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“Nada na Biologia faz sentido exceto a

luz da evolucdo”

(Theodosius Dobzhansky)



Agradecimentos

Agradeco imensamente & Prof? Dr2 Maria Paula Cruz Schneider, a qual tenho enorme
admiracdo como professora e pesquisadora, que aceitou me orientar nessa Ultima fase da

graduacao.

Agradeco também grandemente ao Prof. Dr. Igor Schneider que me acolheu no
Laboratdrio de Evolucdo e Desenvolvimento (LED) no inicio da minha graduacdo em 2017 e

por toda atencdo dedicada a minha formacéo profissional no campo cientifico.

A Prof2 Dr2 Josane Sousa do LED, por toda paciéncia, dedicagdo e ensinamento no
decorrer dos Gltimos anos da minha graduacao.

A Dr2 Aline Dragalzew por toda a paciéncia, orientacio, ensinamentos e compreensio
no que diz respeito as atividades de laboratorio e para a realizacdo desse trabalho de concluséo

de curso.

Ao Msc. Danielson Amaral com quem pude trabalhar inicialmente no LED, o qual

agregou grandemente para o meu crescimento como profissional no mundo da ciéncia.

Agradeco a Universidade Federal do Para e ao CNPq, os quais forneceram todo o

suporte financeiro necessario para a realizacdo desse trabalho.

Gostaria também de agradecer a toda equipe do Laboratério de Evolucdo e
Desenvolvimento, que se mostraram incriveis ao longo dos anos, que contribuiram direta e
indiretamente para a conclusdo desse trabalho, em especial ao aluno de iniciacdo cientifica
Rogério Cérrea por toda ajuda e suporte na manutencdo dos animais e realizagdo dos longos

experimentos.

Por dltimo, mas ndo menos importante, aqueles que me ajudaram a chegar até aqui:
meus pais e meus avos, 0s quais eu sO tenho a agradecer grandemente por todo apoio financeiro
e emocional. Sem eles nada disso teria sido possivel. Obrigada por sempre acreditarem em mim,

por nunca terem desistido e por sempre terem me motivado.

Aqui fica 0 meu muito obrigada aos meus familiares, professores, orientadores, colegas
de laboratorio, amigos de curso e a todos que me ajudaram até aqui. Foi uma honra poder fazer

parte disso junto com voceés!



SUMARIO

(TS o= W [N T [ L= TSSO SRRT 7
RESUIMO ..t 8
ADSTFACT ...ttt ns 9
(O 1 018 o To (3 o7 Lo R TSRS T TP U TPV UPPRPRPPO 10
1.1 Evidéncias de regenerago €M MELAZO0Q ...........ccovririeieiienieniescse e 10
1.2 A origem evolutiva dos digitos em membros tetrapodes ..........cceveveevveiieereseese e 12
1.3 A via de sinalizacdo de Shh é necesséria para a formagao dos digitos ..........cc.cecvrveneen. 17

2 @ o] =] 1Y OSSR 22
2.1 ODJELIVO GEIAL .....eeceieeecieee ettt rs 22

2.2 ODJetiVOS ESPECITICOS .....eviieiiiiiiieie s 22

3. MALErIAl € IMIEBLOTOS ...ttt bbb 22
3.1 Obtengdo e manutengao d0S ANTMAIS .........eeerieierieriisese st 22
3.2 AMPULAGED ...ttt bbb bbbt b et 22
3.3 Tratamentos COM FAMMACOS .......coiuiiriiiiiiieieiieie e 23
3.4 ANALISE MOFFOIOGICA .....evevieeeiee et 25

4, RESUILAA0S € DISCUSSED .....cuveueiitenieiiitisieiieie ettt ettt bbb 26
5. CONCIUSAD ...t 33
6. Referéncias BibIIOGrafiCas ........ccooiiiiiiiiie e 33

Vi



Lista de Figuras

Figura 1 — Processo da regeneracdo em VErtebrados ..........ccccvevveeeieenesiiesee e 10
Figura 2 — EStagios d0 Process0 regenEratiVo ..........cccvcveierieriesieseesiesreseseeeesieseessessessessessennas 12

Figura 3 — Evolucdo morfoldgica de nadadeiras de peixes Sarcopterygii e de membros
LIS (10 Lo o SRS 14

Figura 4 — Crescimento proximal-distal do broto do membro e membro superior humano .... 16
Figura 5 — Esquematizacéo da via de sinalizagdo de Sonic Hedgehog (Shh) ..........ccccovviiinee. 18
Figura 6 — Expressdo de Shh no broto do membro de Xenopus laevis em desenvolvimento ... 19

Figura 7 — Fendtipos resultantes de membros portadores de alelos nulos de Shh e da ativacdo
ectopica da via de SinalizaG8o de Shh ..o 20

Figura 8 — Variacgdo na quantidade de radiais distais entre espécies de peixes pulmonados .... 21
Figura 9 — Morfologia da nadadeira do peixe pulmonado Protopterus annectens ................... 23

Figura 10 — Esquema experimental dos ensaios com Ciclopamina 1pug/mL e SAG 200nmol com

10 Tt (=T S OO P PP OTPROPPRPRN 24
Figura 11 — Progressdo da nadadeira em regeneracao de Protopterus annectens .................... 26
Figura 12 — CT Scan da nadadeira de 12 semanas pds amputacdo de P. annectens ................ 27

Figura 13 — Ativacdo ectopica de Shh durante a 22 semana de regeneracdo de nadadeiras de
ProtOPLErUS GNNECTENS .......eiiiiiie ittt sbb e bb e ar e e e e e sneeeeanes 28

Figura 14 — Ativacdo ectopica de Shh durante a 3% semana de regeneracdo de nadadeiras de

ProtOPLErUS GNNECTENS ......eviiiiiie ettt et e e be e e e e snneeeanes 29

Figura 15 — Nadadeiras em regeneracdo de Protopterus annectens tratadas com inibidor da via

de SINAlIZACAOD 08 SN .......oeee e e 30

Figura 16 — Nadadeiras em regeneracdo de Protopterus annectens tratadas com inibidor da via

de sinalizacdo de Shh a partir de 42 semana POS aMPULAGAD .........cuervereerueriereerieriereeseeseeseeneans 31

Figura 17 — Teste T nédo pareado two-tailed p < 0.05 realizado para as nadadeiras de 12 spa do

grupo controle vs. nadadeiras de 12 spa tratadas com Ciclopamina ........cccccceeevveviieviiieieesnnnn 32



