel da via de sinalizacdo de ROS durante
0 processo da regeneracdo epimdrfica em diferentes organismos modelo, como salamandra
(AL HAJ BADDAR; CHITHRALA; VOSS, 2018), zebrafish (YOO et al., 2012; ROMERO
etal., 2018; GAURON et al., 2013; MEDA et al., 2016) e Xenopus (Tabela 1) (FERREIRA
etal., 2018; LOVE et al., 2013).

No modelo larval de zebrafish, a injuria tecidual promove liberagdo de ATP, causando
uma elevacéo do célcio intracelular (Ca*) que ativa o complexo DUOX para a producéo de
H20>. A producdo H,O> atraem leucdcitos para ferida e ativa uma familia quinase Src (SFK)
Lyn que funciona como um sensor redox nos leucécitos (ROEHL, 2018). A inibicdo
transitéria de ROS 1 (uma) hora apds a lesdo (hpl) diminuiu a atividade de SFKs no epitélio
e prejudicou a regeneracdo tardia em 72hpl (YOO et al., 2012).

A producdo de ROS pode ser sustentada durante o processo de regeneracdo da
nadadeira caudal do peixe zebrafish adulto (GAURON et al., 2013). Neste estudo, 0 ROS
pode estabelecer duas vias independentes (apoptose e JNK) para a proliferacdo
compensatéria das células epidérmicas no tecido regenerativo, funcionando como vias

downstream de ROS. A inibicdo de ROS impactou na expresséo de fatores de pluripoténcia
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de células-tronco, como o fator kif4 e deiodinase 3 (dio3). Além disso, teve impacto na
reducdo de fgf20 e sdfl e aumento de gf2b e wnt10a semelhante a inibigdo por apoptose.
Enquanto o estudo de ROMERO et al. (2018, p.4) demonstrou que a inibi¢do de ROS reduziu
a expressdo de ptchl, raldh2, tcf7 e pea3 apds a amputacdo da cauda na fase larval do
zebrafish.

Durante a regeneracdo da caudal do girino Xenopus, a producdo de H20; induzida pela
amputacdo sustentou a ativacdo da via de sinalizacdo Wnt/B-catenina por 24 horas. A
inibicdo de ROS impactou na redugéo da expressao do Fgf20 que resultou na diminuigdo da
regeneracdo da cauda. Portanto, as vias de sinaliza Wnt/p-catenina e FGF podem funcionar
como vias de ativacdo dowstream a producdo de ROS (CHEN; LOVE; AMAYA., 2014).
Foi observado que a sinalizacdo de Wnt/B-catenina pode ser modulada por ROS a partir de
uma proteina Nrx (Nucleoredoxina) (FUNATO et al., 2006).

A sinalizacdo redox via ROS e fator indutivel por hipoxia (HIF1la) tem um papel
essencial na regulacdo da proliferacdo celular durante o desenvolvimento inicial da
regeneracdo (COFFMAN; SU, 2019). Sabe-se que o HIF1a € responsivo em condicdes de
hipdxia e essa condicao impede sua hidroxilagdo pela HIF prolil hidroxilase (HPH) evitando
sua degradacdo (PAPANDREOQU et al., 2006). Foi reportado que ROS intracelular pode
regular negativamente a degradagdo de HIFla por inibir a atividade da HPH, e assim,
permitir seu acimulo no nacleo para ativacdo de seus genes alvos (KIM et al., 2006;
SEMENZA et al., 1996; GREER et al., 2012).

A producao sustentada de ROS por 24 hpa sdo necessarias para regeneracao da medula
espinhal e cauda de embriGes axolote. O tratamento com 4 pM de DPI diminuiu
significativamente os niveis de ROS em 24hpa em comparacao ao controle. Ja o tratamento
com DPI por 3dpa impactou na reducdo da regeneracdo. Além disso, observaram que a
atividade de NOX afeta a mitose celular na medula espinhal e da epiderme da cauda de
axolote, sugerindo que ROS possa ter genes alvos envolvidos na proliferacdo celular (AL
HAJ BADDAR; CHITHRALA; VOSS, 2018).

Portanto, ROS parece funcionar como uma via que coordenar uma rede de
sinalizacdo redox que ativa genes de proliferacdo e diferenciacdo celular para uma
regeneracdo inicial eficiente. Contudo, 0s mecanismos responsaveis por essa coordenacao
durante o processo inicial da regeneragéo de nadadeiras em modelos adultos ainda ndo foram

esclarecidos.
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Tabela 1 — Os principais estudos da via de sinalizacdo de ROS na regeneracao de apéndices

Espécies Apéndices Inibidor de ROS  Resultados Conclusbes Referéncia
Embribes de Cauda VAS2870 (5uM) Os niveis de ROS foram mantidos por A sinalizacdo de ROS é necesséria paraa AL HAJ BADDAR;
axolote DPI (4uM) 24hpa, mas diminuiram a niveis basais regeneracdo da cauda de axolote com CHITHRALA: VOSS
(Estagio 42) entre 2dpa a 7dpa. Somente embriGes importante papel na proliferacdo celular ' ’

tratamento com DPI (4uM) por até 3dpa durante a fase inicial da regeneracao. 2018

apresentaram diminuigdo significativa da

regeneragdo da cauda e medula em 7dpa.
Larvas de Cauda DPI (100pM) O pré-tratamento com DPIl iniciando1 A sinalizacdo de ROS, SFK e célcio YOO etal., 2012
Zebrafish hora antes e terminando 1 hora ap6s a induzida pela lesdéo é necesséria para

lesdo, prejudicou a regeneracgdo tardiaem regeneracdo epimorfica na nadadeira

3dpa. Larvas tratadas com DPI por 2 hpl caudal do zebrafish. Além disso, SFK

prejudicou a atividade de SFK no epitélio (Lyn) atua como um receptor para

da ferida, demonstrando que a inibicdo da sinalizacdo de ROS.