Resumo

Os peixes pulmonados séo valiosos modelos para se entender a transicdo do ambiente
aquatico para o terrestre durante a evolucdo dos organismos tetrapodes. O peixe-pulmonado
Protopterus annectens € um peixe Sarcopterygii (grupo irmdo dos Tetrapoda), que possui
radiais distais vestigiais localizados na bainha das nadadeiras peitorais. Os tetrdpodes e 0s
peixes sarcopterigios compartilham uma proteina conhecida como Sonic Hedgehog (SHH), a
qual é responsavel pela formacgdo dos radiais distais em peixes e os digitos em tetrapodes.
Estudos mostram que Shh é fundamental durante o desenvolvimento de tetrdpodes, alteracfes
nos niveis dessa proteina podem levar a mas formacdes, especialmente nos digitos. Essa
proteina também possui papel fundamental durante a regeneracdo dos membros, em
salamandras a ativacdo ectopica de SHH provoca fenotipos como a polidactilia. Sendo assim,
nossa hipdtese questiona se ha compartilhamento das fun¢ées de SHH no estabelecimento dos
radiais distais de peixes pulmonados e sua provavel homologia profunda com os digitos de
tetrapodes, por compartilharem mecanismos moleculares especificos usados para construir
estruturas sem relacdo filogenética ou morfoldgica evidente. Portanto, o objetivo desse trabalho
¢ analisar o papel da via de SHH na regeneracdo e na padronizacdo de nadadeiras do peixe
pulmonado africano P. annectens. O presente estudo foi realizado por meio de amputagdes das
nadadeiras de P. annectens, as quais foram tratadas com farmacos que interferem diretamente
na via de SHH, a molécula agonista (SAG) e a antagonista (Ciclopamina), em diferentes
estagios de regeneracdo, tornando possivel analisar qual o papel da via de sinalizacdo de SHH
para que a regeneracao ocorra, com principal enfoque na formacéao dos radiais distais presentes
na nadadeira. Como conclusdo nossos resultados sugerem a existéncia de uma homologia
profunda entre radiais distais em peixes e digitos de tetrdpodes, tendo em vista que ambos as

estruturas necessitam de SHH para a sua formacao.

Palavras-chave: regeneracdo; SHH; peixe pulmonado; radiais distais; homologia profunda



Abstract

The lungfishes are valuable models to understand the transition from the aquatic to the
terrestrial environment during the evolution of tetrapods organisms. The lungfish Protopterus
annectens is a Sarcopterygii fish (sister group of Tetrapoda), which has vestigial distal radials
localizated in the pectoral fin hem. The tetrapods and the sarcopterygian fishes share a protein
known as Sonic Hedgehog (SHH), which is responsible for the formation of distal radials in
fishes and the digits in tetrapods. Studies have shown that Shh is critical during the development
of tetrapods, changes in the levels of this protein can lead to malformations, especially in the
digits. This protein also has a fundamental role during the regeneration of the limbs, in
salamanders the ectopic activation of SHH causes phenotypes such as polydactyly. Therefore,
our hypothesis questions whether SHH functions are shared in the establishment of distal radials
of lungfishes and it is a probable deep homology with the digits of tetrapods, since it shares
specific molecular mechanisms used to build structures with no apparent phylogenetic or
morphological relationship. Therefore, the objective of this work is to analyze the role of the
SHH pathway in the regeneration and patterning of the african lungfish P. annectens. The
present study was carried out through amputations of the fins of P. annectens, which were
treated with drugs that directly interfere in the SHH pathway, the agonist molecule (SAG) and
the antagonist (Cyclopamine), in different stages of regeneration, making it is possible to
analyze the role of the SHH signaling pathway for regeneration to occur, with a primary focus
on the formation of distal radials present in the fin. As a conclusion, our results suggest the
existence of a deep homology between distal radials in fishes and digits of tetrapods,

considering that both structures need SHH for their formation.

Keywords: regeneration; SHH; lungfish; distal radials; deep homology



1. INTRODUCAO
1.1 Evidéncias de regeneracao em Metazoa
A regeneracao € a restauracdo de uma parte do corpo que foi perdida ap6s uma injuria
(Figura 1). Esta pode ocorrer em diferentes niveis de organizacdo bioldgica, podendo ser
desencadeada por uma variedade de injdrias. Ela pode ocorrer a partir de uma unica célula, a
qual foi parcialmente destruida até mesmo a regeneracdo de um individuo inteiro a partir de
uma pequena porcdo do corpo. A regeneracdo é amplamente estudada em estruturas mais
complexas como Orgaos e até mesmo o corpo todo, nesse sentido, a regeneracdo de partes mais
complexas requer uma organiza¢do multitecidual mais elaborada. Como na comparagéo entre
organismos como as planarias, conhecida por sua alta capacidade regenerativa, em relacdo aos
vertebrados que possuem uma capacidade regenerativa mais reduzida, e sdo organismos mais

complexos e que possuem 0ssos e sistema nervoso (Bely & Nyberg, 2009; Bagufia, 2012).

Dentre os vertebrados, existem organismos que possuem uma grande capacidade
regenerativa, como as salamandras, que sdo capazes de regenerar membros, enquanto outros
organismos como 0s seres humanos possuem essa capacidade muito reduzida. Entender os
mecanismos genéticos de regeneracdo em diferentes organismos, com diferentes capacidades
regenerativas, pode elucidar pontos como a identificacdo dos genes responsaveis por levar uma
estrutura a se regenerar, trazendo luz para estudos aplicados futuramente no contexto da terapia
regenerativa em humanos. Os seres humanos sdo capazes de prosseguir sua vida apds a perda
de membros e digitos, porém tal lesdo pode afetar consideravelmente a qualidade de vida de
uma pessoa, assim, através de estudos na area regenerativa, ha a esperanca que se possa induzir

a regeneracdo de novos membros (Alibardi, 2018; Satoh et al., 2015; Dinsmore, 1996).
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Figura 1. Progresso da regeneracdo em vertebrados. Apds um organismo sofrer uma injdria,
seja por uma amputagdo ou qualquer outro tipo de lesdo, o mesmo forma um blastema, o qual
dara origem a diferentes tipos de tecidos para reconstruir o membro ou parte do corpo que foi
perdida (Adaptada de SLACK, 2017).
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A medicina regenerativa € um campo hoje bem estabelecido tendo como objetivo curar
ou substituir tecidos e 6rgaos que foram perdidos ou danificados seja por idade, doenca ou
algum tipo de lesdo (Mao & Mooney, 2015; Ruiz & Regueiro, 2012). Atualmente, existem
aplicacdes de terapia regenerativa no tratamento de 6rgdos fundamentais para a sobrevida do
ser humano, como figado, intestino, coragdo, etc (Bely & Nyberg, 2009; Jaklenec et al., 2012;
Bailey et al., 2014; Mendelson & Frenette, 2014). No entanto a regeneragéo de estruturas mais
complexas em humanos, como membros, ainda € uma possibilidade distante, tendo em vista o
tamanho da estrutura e principalmente os diferentes tipos teciduais que os constituem e aos
sistemas que estdo interligados, como o sistema nervoso (Bely & Nybberg, 2009; Alibardi,
2018).

A regeneracao possui quatro estagios distintos: formacdo do epitélio da ferida, formacéo
do blastema, proliferacdo e diferenciacdo celular (Figura 2). Cada uma das etapas possuli
assinaturas moleculares definidas que ocorrem em uma cascata de sinalizagdo levando a
regeneracdo (Brockes & Kumar, 2002; Rose, 1948; Brockes & Kumar, 2005). Apds uma leséo,
as células do local da ferida acionam uma série de vias de sinalizacdo, dentre elas, vias de
sinalizacdo também utilizadas durante o desenvolvimento embrionario sdo recrutadas na
regeneracdo, fazendo com que haja inicialmente o reconhecimento da lesdo seguida do reparo
da lesdo (Sabin et al., 2019). Imediatamente apds uma lesdo, células do sistema imune
estimulam a liberacdo de citocinas inflamatdrias presentes no sistema imunoldgico, sugerindo
que os progenitores blastemais possam apresentar um papel na regulacdo do sistema imune
(Russo et al., 2014; Yoshimura, 2015). Ja as etapas de formacdo do blastema e proliferacéo
celular sdo marcadas pela desdiferenciacdo celular e pela ativacdo de genes que estdo presentes
no ciclo celular (Rose, 1948; Knopf et al., 2011; Jopling et al., 2010). Por dltimo, a
diferenciacdo celular, ultimo estagio da regeneracdo, é marcada pelo reestabelecimento da
identidade celular e reentrada de células no ciclo celular (Maki et al., 2010; Knopf et al., 2011;
Jopling et al., 2010).
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Figura 2. Estagios do processo regenerativo. Apds uma injuria, 0 processo regenerativo se
da por 4 passos, sendo eles: (i) formacdo do epitélio da ferida, onde as células epiteliais se
proliferam para cobrir a area lesionada e assim formar a crista ectodérmica apical; (ii) formacéo
do blastema, contendo um aglomerado de células desdiferenciadas; (iii) proliferacdo celular e
(iv) diferenciacdo celular, etapas as quais vao ajudar a formar diferentes tipos de tecidos para
resconstruir a parte do corpo que foi perdida (Adaptada de SINGH et al., 2015).

Diversos genes expressos durante o desenvolvimento embrionario também sao ativados
durante o processo de regeneracdo, atuando para que partes do corpo que foram perdidas apds
0 organismo sofrer uma lesdo fisica se regenerem, resultando na recuperacgdo das estruturas ou
orgdos que foram danificados (Darnet et al., 2019). Nesse contexto, o fendmeno regenerativo
pode ser considerado um exemplo de “desenvolvimento pds-embrionario” (Gilbert, 2000),
permitindo, assim, utilizar 6rgéos ou estruturas como membros em regeneracdo para estudar
mecanismos genéticos envolvidos no estabelecimento e formagao de estruturas em organismos
que possuem capacidade regenerativa, mas cujo acesso aos embrides é muito dificil, um
exemplo é a nadadeira em regeneracdo do peixe pulmonado africano Protopterus annectens

gue sera objeto de estudo no presente trabalho de concluséo de curso.
1.2 A origem evolutiva dos digitos em membros tetrapodes

O Devoniano (416 — 359 M.a.) é conhecido como a “Era dos Peixes”, pois foi neste

periodo geoldgico em que coexistiram todas as principais linhagens de peixes (vivos e extintos),
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seja em ambiente marinho ou de agua doce (Pough et al., 2006). Atualmente, 0s peixes sdo
classificados em duas linhagens principais: os Chondricthyes (peixes cartilaginosos)
abrangendo os tubardes, raias e quimeras e outra linhagem chamada Teleostomi (peixes 6sseos),
sendo esse 0 grupo com maior diversidade dentre os vertebrados, e grupo do qual surgiram 0s
tetrapodes (Kardong, 2016).

Os Teleostomi constituem um clado muito abrangente no mundo dos peixes, sendo
composto pelos Osteichthyes (peixes 0sseos) e 0os Acantodii, que apesar de ser um grupo ja
extinto, é grupo irmao dos peixes 6sseos. Os Osteichthyes dividem-se em Actinopterygii
(peixes de nadadeira raiada) e Sarcopterygii (peixes de nadadeira lobada), constituindo a
maioria dos vertebrados viventes. Embora os Actinopterygii sejam o grupo dominante desde o
Paleozoico, os Sarcopterygii representam uma importante janela taxonémica para se entender
a transicdo do ambiente aquético para 0 ambiente terrestre e 0 surgimento do grupo Tetrapoda
e seus descendentes (Kardong, 2016).

Os tetrapodes sdo grupo irméao dos peixes sarcopterigeos (Figura 3), que embora tenham
sido muito diversos em questdo de espécies durante o Devoniano, atualmente sao representados
apenas pelos Dipnoi (peixes pulmonados) e Actinistia (celacantos) (Pough et al., 2006;
Clement, 2019). De acordo com Amaral & Schneider (2017), peixes sarcopterigios, como 0s
peixes pulmonados, representam um valioso objeto de estudo em evolucdo para se entender a
transicdo do ambiente aquatico para o terrestre durante a evolucao dos tetrapodes. A linhagem
Tetrapoda caracteriza-se por apresentar membros com anatomia esquelética caracteristica e

pela presenca de digitos (Kardong, 2016; Amaral & Schneider, 2017).
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Figura 3. Evolucdo morfoldgica de nadadeiras de peixes Sarcopterygii e de membros

Tetrapoda. Esta filogenia traz a hipotese de homologia entre estruturas das nadadeiras de

peixes sarcopterigeos e membros tetrdpodes. Em vermelho, estdo destacadas na arvore

filogenética a existéncia de homologia entre os radiais distais das nadadeiras de peixes e digitos
no membro tetrapode (Adaptada de AMARAL & SCHNEIDER., 2017).
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O surgimento de nadadeiras pareadas constituiu uma importante transformacao
morfolégica do plano corporal dos vertebrados. Apesar, de sua origem evolutiva ainda ser
discutida, a hipotese de que elas se originaram a partir de nadadeiras dorsais ganhou forca,
devido a conservacdo em funcao e histdria filogenética dos elementos cis-regulatérios (CRES)
envolvidos no desenvolvimento e padronizacgéo desses dois tipos de apéndices (Letelier et al.,
2018). Dado o seu papel chave na vida de muitas espécies de peixes, modificagdes nas
nadadeiras podem estar relacionadas as caracteristicas da historia de vida desses organismos
aquaticos. Entre essas modificacOes estruturais esta o surgimento dos membros a partir de
nadadeiras. Esse processo foi iniciado no Devoniano, quando alguns peixes sarcopterigios se
aventuraram na terra, deixando como descendentes os tetrapodes. Além de diversas adaptaces
que lhes permitem sobreviver e reproduzir em terra, este grupo apresenta mudancas
morfologicas e funcionais significativas no sistema apendicular, como o desenvolvimento de
um esqueleto distal com digitos, chave nas primeiras etapas da conquista do ambiente terrestre
(King et al., 2011). Entre os peixes sarcopterigios viventes, os peixes pulmonados, incluindo P.
annectens, sao o grupo-irmao dos tetrapodes (Amemiya et al., 2013; Brinkmann et al., 2004)
e, como tal, sdo o modelo ideal para entender a evolucdo do membro tetrapode a partir de seus

ancestrais com nadadeiras.