sinalizacdo de ROS e SFK prejudica a

proliferacdo do blastema durante a

regeneracao.
Larvas de Cauda DPI (100-150uM) O tratamento com 150 pM de DPI As interagBes regulatorias mediadas ROMERO et al., 2018
Zebrafish iniciando 1 h antes da excisdo até 1 hpe é por ROS tém funcdes especificas durante

suficiente para reduzir a regeneragdo em
50%. A expressao de ptchl, ihhb, raldh2,
tcf7 e pead induzida pela ferida é reduzida
apos o tratamento com DPI. A inibicdo de
SFK diminui a expressdo dos transcritos
ptchle ihhb.

a regeneracdo da cauda. A sinalizacdo de
ROS/SFK pode atuar upstream as vias
Hedgehog, FGF, Wnt/B-catenina e RA.
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Zebrafish

adulto Cauda
Zebrafish Cauda
adulto

Larvas de Cauda
zebrafish

Girinos de Cauda
Xenopus

DPI (1uM)
VAS2870 (1puM)

VAS2870 (1uM)

DPI (100uM)
VAS2870 (20uM)

DPI (2uM)
APO (200uM)

O tratamento com VAS2870
reduziu significativamente a producéo de
ROS com impacto no tamanho do
regenerado em 72hpa. Houve reducdo da
expressao do fator kIf4, dio3, Fgf20 e sdfl
e aumento de igf2b e wnt10a em 18hpa.
A inibicdo de ROS também reduziu a
proteina P-JUN (via JNK) e do nimero de
células apoptéticas.

A denervagdo reduziu os niveis de ROS
no plano da amputagdo a 17hpa, inibindo
a capacidade regenerativa da nadadeira
caudal em 3dpa. O tratamento HH-i
(ciclopamina) reduziu os niveis de ROS
as 16hpa, enquanto o tratamento com
VVAS2870 reduziu o numero de células
Shh positivas em 48hpa e o crescimento
dos axdnios durante a regeneracao.

O tratamento com DPI e VAS2870
reduziu significativamente a producéo de
ROS (H20.) na ferida apds lesdo. A
inibicdo de ROS atenuou o recrutamento
de leucdcitos durante a resposta inicial a
lesdio. O knockdown DUOX reduziu
significativamente a producéo de H,O- e
0 numero de leucécitos recrutados para
nadadeira caudal apds a leséo.

O Tratamento com DPI e APO por 3dpa
reduziu significativamente os niveis de
ROS em 12hpa, resultando no

A sinalizagdo de ROS atua
upstream as duas vias paralelas distintas
envolvidas na inducdo de apoptose e
ativacgdo da via JNK. Ambos os eventos
atuam impactam nas vias Wnt, SDF1 e
IGF, enquanto a apoptose afeta apenas a
expressdo do marcador progenitor.

Os nervos periféricos controlam os
niveis de ROS que por sua vez, regulam
0 crescimento dos nervos durante a
regeneracdo.  Além  disso, ROS
influenciam na via de sinalizacdo
hedgehog  cooperando  para o0
crescimento e  coordenacdo  da
inervacdo na regeneracao.

A produgdo de H,O, mediada pela
DUOX é necessaria para o recrutamento
rapido de leucdcitos na ferida.

A produgdo de ROS induzida por
amputacao é necessaria para sinalizagao
de da via Wnt/B-catenina, contribuindo

GAURON et al., 2013

MEDA et al., 2016

NIETHAMMER et al.,
2009

LOVE et al., 2013
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MCI (200uM)
.. DPI (1pM
Girinos de Cauda Trolcsxlzss)o pHM)
Xenopus

comprometimento da regeneracdo da
cauda em 7dpa. Houve diminuicdo da
expressdo de fgf20 (alvo da via Wnt/p-
catenina) nos girinos tratados com
inibidores.

O tratamento com DPI em girinos (st.
40-41) diminuiu significativamente o
influxo de O, em 6hpa e 24hpa, resultando
no aumento (0-31%) de fendtipos com
inibicdo da regeneracdo em 7dpa. O
tratamento com inibidor da ligacdo de
HIF-1a ao DNA por 15minpa demonstrou
aumentos dos fenotipos com inibigdo da
regeneragdo em 7dpa. Entretanto, o0s
girinos refratarios (st.45-46) tratados com
DMOG (20 pM) resultou na diminuicdo
da frequéncia de fendtipos com inibicdo
da regeneracdo (33-7%). O tratamento
com DPI reduziu significativamente a
hipéxia e os niveis de HIF-lo em
comparagéo ao controle.

para 0 inicio do programa de
regeneracdo da cauda dos girinos de
Xenopus.

HIF-1a é necesséria e suficiente para
induzir a regeneracgdo, sugerindo como
candidato downstream da via de ROS.