Acredita-se que dentre as principais mudancas na transi¢ao de nadadeiras para membros
estd a perda dos raios e o aumento na complexidade anatébmica e funcional do tecido
endocondral. Em comparacdo com o0s peixes de nadadeira raiada (actinopterigeos), 0s peixes
de nadadeira lobada (sarcopterigeos) apresentam esqueletos endocondrais expandidos. Sendo
assim, pode-se dizer que parte dessa transicdo estava em andamento antes da origem dos
membros com digitos (Schneider & Shubim, 2013).

No desenvolvimento de membros em amniotas, a medida que o broto do membro cresce
as células ectodérmicas distais ddo origem a uma crista ectodérmica apical (CEA), que é uma
estrutura essencial para o crescimento do broto do membro (Garcia & Fernandez, 2009; Zeller,
2010). As células que constituem a CEA possuem um importante papel, pois secretam fatores
de crescimento de fibroblastos (Fgfs) e outras proteinas que véao especificar o dominio distal
dos membros, mantendo, assim, a proliferacdo e crescimento celular no eixo proximal-distal
(Guéro, 2018; Bell et al., 1959). Estudos mostram que a remocdo da CEA do broto do membro

faz com que o crescimento do membro pare imediatamente (Bell et al., 1959).
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Vérios estudiosos reconheceram uma organizacdo fundamental para o membro
tetrapode, que consiste em trés segmentos, sendo eles: estilopddio (Umero), zeugopaddio (ulna e
radio) e autopodio (carpo, metacarpo e falanges) (Figura 4). Esta organizacédo foi a base para
uma ampla radiacéo adaptativa, como a transi¢do de nadadeiras para membros com digitos. Ha
a hipdtese de que o estilopodio possua um homologo nas nadadeiras de peixes existentes,
estando presentes em nadadeiras de Condritthyians, Actinopterigeos basais e Sarcopterigeos.
Em Actinopterigeos e Condritthyians essa estrutura, quando presente, € uma série de 0Ss0S
endocondrais proximais que se articulam com o ombro. J& peixes sarcopterigeos possuem
apenas um unico osso proximal que se articula com a cintura peitoral, arranjo estrutural este
que é parecido ao encontrado no estilépodio tetrapode (Schneider & Shubim, 2013; Holmgren,
1933; Rosen et al., 1981).

6 Anterior

Proximal + Distal

Posterior

S < N

(brarq;o) (-n!:h;a;o) (m;o)

CEA Zona de Progresso

Figura 4. Crescimento proximal-distal do broto do membro e membro superior humano.
(a) células mesodérmicas na CEA estimulando a proliferacéo e crescimento celular na zona de
progresso, a medida que o broto do membro cresce, a zona de progresso se expande cada vez
mais, 0 que dara origem aos trés segmentos fundamentais do membro tetrapode: estilopddio
(braco), zeugopodio (antebraco) e autopodio (méo). (b) braco humano evidenciando a
arquitetura esquelética tipica encontrada em membros tetrapodes, composta pelos trés
segmentos fundamentais ja descritos (Adaptado de GUERO, 2018; SCHNEIDER & SHUBIN,
2013).

16



1.3 A via de sinalizacdo de Shh € necessaria para a formacao dos digitos

As proteinas Hedgehog (Hh) sdo proteinas sinalizadoras que foram descobertas
juntamente com outros componentes de sua via de sinalizacéo pela primeira vez em moscas do
género Drosophila. As proteinas Hh séo altamente hidrofdbicas e tem um papel fundamenal no
desenvolvimento embrionario em animais, sendo uma via de sinalizacdo altamente conservada
evolutivamente. A sinalizacdo de Hedgehog encontrada em vertebrados é iniciada pela ligagcédo
de um de seus trés ligantes: Sonic, Indian ou Desert Hedgehog, tendo Ptch1l como o seu receptor
(Rubin & Sauvage, 2006; Mcmillan & Matsui, 2012).

Ptchl é uma proteina transmembranar com 12 dominios (Kumamoto et al., 2004;
Mcmillan & Matsui, 2012). Essa proteina forma um complexo receptor heterodimérico com
Smoothened (Smo), também uma proteina transmembranar possuindo 7 dominios (Evangelista
et al., 2006; Choudhry et al., 2014).

Na auséncia de Shh no meio extracelular, Ptchl, seu receptor, inibe atividade de Smo,
gue em sua auséncia a proteina cinase A (PKA) fosforila as proteinas Gli, as quais quando
fosforiladas assumem uma forma repressora, migrando para o nucleo celular e inibindo a
expressdo de Glil e Ptchl, resultando na inativacdo da via de sinalizagcdo de HH (Figura 5)
(Singh et al., 2015; Mishra et al., 2015).

Ja com a presenca de Shh no meio extracelular, o mesmo se liga a Ptchl, resultando na
ativacdo da dindmica de Smo, devido a perda de atividade de Ptchl, facilitando a localizacédo
de Smo na superficie celular, que uma vez ativado impede que a PKA fosforile as proteinas Gli,
onde Gli na sua forma ndo fosforilada assume uma forma ativadora, a qual migra para o ndcleo
celular, induzindo a expressdo de Glil e Ptchl e outros reguladores do ciclo celular (Singh et
al., 2015; Evangelista et al., 2006; Rubin & Sauvage, 2006). Assim, Smo traduz o sinal de
ativacdo de Gli (Gli-Act) e da transcri¢éo de alvos downstream a Shh (Figura 5) (Singh et al.,
2015).

Em vertebrados ha a existéncia de trés proteinas pertencentes a familia Gli, que sdo Glil,
Gli2 e Gli3. Glil e Gli3 induzem e reprimem, respectivamente, 0s genes alvos da cascata de
sinalizagdo de Shh, que incluem Ptchl, ciclina D1, c-Myc e Bcl-2. Sendo assim, Glil e Gli3
sdo importantes reguladores do ciclo celular (Singh et al., 2015; Evangelista et al., 2006; Ruiz,
1998; Mcmillan & Matsui, 2012).
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Figura 5. Esquematizacdo da via de sinalizagdo de Sonic Hedgehog (Shh). A esquerda
temos a via de sinalizacdo de Shh inativa devido auséncia de Shh no meio extracelular, inibindo
a atividade de Smo. A direita temos a via de sinalizacéo de Shh ativa, onde na presenca de Shh
no meio extracelular, Ptchl perde a sua atividade e promove a atividade de Smo, facilitando a
sua localizacdo superficial (Adaptada de SINGH et al., 2015).

A proteina Smo pode ter a sua atividade modulada diretamente por algumas moléculas,
como antagonistas e agonistas (Frank-Kamenetsky et al., 2002). A ciclopamina é uma molécula
teratogénica derivada da planta Veratrum californicum que inibe a via de sinalizacdo de
Hedgehog, tendo como alvo direto o receptor transmembranar de Hh, 0 Smo (Chen, 2016). Ao
se ligar em Smo, a ciclopamina ocasiona uma mudanga conformacional no receptor,
bloqueando efetivamente a ativacdo dos fatores de transcricdo Gli, assim, a via de sinalizacao
de Shh é interrompida (DeSesso, 2020). Em contrapartida, Smoothened Agonist (SAG) atua
como um agonista, estimulando a via de sinalizagdo de Shh, também modulando a atividade de
Smo. Estudos mostram que a acdo desses compostos sobre a via de Hh é totalmente
independente do receptor Ptchl, tendo em vista que cada um destes se liga diretamente a Smo
(Frank-Kamenetsky et al., 2002).

Durante o desenvolvimento embrionério de tetrapodes, a padroniza¢do dos membros é
amplamente direcionada pela sinalizacdo de moléculas que atuam nos trés eixos principais:

proximal-distal, dorsal-ventral e anteroposterior. A sinalizagdo ao longo do eixo
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anteroposterior, responsavel pela formacdo de digitos, é mediada pela proteina Shh que é
secretada a partir da margem posterior do broto do membro, perto da extremidade distal, regido
chamada ZPA (zona de atividade polarizadora) (Stopper, 2007).

A ZPA consiste em uma regido de células mesenquimais posteriores, a qual possui um
papel importantissimo no desenvolvimento dos membros (Figura 6). Essa regido é altamente
caracterizada pela secrecdo da proteina Shh, que padroniza os membros no eixo anteroposterior
durante o desenvolvimento (Schneider & Shubin, 2013; Guéro, 2018).

(a) Crescimento _o (b}

do membro

Proximal

Figura 6. Expressdo de Shh no broto do membro de Xenopus laevis em desenvolvimento.
(@) e (b) esquematizacdo do broto do membro em desenvolvimento, evidenciando que Shh é
expresso na regido posterior do membro. (c) técnica de hibridizag&o in situ confirmando a
expressdo posterior do Shh em broto do membro em desenvolvimento de vertebrados, cabecga
de seta aponta a regido de expressdo de Shh marcado em azul. (d) broto do membro de X. laevis
em desenvolvimento (Adaptado SINGH et al., 2015; ENDO et al., 1997).

O fend6tipo dos membros de camundongo portadores de alelos Shh nulos mostram
anormalidades distais, caracterizadas por um zeugopddio com um Unico 0sso, € um numero
reduzido de digitos, apresentando o que parece ser um Unico digito, enquanto a ativacdo
ectopica de Shh em salamandras leva a polidactilia (Litingtung et. al, 2002; Chiang et. al, 2001,
Oliveira et al., 2018). Portanto, Shh é necessario para regular a formacédo e padronizacdo dos
diferentes tipos e numeros de digitos formados (de anterior para posterior) (Zeller, 2004;
Towers & Tickle, 2009). Tanto no desenvolvimento, quanto na regeneracdo de membros em
salamandras, Shh é responsavel pelo crescimento e padronizagdo do eixo anteroposterior e
formacao dos digitos (Figura 7) (Ingham & Mcmahon, 2001; Mariani & Martin, 2003; Tickle,
2003; Lewis et al., 2001; Yang et al., 1997).
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Figura 7. FenoOtipos resultantes de membros portadores de alelos nulos de Shh e da
ativacao ectopica da via de sinalizacdo de Shh. (a) fen6tipo controle de membro anterior de
camundongo, morfologicamente apresentando cinco digitos (b) fenétipo de membro anterior
de camundongo nocaute de Shh, apresentando ndmero reduzido de digitos e também
evidenciando a despadronizacdo do membro (c) fendtipo controle de membro de salamandras
apresentando seu padrdo normal de quatro digitos, e ao lado direito a ativacdo ectopica da via
de Shh em um membro em regeneracdo, resultando no aumento no nimero de digitos (hu:
umero; ra: radio; ul: ulna) (Adaptado de LITINGTUNG et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2018).

Segundo Goodrich (1931), as nadadeiras de peixe-pulmonados existentes possuem
radiais distais bem evidentes (Neoceratodus forsteri), vestigiais (Protopterus annectens)
(Coates & Ruta, 2007) ou ausentes (Lepidosiren paradoxa) (Figura 8). Tendo em vista a
impossibilidade de obtencdo de embrides de peixes pulmonados, devido a dificuldade de
reproduzi-los em cativeiro, visamos investigar aqui o papel da via de sinalizagdo SHH na
formacdo de radiais distais em peixes-pulmonados modulando esta via de sinalizacdo
utilizando-se moléculas agonista e antagonista da via durante a regeneracdo de nadadeiras do

peixe pulmonado africano Protopterus annectens.

Sendo os peixes pulmonados grupo irméo dos tetrapodes (Amaral & Schneider, 2017),
0S mesmos sdo importantissimos para o entendimento da evolugdo do membro tetrdpode a partir
de nadadeiras de peixes, de modo a também elucidar os mecanismos genéticos envolvidos na
regeneracdo devido sua alta capacidade regenerativa. Posto isso, nossa hipdtese € que radiais
distais de peixes e digitos de tetrapodes possuem uma homologia profunda, pois compartilham

mecanismos especificos de regulacdo génica, no caso a via de sinalizacdo de Shh.
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Figura 8. Variacdo na quantidade de radiais distais entre espécies de peixes pulmonados.
(@) a nadadeira de N. forsteri, o peixe pulmonado australiano, apresenta radiais distais (em
vermelhor) pré-axiais (acima) e pos-axiais (abaixo) bem evidentes, diferentemente de P.
annectens que apresenta radiais distais vestigiais restritos apenas a regido posterior, porém na
porcdo mais proximal da nadadeira, havendo, assim, uma redu¢do no numero de radiais em
relacdo a N. forsteri, j& L. paradoxa ndo apresenta radiais distais ao longo de sua nadadeira. (b)
exemplar juvenil do peixe pulmonado africano P. annectens (Laboratorio de Evolugédo e
Desenvolvimento).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Analisar o papel da via de sinalizacdo de Shh na regeneracdo e padronizacdo de
nadadeiras do peixe pulmonado africano P. annectens.
2.2 Objetivos especificos
e Analisar a progressdo da regeneracdo das nadadeiras de P. annectens e seus
aspectos morfolégicos;
e Inibir a via de Shh em diferentes estagios de regeneracdo através do uso de
molécula antagonista;
e Ativar a via de Shh em diferentes estagios de regeneracao através do uso de

molécula agonista.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao e manutencéo dos animais

Individuos juvenis de Protopterus annectens foram obtidos em lojas de aquarismo
autorizadas. Um total de 40 espécimes foram utilizados, 0s quais possuiam comprimento médio
de 13-28cm. Estes animais foram mantidos em tanques individuais no laboratério, sendo
alimentados diariamente, com trocas de agua e limpeza de tanques duas vezes por semana ou
conforme o necessério.