FERREIRA et al., 2018

DPI: Inibidor difenileno ioddnico; dpa: dia pds amputacao; SFK: familia de tirosina quinase Src; FGF: fator de crescimento fibroblastico; RA: &cido retindico; INK: c-
Jun N-terminal cinase; SDF1.: fator derivado do estroma da medula 6ssea; IGF: Fator de Crescimento Insulinico; HIF-1a: fator induzivel por hipéxia-1a; DMOG: Inibidor

dimethyloxallyl glicina.
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1.6 Anédlise de RNA-seq para estudos da regeneracéo de apéndices

O sequenciamento de RNA (RNA-seq) tem proporcionado uma variedade de
aplicacOes tecnoldgicas com diferentes estratégias de analise de dados que dependem do
delineamento da pesquisa. Pode-se utilizar os dados de RNA-seq para analise de expressdo
génica e identificar novos transcritos expressos a partir do perfil de transcriptoma anotado
ao genoma de referéncia, como o genoma humano (CONESA et al., 2016, HRDLICKOVA,;
TOLOUE; TIAN, 2017).

O transcriptoma refere-se ao conjunto de transcritos que incluem os RNA mensageiro
(mRNA), RNAs ndo codificantes (nCRNA) e pequenos RNA (sRNA) que podem ser
quantificados em niveis de expressdo em determinados organismos, tecidos e células sob
diferentes condi¢des que proporcionam compreender os eventos regulatérios que ativam
determinados programas biol6gicos (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009).

A abordagem transcriptdmica por RNA-seq tem sido utilizada para identificacdo de
padrdes de ativacdo de genes e vias de sinalizacdo envolvidas em diferentes fases ou
condicdes da regeneragdo em muitos organismos (COLAK et al., 2020; KANG et al., 2016;
DARNET et al., 2019). Em salamandra, os dados do transcriptoma puderam oferecer
informacdes de sequéncia génica completa de 88% dos genes do genoma de axolote
(BRYANT et al., 2017). De acordo com o estudo de SHI et al., 2020, andlise de
sequenciamento de mRNA permitiu a identificagdo de 71 genes reguladores precoces da
regeneracdo de nadadeiras do peixe zebrafish.

Usando essa abordagem, foi possivel sugerir genes candidatos a efetores da memoria
posicional da nadadeira caudal em zebrafish adulto. A memdria posicional € recapitulacdo
de propriedades espaciais do tecido ndo lesado requerendo que as células regulem a
proliferacdo de acordo com esse padrdo durante a regeneracdo. Neste estudo, os dados de
RNA-seq possibilitaram a identificacdo de sete fatores de transcrigéo tais como dIx5a, dIx6a,
meisla, msxla, hoxbl13a, raraa e Imxlbb envolvidos na padronizacdo de apéndices em
desenvolvimento (RABINOWITZ et al., 2017).

DARNET et al. (2019), com base na analise comparativa do RNA-seq demonstraram
que o blastema de 3dpa do Polypterus versus salamandra compartilham um programa
genético semelhante durante os estagios iniciais da regeneracdo com uma lista de 194 genes
especificos da regeneracdo encontrados entre ambos os blastemas. Além disso, o

enriquecimento do conjunto de genes especificos compartilnados na regeneracdo esta
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associado a varias vias de sinalizac&o, principalmente a sinalizacao da via de ROS. Em outro
estudo, também foram encontrados genes que codificam moléculas de sinalizacédo das vias
de FGF, SHH e BMP que estdo envolvidas na regeneracdo e durante o desenvolvimento
embrionario (KATOGI et al., 2004)

Além disso, a abordagem molecular pode ajudar a elucidar os mecanismos
intrinsecos ao desenvolvimento esquelético dos raios dérmicos para 0ssos endocondrais em
tetrapodes. Haja vista que as alteracdes esqueléticas foram observadas na transicdo de
nadadeiras de peixes para membros tetrapodes durante a evolucdo dos apéndices (WOOQOD;
NAKAMURA, 2018).

Recentemente, tem-se buscado compreender com estudos da regeneracdo o perfil de
expressao génica durante os eventos iniciais da regeneracdo nos apéndices pareados de
organismos modelo de desenvolvimento que integram a classe Actinopterygii. No entanto,
poucos estudos tém explorado compreender os eventos moleculares compartilhados e

distintos da regeneracdo endocondral versus raios dérmicos em Polypterus senegalus.
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2

HIPOTESES

e O programa genético dos raios e endoesqueleto empregam mecanismos moleculares

distintos durante a regeneracdo de nadadeira pareadas em Polypterus senegalus

e A viade sinalizacdo de ROS tem um papel na regeneracdo de nadadeira pareadas

em Polypterus senegalus
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3 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o programa genético utilizado na regeneragédo de nadadeiras pareadas em
Polypterus senegalus.

3.1 Objetivos especificos:

- Identificar o programa genético do endoesqueleto e raios dérmicos na regeneracdo
de apéndices pareados em Polypterus a partir da analise de transcriptoma;

- Analisar o papel da via de ROS na regeneragéo de apéndices pareados em Polypterus.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencgdo e manutengdo dos animais

Os peixes Polypterus senegalus juvenis (5-8 cm) e os zebrafish foram obtidos em lojas
de aquarismo autorizadas e armazenados em instalagdes adequadas do Laboratorio de
Evolucdo e Desenvolvimento (LED)/UFPA. Os animais foram mantidos em tanques
individuais no equipamento com sistemas de filtragem da agua e alimentados duas vezes por
dia. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as determinag0es do comité
de ética em pesquisa com animais de experimentacdo da Universidade Federal do Para
(protocolo no. 037-2015).

4.2 Inibicédo farmacologica da via de ROS

Os animais foram anestesiados em solucéo Tricaina 0,1 % para amputagdes a nivel do
exoesqueleto (raios) na nadadeira peitoral do Polypterus e nadadeira caudal do peixe
zebrafish. Apos o procedimento, 0s animais recuperados da anestesia foram transferidos para
0 recipiente com 150 ml da droga.

Utilizamos dois grupos de tratamento: o grupo controle e o grupo tratado. No grupo
controle, utiliza-se o veiculo dimetilsulfoxido (DMSO) a 0.10% que foi o diluente utilizado
para preparar a solucao estoque do inibidor diphenyleneiodonium (DPI). No grupo tratado,
o DPI (#D2926, Sigma) foi diluido a uma concentragédo estoque de 20uM para preparacao
de aliquotas e armazenado em freezer -80°C. Durante 0 experimento, os animais foram
mantidos no escuro e retornardo a luz por 2 hora para alimentacéo e renovagao do farmaco.

Devido a toxicidade do farmaco DPI com 4uM por trés dias, realizamos curvas de
dose de 2uM de DPI por 3dpa (dias pos amputacgéo) e 4uM por trés horas antes da amputacéo
até 2dpa para caracterizar a via de ROS na regeneracdo de nadadeira pareadas em Polypterus.
Em zebrafish, foi utilizada curva de dose 1M por 3dpa de acordo com estudo de Gauron et
al. (2013).

4.3 Quantificacdo da regeneragdo da nadadeira

A regeneracdo do exoesqueleto de nadadeiras peitorais e caudal foi monitorada por
meio de fotografias na cadmera Canon EOS SL2 em diferentes estagios da regeneracdo.
Posteriormente, realizamos a medida a area da superficie do blastema em milimetros

quadrado (mm?) subsequentemente dividida pelo comprimento do plano de amputagdo ao

33



quadrado de cada peixe de acordo com estudo de Gauron et al. (2013). As imagens da area

regenerada foram medidas utilizando o software ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/).

4.4 Obtencdo RNA total das triplicatas biologicas

A extracdo de RNA total por TRIzol Reagent (Life Tecnologies) foi realizada a partir
de triplicatas biologica de apéndices pareados dos raios e do endoesqueleto em Polypterus.
Portanto, foram realizadas amputacdes bilaterais dos raios (3 amostras composta de 4 tecidos
dos raios) com blastema em 3dpa e Odpa (tecido maduro) e do endoesqueleto (3 amostras
composta 8 tecidos do endoesqueleto) do blastema em 3dpa e Odpa (tecido maduro). O painel
mostra as amputacOes dos raios de nadadeira em Polypterus para obtencdo de triplicatas

bioldgica (Figura 15). Posteriormente, as amostras bioldgicas foram quantificadas (ng/ul)
em espectrofotométrico Biodrop (Biochrom).

Figura 15 — Painel obtidos das amostras coletadas durante a regeneracdo dos raios da nadadeira em Polypterus

Blastema

I

I

escala 4mm
Fonte: Laboratério de evolugdo e desenvolvimento — UFPA

4.5 Sequenciamento de mRNA

O sequenciamento de MRNA do endoesqueleto de nadadeira pareadas em Polypterus
foi realizada de acordo com o estudo de Darnet et al., 2019. As bibliotecas para o
sequenciamento de RNA dos raios foram construidas a partir de triplicatas biolégicas com
1ug de RNA total de acordo com protocolo da Illumina TruSeq® Stranded mRNA sample e
adaptadores Illumina TruSeq® single indexes set A. As bibliotecas foram quantificadas

utilizando kit de ensaio Qubit™ e os fragmentos foram analisados pelos ensaios
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d1000 screentape (Agilent Technologies). As amostras foram sequenciadas em 4 canaletas
(“lanes”) pela plataforma Illumina Nextseq 500/550 com 150 ciclos de modo paired-end e
com reads de tamanho 2x75 pares de base (pb) de comprimento. O output do
sequenciamento foi desmultiplexado utilizando o software bcl2fastq para identificacdo das
corridas que geraram 48 arquivos no formato FastQ.

4.6 Processamento das leituras do sequenciamento

Os relatérios das andlises de qualidade das leituras foram realizados pela ferramenta
FastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) antes e apds o
processamento das reads pelo software Trimmomatic (BOLGER; LOHSE; USADEL,
2014). Os dados brutos obtidos do sequenciamento foram processados pelo software
Trimmomatic para remocdo das bases de baixa qualidade e das sequencias de adaptadores
da Hlumina TruSeq utilizados durante o sequenciamento de acordo com 0s parametros
informados: Utilizou-se HEADCROP:11 para remover 11 bases de baixa qualidade no
inicio da sequéncia, MINLEN 50 para eliminar reads com comprimento abaixo de 50 pares
de base (pb), ILLUMINACLIP: Truseq3-PE.fa:2:30:10 para remocédo dos adaptadores da
[llumina e SLIDINGWINDOW:4:20 para retiradas de bases com escore inferior a Q < 20
phred com leitura em intervalos intercalados de quatro base.

4.7 Montagem do transcriptoma de novo

A montagem de novo das sequéncias foi realizada pelo software Trinity com tamanho
minimo de contigs de 200pb e cobertura k-mer3(GRABHERR et al., 2011). A qualidade da
montagem foi avaliada pelas ferramentas assembly-stats e BUSCO (SIMAO et al. 2015)
com banco de dados de metazoarios. A anotacdo das sequéncias montadas por similaridade
foi realizada utilizando a ferramenta BLASTX ((cut-off de 1e-3) no banco de dados
proteoma humano (Homo Sapiens GRCh38). O mapeamento das reads contra o
transcriptoma montado foi realizado pela plataforma CLC Bio Genomics Workbench
(Qiagen) para andlise de expressdo génica diferencial, no qual utilizou-se as estatisticas de
transcritos por milhdo (TPM, do inglés transcripts per million) e a variacdo na expressao
(FC, do inglés fold change). Os genes upregulated tiveram valores de p-value ajustado FDR
<0.05e FC > 2, enquanto os genes downregulated tiveram valores de p-value ajustado FDR
<0.05eFC<-2.
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4 RESULTADOS