Todos os experimentos realizados com os animais foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa e Experimentacdo Animal, CEUA-UFPA N° 47206-1.

3.2 Amputacao

Os animais foram anestesiados em solucgdo de tricaina metanosulfonada MS-222 0,2%
(Catalogo 886-86-2) a uma concentracdo de 0,2% em 300 ml de 4gua sem cloro e entdo tiveram
suas nadadeiras peitorais direita e esquerda amputadas a 0,1-0,5 cm distal da inser¢é@o do corpo
do animal de modo que fosse totalmente retirada a porgdo da bainha (que é a estrutura de
interesse, e corresponde a regido na nadadeira na qual estdo localizados os radiais distais no
peixe pulmonado africano) (Figura 9). Os animais foram fotografados antes e ap6s a amputacéo
para posterior analise morfologica. Todos os animais amputados foram destinados para
experimentos com farmacos ativadores e inibidores da via de sinalizagdo de Shh e também
como grupo controle. As nadadeiras amputadas foram fixadas em PFA 4% e mantidas a 4°C
(geladeira) em PBS 0,1M.
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Figura 9. Morfologia da nadadeira do peixe pulmonado Protopterus annectens. Acima a
morfologia externa da nadadeira de P. annectens e abaixo a por¢éo da bainha de uma nadadeira
diafanizada, evidenciando a presenca de radiais distais na bainha localizada na regido posterior
do apéndice. As cabecas de seta mostram o ponto de amputacdo (acima) e os radiais distais
marcados em azul (abaixo). Escala 1 cm (acima) e 0,2 cm (abaixo).

3.3 Tratamentos com farmacos

Para analise da via de sinalizacdo de Shh durante a regeneracdo foram utilizados dois
farmacos: Ciclopamina e SAG, atuando como antagonista e agonista da via de Shh,
respectivamente.

Inicialmente, foi feita uma curva de dose de Ciclopamina (SelleckChem, Catalogo N°
S1146), testando-se concentracfes de 0.5ug/mL, 1pug/mL e 2ug/mL (n = 9, sendo 3 animais
para cada concentracdo de Ciclopamina). A concentracdo mais alta (2ug/mL) foi considerada
letal, uma vez que 0s animais em experimentos morreram na terceira semana de exposi¢ado ao
farmaco. Para os experimentos posteriores, utilizou-se a concentragdo de 1ug/mL, tendo em
vista que essa foi a dose permissiva ao crescimento da bainha da nadadeira e, assim, permitindo
verificar se haveria interferéncia apenas no surgimento dos radiais distais especificamente.

A diluicdo do antagonista Ciclopamina foi feita em Etanol P.A., ficando a uma
concentracdo estoque de 25mM. Cada animal foi disposto em 400 ml de agua sem cloro com
40pL de Ciclopamina, chegando a uma concentracdo final de 2,5uM ou 1pg/mL do farmaco
para cada animal independentemente do tamanho e peso do mesmo.

Os tratamentos com o inibidor da via de Shh aconteceram em cinco grupos, os quais
diferiam nos estagios de regeneracdo: 0, 1, 2, 3 e 4 semanas pds-amputacdo (spa). Os
tratamentos iniciados em 0, 1, 2 e 3 spa até a quinta semana pos-amputacéo (5 spa), com
fotografias no inicio e fim do tratamento (n = 12, sendo 3 animais para cada estagio). Os animais

desses grupos foram transferidos para um aquario com agua limpa para regenerar por mais uma
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semana apos o final do tratamento e foram fotografados em 6 spa. Ja o tratamento iniciado em
4 spa (n = 4) se estendeu por mais seis semanas, terminando em 10 spa. Os animais em questdo
foram transferidos para um aquario com agua limpa para regenerar sem a presenca do inibidor
por mais 2 semanas e, entdo, tiveram suas nadadeiras coletadas em 12 spa. Esse tempo adicional
em agua limpa permitia que a estrutura analisada, bainha da nadadeira, crescesse um pouco
mais para futura analise da presenca e morfologia dos radiais distais em seu interior (Figura
10).

A diluicdo do agonista SAG (Sigma-Aldrich, Catalogo N° SML1314) foi feita em
DMSO. Apds a diluicdo do farmaco, cada animal foi disposto em 400 ml de agua sem cloro
com 160pL de SAG, ficando cada animal a uma concentragéo final de 200nmol. Os tratamentos
para ativacao ectdpica da via de Shh comecaram na 22 e 32 spa, estendendo-se por mais cinco
semanas apds o inicio do tratamento, sendo coletadas em 7 e 8 spa, respectivamente (n = 6,
sendo 3 animais para cada estagio) (Figura 10).

Os animais do grupo controle foram tratados com DMSO (n = 9), o qual ndo possui
nenhum efeito no processo de regeneracao ou formacao de estruturas.

Uma vez que os farmacos utilizados nesse experimento eram fotossensiveis (podem
perder sua capacidade medicamentosa se ficarem expostos a luz), os animais foram mantidos
em uma sala com a luz apagada, com trocas das solugdes a cada 24h, sendo eles alimentados

em &gua limpa sem cloro por 1h antes da troca diaria das solugdes com os farmacos.

Ciclopamina 1ug/mL

Amputagcdo 1spa 2spa 3spa 4spa 5spa 6spa 10 spa 12 spa
SAG 200nmol
Amputagao 2spa 3spa 7spa 8spa

M Crescimento da nadadeira Tratamento com Ciclopamina 1pg/mL  Tratamento com SAG 200nmol

Figura 10. Esquema experimental dos ensaios com Ciclopamina 1pug/mL e SAG 200nmol
com P. annectens. Acima esquema dos experimentos realizados com Ciclopamina em
diferentes estagios de regeneracdo. Abaixo esquema dos experimentos realizados com o

agonista SAG.
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Algumas nadadeiras controles e algumas tratadas com Ciclopamina tiveram seu
comprimento total medido 12 semanas apds amputacdo, com isso foi realizado teste estatistico
do tipo Teste T ndo pareado two-tailed, para comparacdo entre os dois grupos (controle vs.
tratadas), com a finalidade de testar se ha diferenca estatistica entre comprimento das nadadeiras

entre os grupos. O teste foi realizado com auxilio do programa GraphPad Prism V 5.01.