4.1 Qualidade dos reads e da montagem do transcriptoma de novo

A plataforma da Illumina Nextseq 500/550 gerou um total 292.620.100 paired-end
reads brutas com 75pb de comprimento que representa aproximadamente 48 milhdes de
reads por biblioteca. A analise de qualidade do sequenciamento pelo FastQC. foi realizada
antes (pré-processamento) e depois (pOs-processamento) da trimagem. No pos-
processamento foi obtido total de 228.974.777 reads de alta qualidade com um
aproveitamento de aproximadamente 76% dos dados brutos (Tabela 2).

Tabela 2 — Anélise de qualidade das sequéncias antes e depois da trimagem

Condigao Pré-processamento Pds-processamento Aproveitamento
Amostra N° Sequéncias N° Sequéncias Valor (%))
Ps ul cat_rl.fastq 42657981 34072447 80%
Ps_u2_cat_rl.fastq 55151714 43606890 79%8
Ps u3 cat_rl.fastq 38903526 30279869 78%
Ps_3d1_cat_rl.fastq 44818930 34005301 76%
Ps 3d2_cat_rl.fastq 56379532 43845660 78%
Ps_3d3_cat_rl.fastq 54708417 43164610 79%

A andlise estatistica da montagem foi realizada assembly-stats que avalia a
quantidade de transcritos, o tamanho dos contigs, o conteldo de GC das sequéncias e 0
contigs N50 (Tabela 3). A analise qualitativa da montagem gerou 157.198 contigs com
tamanho médio 922,12 pb e 20.208 contigs N50 com 1.907 pb. O N50 corresponde
estatistica média ponderada dos todos os contigs de modo que 50% dos transcritos montados
apresentam valores iguais ou maiores que o comprimento N50 do contig (FERNANDES,
2015).
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Tabela 3 - A analise estatistica da montagem realizada pelo Assembly - Stats

Assembly Valor
Comprimento minimo do contig (pb) 201
Comprimento maximo do contig (pb) 24.499
Comprimento médio do contig (pb) 922,12
Desvio padrdo do comprimento do contig 1.278,25
Comprimento mediano do contig (pb) 413
Comprimento N50 do contig (pb) 1.907
NUmero de contigs 157.198
Numero de contigs >=1kb 38.451
Numero de contigs N50 20.208
Numero de bases em todos os contigs 144.955.433
Numero de bases em contigs >=1kb 97.790.820
Conteudo GC dos contigs (%) 41,9%

O controle de qualidade da montagem foi realizado utilizando o BUSCO (do inglés,
Benchmarking Universal Single Copy Orthologs) com banco de dados Metazoa (Tabela 4).
A ferramenta BUSCO fornece medidas quantitativas da integridade da montagem do
transcriptoma a partir da identificacdo de genes de grupos ortologos conservados de copia
Unica. O banco de dados BUSCO identificou 954 genes ort6logos, sendo 77,9 % de genes
de cdpia Unica e 98,5 % estavam completos na montagem. Entretanto, foram identificados 2
genes fragmentados e apenas 1,3 % dos genes ortdlogos nao foram encontrados ou estdo

incompletos.

Tabela 4 — Andlise quantitativa da montagem gerada pelo BUSCO

BUSCO N %
Genes completos 940 98,5
Genes completos de copia Unica 743 77,9
Genes completos de cdpia duplicada 197 20,6
Genes fragmentados 2 0,2
Genes perdido 12 1,3
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Total de genes 954

4.2 Andlise do programa genético da regeneracao dos raios e endoesqueleto

Um estudo em colaboracdo com os pesquisadores do Instituto de Hidrobiologia da
Academia Nacional de Ciéncias da China (LU et al., 2021) investigou os fundamentos
morfoldgicos e moleculares dos programas de regeneracdo dos raios e do endoesqueleto em
Polypterus adultos e juvenis. Os nossos dados em colaboragédo foram referentes aos dados
de transcriptoma dos raios e do endoesqueleto do grupo de Polypterus juvenis e, portanto,
serdo os dados discutidos nessa dissertacao.

No total, foram identificados 652 genes upregulated e 1119 genes downregulated
nos raios das nadadeiras em Polypterus (Figura 17— A). Entre as vias super-representadas, a
andlise de enriquecimento de ontologia génica do grupo de genes downregulated demonstrou
associacdo com especificacdo do destino celular epidérmico e a regulacdo negativa da
extensdo de axdnio, enquanto os grupos de genes upregulated foram associados ao processo

de biossintese de L-serina e ao complexo passageiro dos cromossomaos.

Figura 17 — Perfil de expressdo génica do programa de regeneracdo dos raios e endoesqueleto em Polypterus
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Fonte: LU et al., 2021.
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De todos os transcritos analisados no diagrama de Venn, 90.9% dos transcritos séo
compartilhados entre o programa de regeneragédo dos raios e endoesqueleto. Além disso, a
analise da via de KEGG (do inglés, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) demonstrou
que grande parte dos transcritos e vias de sinalizacdo dos raios também estdo envolvidas na
regeneragdo do endoesqueleto das nadadeiras, tais como sinalizacdo de WNT, TGFf e
spliceossomos. Enquanto 9.1% dos transcritos foram encontrados somente no blastema dos
raios e estavam correlacionados com as vias de sinalizacdo do metabolismo do acido
araquidoénico e a biossintese da aminoacil-tRNA (Figura 17 — B).

Ao comparar 0s niveis de expressdao de um conjunto de 745 genes que foram
comumente expressos no blastema dos raios versus endoesqueleto obteve-se uma correlagédo
moderada (Figura 18-A). Por outro lado, ao avaliar um conjunto de aproximadamente ~50
genes envolvidos na regeneracdo do endoesqueleto, observou-se uma diferenca significativa
no perfil de expresséo génica dos raios versus endoesqueleto embora exista semelhancas
morfoldgicas entre os programas de regeneracdo (Figura 18-B). Esses dados sugerem que
apesar de encontrarmos um numero consideravel de transcritos compartilhado entre os dois
programas de regeneracao, o perfil de expressao génica tem variado entre a regeneracao dos
raios e do endoesqueleto em Polypterus.

Figura 18 — Correlag6es do perfil de expressdo génica entre os programas de regenera¢do em animais juvenis
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Outra a comparagdo subsequente foi realizada com um conjunto de aproximadamente
~ 50 genes envolvidos na regeneracdo do endoesqueleto, no qual foram encontrados uma
baixa correlacdo na comparacdo entre a regeneracdo dos raios versus nadadeira de peixe
pulmonado e membros de salamandra (18 — C, D), sugerindo que h& diferencas no perfil de
expressao génica que proporciona o processo de regeneracdo em cada espécie.

No estudo de transcriptoma de Darnet et al. (2019, p.15110) foi demonstrado um
conjunto compartilhado de genes no blastema de 3dpa em Polypterus e salamandra que
permitiu a identificacdo de vérias vias de sinalizacdo envolvidas na regeneragéo,
principalmente a via de ROS, que foi enriquecida nos estagios iniciais da regeneracdo do
endoesqueleto de nadadeiras de Polypterus e, portanto, foi selecionada pelo nosso grupo

para investigar o papel de ROS na regeneracao dos raios em Polypterus.

4.3 Caracterizacao da via de ROS na regeneracgéo dos raios em Polypterus e Zebrafish

O estudo de Gauron et al. (2013) foi o Gnico até o presente momento que avaliou o
papel das ROS induzida por lesdes no exoesqueleto da nadadeira caudal em peixes zebrafish
adulto. O grupo submeteu o0s animais ao tratamento com inibidores farmacoldgicos da via
de ROS, tais como VAS2870 e DPI, e demonstrou efeito na reducdo do tamanho do

regenerado em 3dpa. Deste modo, iniciamos os estudos reproduzindo os experimentos com
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DPI em zebrafish adulto conforme o estudo de Gauron et al. (2013) para validar os resultados
experimentais com o farmaco.

No nosso estudo, os peixes zebrafish (n=12) foram amputados no exoesqueleto da
nadadeira caudal para o tratamento com DMSO (grupo controle) e DPI (grupo tratado). No
grupo controle utilizou-se 0.1% de DMSO e no grupo tratado utilizou-se 1uM de DPI por
3dpa (Figura 18-A).

Figura 18 — Inibicdo da via de ROS na regeneracdo da nadadeira caudal em zebrafish adulto.

Fig. 18 — (A) Esquematizacdo do desenho
experimental com a janela de tratamento
»| do DPI. (B) Imagens da regeneracdo no
exoesqueleto da nadadeira caudal do
zebrafish adulto no grupo controle e
tratado com 1uM de DPI nos estagios
DPI 3dpa e 6dpa. A linha pontilha azul

A Amputagdo

-k |

nv) | !
Odpa 3dpa

representa o plano de amputagdo. Escala
=2mm
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Foi possivel observar alteracfes da morfologia do tecido regenerado ao final do
tratamento com DPI (n=6/12) em relacéo ao controle (n=5/12) em 3dpa (Figura 18-B), com
p-value = 0.05696 (Figura 19-A). Vale ressaltar que um integrante do grupo DMSO morreu
durante a execucdo do experimente. Entretanto, uma vez ndo sendo mais exposto ao

tratamento com DPI, houve crescimento progressivo da regeneracdo em 6dpa (Figura 18-B).

Figura 19 — Analise quantitativa da area regenerada do exoesqueleto da nadadeira caudal em zebrafish adulto.
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Apesar dos estudos com DPI demonstrarem um efeito na reducdo da regeneragéo de
apéndices em organismos modelos, o efeito do DPI no estudo foi observado em apenas
alguns animais do grupo tratado em 3dpa (Figura 18-B). Portanto, sdo necessarios mais
experimentos com aumento da concentracdo do DPI para confirmar o efeito da inibigdo de
ROS sobre a regeneracdo dos raios. Vale ressaltar que no estudo de Gauron et al. (2013),
optou-se por utilizar o inibidor VAS2870 para dar continuidade aos experimentos, visto que
o farmaco parece ser mais especifico para inibicdo da NADPH oxidase.

No estudo em Polypterus, foram realizados experimentos com curvas de dose de 2uM
e 4uM de DPI em diferentes janelas de tratamentos, ajustando de acordo com a toxicidade
do farmaco. Alguns animais tratados com 4uM de DPI por mais de dois dias ndo suportaram
o0 tratamento, enquanto os tratados por até dois dias sobreviveram ao experimento. Além
disso, foi observado que durante os experimentos 0s animais que ja foram tratados
anteriormente com DPI ndo sobreviveram aos novos testes com o farmaco.