3.4 Analise morfoldgica

Para fins de anélise morfoldgica as nadadeiras peitorais intactas e as regeneradas ao final
do tratamento com farmacos foram coletadas e fixadas em Alcool Etilico 100% ou Formalina
tamponada 10%. Em seguida, algumas destas nadadeiras (SAG e grupo controle) foram
submetidas aos passos descritos por Taylor & Van Dyke (1985) para coloracdo esquelética
diferencial, marcando em azul as estruturas cartilaginosas através do corante Azul de Alcian e
marcando em vermelho as estruturas ossificadas por meio do corante Alizarina Vermelha. Em
outro grupo de nadadeiras tratadas (Ciclopamina) foi realizado escaneamento pela técnica de

CT scan.

Apo6s o final do processo de diafanizacdo, as nadadeiras foram armazenadas em

Glicerina 100% e fotografadas em lupa para posterior analise morfologica
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nossos ensaios demonstraram que ap0s a amputacdo das nadadeiras peitorais, 0 peixe
pulmonado Protopterus annectens é capaz de regenerar, apos algumas semanas, a nadadeira
igual a nadadeira que foi perdida. Foi observado também que a nossa regido de interesse, a
bainha da nadadeira, local onde se encontram os radiais distais, comeca a se formar na 32

semana pos-amputacdo (Figura 11).
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Figura 11. Progressao da nadadeira em regeneracao de Protopterus annectens. A nadadeira
de P. annectens é filiforme, apresentando na regido proximal, no eixo posterior, a bainha da
nadadeira, onde estdo localizados os radiais distais. Observa-se que ha a formacéo da bainha da
nadadeira em 3 spa. Escala 0,5cm.

3 spa

Os dados encontrados nos experimentos iniciais corroboram com resultados
encontrados em estudos que datam de mais de 50 anos atrads, que mostram que Protopterus
annectens € capaz e regenerar as nadadeiras peitorais apdés uma lesdo (Conant, 1970),
adicionalmente, nossos resultados trazem maior detalnamento acerca desse processo no
espécime em questdo, onde constatou-se que a bainha da nadadeira se forma na 3? semana de
regeneracdo. Outro estudo documentou que o peixe pulmonado sul-americano Lepidosiren
paradoxa também € capaz de regenerar as nadadeiras peitorais em estagios morfolégicos
semelhantes aos encontrados em P. annectens (Nogueira et al., 2016).
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A posicdo filogenética dos peixes pulmonados nos proporciona melhores informacgdes
acerca da origem evolutiva da regeneragdo de membros, pois este pertence ao grupo irméo vivo
mais proximo dos tetrapodes (Nogueira et al., 2016; Amaral & Schneider, 2017). Estudos com
L. paradoxa mostram profundas similaridades moleculares entre a regeneracdo do peixe
pulmonado e urodelos, estabelecendo o peixe pulmonado como um modelo importante para
estudos sobre evolucdo da capacidade regenerativa em vertebrados (Nogueira et al., 2016).

Para que fosse determinado em que estagio de regeneracao os radiais distais se formam
na nadadeira de P. annectens, foi feita uma analise esquelética durante o processo de
regeneracdo em diferentes estagios de regeneracdo. Nossos resultados demonstram, ao longo
dos estagios de regeneracdo analisados, que o aparecimento dos radiais distais se da na 122

semana pos-amputacdo na regido da bainha da nadadeira (Figura 12).

Figura 12. CT Scan da nadadeira 12 semanas p6s amputacdo de P. annectens. Acima
morfologia externa da nadadeira de P. annectens com 12 semanas de regeneracdo. Abaixo a
técnica de CT Scan revela que os radiais distais se fazem presente na nadadeira regenerada de
P. annectens 12 semanas pés amputagdo. Escala 0,5 cm.

A ativacdo ectopica da via de Shh nas nadadeiras em regeneracdo dos peixes
Protopterus annectens resultou em diversos fendtipos que se mostraram bastantes diferentes do
observado nas nadadeiras dos animais expostos a DMSO (grupo controle), os quais
apresentaram uma nadadeira recuperada idéntica ao observado na pré-amputacao. Os fendtipos
da ativacdo ectopica de Shh encontrados foram semelhantes em todos os espécimes tratados

com SAG, apresentando um fendtipo aberrante (Figura 13).
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As nadadeiras tratadas com SAG a partir da 22 spa apresentaram ramificagdes a partir
do plano de corte e expansdo no eixo posterior onde se localiza a bainha da nadadeira (Figura
13), semelhante ao que foi visto em peixes do género Polypterus, onde a ativacao ectdpica de
Shh durante a regeneracao resultou no aumento do nimero dos radiais presentes na nadadeira
(Cuervo et al., 2012). Pode-se observar na regido posterior da nadadeira varias estruturas

segmentadas, apresentando cartilagens disformes em diversas regides das nadadeiras.

Externo Interno

2 -7 spa

Figura 13. Ativacdo ectdpica de Shh durante a 22 semana de regeneracgdo de nadadeiras
de Protopterus annectens. Ao final das 5 semanas de tratamento observou-se que todas as
nadadeiras possuiam um fendtipo semelhante, consistindo na curvatura da nadadeira a partir do
plano de amputacéo (& esquerda). A coloragdo azul revela 0 aumento do numero de elementos
esqueléticos no eixo posterior (& direita). A cabega de seta marca o plano de amputacdo. Escala
0,3 cm (externo); 0,1 cm (externo).
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J& em tratamentos com SAG iniciados na 32 spa e estendidos até a 82 spa, podemos
observar alguns fendtipos um pouco mais semelhantes ao observado em nadadeiras do grupo
controle. Ao final do tratamento em 8 spa, pdde ser observado nadadeiras com o surgimento de
estruturas menos segmentadas e restritas a regido posterior, regido onde esta localizada a bainha

da nadadeira em nadadeiras maduras (Figura 14).