Os Polypterus tratados com 2uM de DPI (n=6/12) foram incubados por 3dpa para
analisar se a sinalizacdo de ROS é necessaria para o sucesso da regeneracao dos raios (Figura

20-A). Entretanto, ndo foi observado diferencas entre os tratados com DPI e Controle
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(n=6/12), possivelmente porque a regeneracdo ndo progrediu o suficiente em 3dpa (Figura
20-B).

Figura 20 — Inibicdo da via de ROS na regeneracdo dos raios em Polypterus

A

Fig.20- (A) Esquematizacdo do desenho
experimental com a janela de tratamento do DPI.
(B) Imagens da regeneracdo dos raios do
Polypterus senegalus no grupo controle e tratados
com 2uM de DPI no estagio de 3dpa. A linha
pontilha cinza representa o plano de amputacéo.
Escala = 2mm.

7Ampurta<;(:|d.
DPI |

(2ZpuM)I

Odpa 3dpa
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Devido a alta toxicidade com 4uM de DPI, os animais foram tratados por um periodo
mais curto de até 2dpa para evitar a letalidade durante o experimento com o farmaco. Yoo
et al., (2012) demonstrou que o pré-tratamento com DPI iniciando 1 horas antes e
terminando 1 hora apds a lesdo inibiu a regeneracdo da cauda em larvas de zebrafish em
3dpa. Portanto, definiu-se um experimento de tratamento com 4uM de DPI por 3 horas antes
da amputacdo (-3hrs) até 2dpa para avaliar o efeito da inibicdo de ROS no inicio da

regeneracdo dos raios entre 0s estagios 9dpa e 15dpa (Figura 21).

Figura 21 — Inibicdo de ROS na regeneracdo dos raios em Polypterus com DPI de 4uM

A) Fig.21-(A) Esquematizacdo do desenho
experimental com a janela de tratamento
| do DPI. (B) Imagens da regeneragdo dos

’Amputagoo - s g g ¢
. @ raios do P. senegalus no grupo controle e
DPI i | tratados com 4uM de DPI nos estagios de
(4pM) - | >= 9dpa e 15dpa. A linha pontilha cinza
-3hrs Odpa dea 9dpa | Sdpa representa o plano de amputacédo. Escala =

4mm.
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escala 4mm

No experimento, os animais (n=6) foram amputados no exoesqueleto da nadadeira
peitoral e submetidos ao tratamento com DMSO (n=3/6) e com 4uM de DPI (n=3/6),
contudo um integrante do grupo DPI que j& havia sido tratado com o farmaco em outro
momento ndo resistiu ao tratamento. Portanto, foram analisados os resultados da &rea
regenerada no grupo controle (n=3/6) e grupo DPI 9 (n=2/6).

A inibicdo com DPI revelou uma variacao na area regenerada dos raios em 9dpa, em
razdo das diferencas no plano de amputacéo dos animais. No entanto, um animal do grupo
tratado teve diminuigdo da regeneracdo em relacdo ao grupo controle, com recuperagao
progressiva da regeneracdo em 15dpa (Fig.21-B).

Em vista disso, 0 nimero amostral ndo foi o suficiente para avaliar se existem
diferencas significativas (p-value 0.9044) entre os grupos tratados com DPI e controle
(Figura 22). Em contrapartida, um estudo de regeneracgdo da cauda em embrides de axolote
mostrou que o tratamento de 4uM de DPI por até 2dpa ndo teve efeito inibitorio sobre a
regeneracdo da cauda, entretanto ao estender a janela de tratamento por mais de 3 dias 0s
animais morreram (AL HAJ BADDAR; CHITHRALA; VOSS, 2018). Deste modo,
observa-se que a concentracdo de 4uM do DPI € altamente téxica para o animal, sendo
necessario realizar diversos testes com ajustes de dose para evitar toxicidade do farmaco
durante os experimentos. Além disso, sdo necessarios 0 aumento do nimero amostral para

avaliar melhor o impacto da inibicdo de ROS na regeneracdo dos raios.
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Figura 22 — Anélise quantitativa da area regenerada da nadadeira peitoral em Polypterus
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5 DISCUSSAO

O fendbmeno da regeneracao em espécies animais € caracterizado pela restauracdo de
uma parte danificado do corpo que pode restabelecer estruturas idénticas ou semelhante ao
original. Apesar da regeneracéo ter sido evidenciada em diferentes espéecies de animais do
grupo de vertebrados, existem diferentes habilidade de regeneracdo entre as espécies com
uma diversidade de respostas regenerativas entre 0rgaos, estagios do desenvolvimento e
filogenia (SEIFERT; VOSS., 2013; YOSHIDA et al., 2020). Devido a alta diversidade da
capacidade regenerativa, os peixes tém sido utilizados como modelo promissor para estudos
sobre a evolugéo da regeneracao de nadadeiras (SAFIAN; WIEGERTJES; POLLUX, 2021).

Os peixes teledsteos como o peixe zebrafish (Danio rerio) apresenta uma notavel
capacidade de regenerar o exoesqueleto da nadadeira caudal e por isso tem sido considerado
um organismo modelo para estudos de regeneracao pela facilidade de manipulagdo e alta
taxa de regeneragdo (HOU et al.,2020, MARQUES; LUPI; MERCADER., 2019). Apesar da
alta capacidade regenerativa do peixe zebrafish, um estudo recente sobre regeneragéo de
apéndices pareados tem mostrado que a regeneracdo do endoesqueleto em peixes teledsteos
nédo é tdo eficiente quanto na regeneracdo do exoesqueleto, sugerindo que a regeneracao é
regulada diferencialmente entre o endoesqueleto e exoesqueleto de apéndices pareados
(PAPAI et al.,2019). J4 em um estudo de Yoshida et al. (2020) foi observado pouca resposta
regenerativa de partes endoesqueléticas em modelos de zebrafish adultos (YOSHIDA et
al.,2020).

Apesar do endoesqueleto e raios dérmicos (exoesqueleto) das nadadeiras serem
estruturas désseas, 0 processo de desenvolvimento é distinto, haja vista que os radiais do
endoesqueleto sofrem ossificacdo endocondral de forma semelhante aos tetrapodes e,
portanto, apresentam homologia com membro de tetrapode. Enquanto os raios sofrem
ossificacdo membranosa e ndao compartilham homologia com estruturas endoesqueléticas do
membro de tetrapode (YANO; TAMURA, 2013). Isso sugere que 0 programa genético dos
raios e endoesqueleto podem empregar mecanismos moleculares distintos durante a
regeneracdo de apéndice pareado em Polypterus senegalus.

A abordagem de analise de comparativa do transcriptoma do blastema do
endoesqueleto de nadadeiras em Polypterus versus salamandra (tetrapode) forneceu varias

informac0es sobre ativacdo de genes e vias de sinalizacdo envolvidas nos estagios iniciais
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da regeneracgdo de apéndices pareados. Além disso, foi demonstrado que a regeneragdo do
endoesqueleto de apéndices pareados em Polypterus versus salamandra compartilham o
programa genéticos semelhante durante os estagios iniciais da regeneracdo (DARNET et al.,
2019).

No estudo de Darnet et al., (2019) foram identificados 3.554 genes upregulated e
705 genes downregulated no blastema do endoesqueleto em Polypterus, enquanto 0 nosso
estudo de transcriptoma dos raios foram identificados 652 genes upregulated e 1119 genes
downregulated. Foi observado no nosso estudo uma diferenca significativa no perfil de
expressdo génica dos raios versus endoesqueleto embora exista um nimero considerado de
transcritos compartilhados entre os programas de regeneracdo dos raios e endoesqueleto.
Isso sugere que a regeneracdo dos raios e endoesqueleto apresentam aspectos unicos que
permitem o sucesso da regeneragao.

A andlise de enriquecimento de ontologia génica (GO, do inglés gene ontology) do
processo de regeneracdo do endoesqueleto revelou que os grupo de genes upregulated estéo
associados a matriz extracelular, enquanto os genes downregulated estdo relacionadas a
fungdo muscular (LU et al.,2019). Por outro lado, a analise de enriquecimento de GO de
grupos de genes upregulated dos raios estdo associados biossintese de L-serina e ao
complexo passageiro dos cromossomos, enquanto os genes downregulated revelou estarem
associados com especificacdo do destino celular epidérmico e a regulacdo negativa da
extensdo de axbnio. Vale ressaltar que a analise de GO do transcriptoma identificou grande
parte das vias de sinalizacGes dos raios também estdo envolvidas na regeneracdo do
endoesqueleto.

Um estudo recente de analise de expressao génica diferencial revelou semelhancas
significativas na regeneracao do endoesqueleto de apéndices pareados de Polypterus, peixes
pulmonados e salamandras (LU et al.,2019; NOGUEIRA et al.,2016). Em contrapartida, ao
realizarmos a analise comparativa de correlacdo de aproximadamente 50 genes importante
para a regeneracdo do endoesqueleto entre a regeneracdo dos raios versus nadadeira de peixe
pulmonado ou membro de salamandra, identificamos diferencas significativa no perfil de
expressao génica, sugerindo que existe diferencas fundamentais entre a regeneracdo dos
raios versus peixe pulmonado e membros de salamandra que viabilizam a regeneracdo em

cada espécie.
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Evidéncias sobre a regeneracdo do endoesqueleto de nadadeiras tem demonstrado
que os peixes com nadadeira lobadas da classe Sarcopetygii e peixes da classe Actinopterygii
compartilham um programa genético conservado (NOGUEIRA et al.,2016, DARNET et al.,
2019), mas os nossos dados de transcritoma dos raios observou diferengas significativas
entre os programas de regeneracdo dos raios entre as espécies do grupo de peixes
Sarcopetygii e Actinopterygii.

A montagem de novo do transcriptoma na auséncia de um genoma de referéncia
disponivel como no caso da salamandra, ofereceu uma estratégia alternativa para identificar
transcritos especificos e grupos de genes associados com uma regeneracdo bem-sucedida
(BRYANT et al.,2017). Varios desses genes e proteinas estdo associados a epiderme da
ferida, matriz extracelular, membrana basal, blastema e células precursoras condrogénicas
em diferenciacio (GOMEZ et al.,2018).

O estudo de Wang et al. (2020) a partir de dados do RNA-seq dos estagios iniciais
da regeneracdo do exoesqueleto de duas espécies de teledsteos (Killifish africano e peixe
Zebrafish) conseguiram identificar um programa de resposta de regeneracao evolutivamente
conservado (RRP, do inglés regeneration response program) com 310 genes regulados por
RREs (sigla do inglés, regeneration responsive enhancers) compartilnados entre peixes
submetidos a pressoes seletivas diferentes.

Por fim, a tecnologia de RNA-seq tem isso amplamente utilizada para estudos de
transcriptoma de peixes (QIAN et al., 2014), ajudando a esclarecer se o programa de
regeneracdo em algumas espécies apresenta semelhancas moleculares ou especificidade.
Atualmente, tornou-se bastante possivel identificar genes diferencialmente expressos e vias
de sinalizacdo que apresentam importante papéis durante o processe de regeneracao
(BIDEAU et al.,2021).
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