3 — 8 spa

Figura 14. Ativacéo ectopica de Shh durante a 32 semana de regeneracdo de nadadeiras
de Protopterus annectens. Ao final da 8% semana de tratamento com a molécula agonista da
via de sinalizagdo de Shh observou-se a presenca de estruturas menos segmentadas em relagdo
aos experimentos anteriores, podendo ser observado o surgimento precoce de radiais distais em
algumas nadadeiras (b’, d’, €’”), 0s quais estdo mais restritos ao eixo posterior. Escala 0,3 cm

ema-e;e0,l1cmeme’.
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Os ensaios com Ciclopamina, inibidor da via de Shh, em periodos iniciais de
regeneracdo (0 e 1 semana) ocasionou o0 bloqueio total da regeneracéo, podendo-se constatar
gue houve uma regressdo da nadadeira amputada (Figura 15b). Os tratamentos iniciados em 0
e 1 spa impediram a regeneracdo, levando ao bloqueio total da regeneracdo (Figura 15a).
Diferentemente dos tratamentos iniciados na 22 e 32 spa que ndo ocasionaram o bloqueio da
regeneracdo, porém resultou em uma diminuicdo da taxa de regeneragdo em comparagdo com

0 grupo controle (Figura 15).
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Figura 15. Nadadeiras em regeneracao de Protopterus annectens tratadas com inibidor da
via de sinalizagéo de Shh. (a) observa-se um blogueio na regeneragdo em tratamentos iniciados
em periodos mais precoces (0 e 1 spa), ja tratamentos mais tardios (2 e 3 spa) d&o progresso no
processo regenerativo, porém observa-se uma diminuigdo em comparagdo ao grupo controle.
(b) grafico do crescimento bruto (cm) das nadadeiras tratados com o inibidor, mostrando a
regressdo e diminuicdo da regeneragdo em comparagao com o grupo controle. Escala 0,2 cm.
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J& em tratamentos iniciados em periodos mais tardios — 42 semana de regeneragdo —
(Figura 16) houve uma reducdo no crescimento da nadadeira constatada por teste estatistico
(Teste T) e uma provavel reducéo ou auséncia nos radiais distais tendo em vista que em 12 spa
a bainha da nadadeira é menor que a do grupo controle no mesmo estagio (Figura 12). Um
resultado semelhante foi visto em estudos realizados em membros de salamandras, onde o
namero de digitos nos membros tratados era dose-dependente da concentragdo de Ciclopamina,
tendo a maior reducdo dos elementos esqueléticos em doses maiores de Ciclopamina (Roy,
2002). Experimentos futuros de CT Scan das nadadeiras com 12 spa tratadas com Ciclopamina
esclarecerdo se houve alteracdo na morfologia e numero dos radiais distais presentes na

nadadeira de P. annectens.

GF_—‘_
r._____

o Controle vs Ciclopamina - 12 spa

7
6
4
3
2
1
0

Figura 16. Nadadeiras em regeneracao de Protopterus annectens tratadas com inibidor da
via de sinalizacdo de Shh a partir da 4% semana pds amputacao. (a) nota-se que a bainha da
nadadeira tratada com Ciclopamina 1pg/mL (indicada pela cabeca de seta) ndo cresceu em
comparagdo com a estrutura no mesmo estagio no grupo controle. (b) grafico evidenciando a
diminuicdo do crescimento do grupo tratado com o grupo controle em 12 spa (Teste T nédo
pareado two-tailed, p < 0,05). Escala 0,5 cm.

4 spa

12 spa

Crescimento bruto (cm)

Controle (12 spa Ciclopamina (12 spa
P

HPA1 HWPA2 EPA3 PA4
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A anélise do Teste T, que consiste na comparagdo de dois grupos para verificar se ha
diferenga entre eles, revela que houve diferenca estatistica significativa na reducdo do
crescimento das nadadeiras de 12 spa tratadas com Ciclopamina em relacéo ao grupo controle,

evidenciado pelo p < 0.05 (Figura 17).

Table Analyzed Data 1
Column A 12wpa Control
VS VS

Column B 12wpa Cyc

Unpaired t test

P value 0.0003

P value summary i

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

One- or two-tailed P value? Two-tailed

t, df t=7.293 df=6

Figura 17. Teste T ndo pareado two-tailed p < 0.05 realizado para as nadadeiras de 12 spa
do grupo controle vs. nadadeiras de 12 spa tratadas com Ciclopamina. O valor de p
mostrou-se menor que 0.05, sendo este de 0.0003, logo, ha uma diferenca significativa no
crescimento das nadadeiras no grupo tratado com Ciclopamina em relagdo ao grupo controle.

Nossos experimentos revelam que a via de sinalizacdo de SHH atua diretamente no
processo de regeneracdo de nadadeiras de peixes pulmonados P. annectens, uma vez que
guando essa via foi inibida pelo seu antagonista ocasionou prejuizos na regeneracao, tais como:
(i) blogueio total da regeneracdo quando a via de sinalizacdo de Shh foi inibida nos estagios
iniciais de regeneracdo (0 e 1 spa) e (ii) reducdo no crescimento das nadadeiras ao longo do
processo regenerativo quando o tratamento foi iniciado em estagios mais tardios (2, 3 e 4 spa).
Em contrapartida, a ativacdo ectdpica da via de Shh resultou em anormalidades esqueléticas

nas nadadeiras analisadas.

Sabe-se que Sonic Hedgehog estad intimamente envolvido no desenvolvimento
embrionario e que a sua auséncia ocasiona defeitos estruturais centrais, como no sistema
nervoso, inviabilizando o desenvolvimento do embriéo (Singh et al., 2015). Os fatores Hh sé&o
expressos de forma precoce na regido posterior do broto do membro, fornecendo ao blastema
uma memoria posicional, sendo o centro de sinalizacdo para o padrdo anteroposterior do
membro (Brockes & Kumar, 2002; Imokawa & Yoshizato, 1997).
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Diversos estudos demonstraram a importancia de Shh para o estabelecimento dos digitos
tanto no desenvolvimento quanto na regeneracdo, por exemplo, a ativacao ectdpica de Shh em
salamandras resulta em polidactilia, enquanto sua inibicdo bloqueia a progressdo da
regeneracdo do membro (Nogueira et al., 2016), tais papéis também sdo semelhantes com o0s
resultados encontrados neste estudo, onde observamos fendtipos aberrantes nas nadadeiras de
P. annectens tratados com o agonista de Shh, j& em nadadeiras tratadas com o antagonista
podemos observar um reducédo do crescimento da nadadeira nadadeira e uma provavel reducéo

no nimero de radiais distais.

5. CONCLUSAO

Em vertebrados que regeneram membros, salamandras e girinos de sapo, a aplicacéo de
uma molécula agonista da via Shh durante a regeneracgdo acarreta no aumento do nimero digitos
(elementos do esqueleto distal). Os peixes pulmonados séo considerados evolutivamente
préximos aos tetrapodes e os elementos esqueléticos distais (radiais distais) podem estar
relacionados a origem dos digitos em tetrdpodes. Em P. annectens esses radiais sdo muito
reduzidos e restritos apenas ao lado posterior do eixo principal. Considerando o papel de Shh
na formacao de digitos em tetrapodes, nossos resultados sugerem que 0 aumento das estruturas
esqueléticas laterais ao eixo principal da nadadeira de peixes pulmonados é dependente da
ativacdo da via de Shh, assim como ocorre com os digitos, que sdo o0s elementos distais dos

membros tetrapodes.

Portanto, nossos resultados somam-se a evidéncias de que os radiais distais de peixes e
os digitos dos tetrdpodes possuem homologia profunda, pois compartilham mecanismos
moleculares especificos (como a via de sinalizacdo de Shh) que sdo recrutados para construgdo

de radiais distais e digitos, estruturas sem relacao filogenética ou morfologica evidente.
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