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RESUMO

A espécie Lepidosiren paradoxa pertence a ordem Dipnoi, juntamente com
mais dois géneros, sendo considerados os peixes pulmonados verdadeiros. Os
machos adultos de L. paradoxa diferenciam-se das fémeas através da presenca de
filamentos nas nadadeiras pélvicas. Estes filamentos assemelham-se aqueles
encontrados em branquias de peixes e de salamandras neoténicas. Estes filamentos
desenvolvem-se e tornam-se vascularizados durante o periodo de reproducédo. Neste
trabalho, propomos testar a hipotese de que os filamentos pélvicos de L. paradoxa
compartilham caracteristicas morfoldégicas e moleculares com filamentos branquiais.
Para tanto, realizamos andlise morfolégica e molecular dos filamentos das nadadeiras
pélvicas entre as estacdes de estiagem e chuvosa. A analise morfolégica ocorreu
através de coloragcdo de hematoxilina e eosina (HE) e microscopia eletronica de
varredura (MEV). Por fim, foi feita a quantificacdo de expressdo génica de marcadores
enriguecidos em branquias de peixes, através de PCR em Tempo Real (RT-PCR),
utilizando a nadadeira peitoral como referéncia. O comprimento dos filamentos da
estacdo chuvosa e de estiagem apresentaram os valores de média e desvio padrao
de, 4,31 mm=0,186 e 1,63 mm=0,104, respectivamente. Nas imagens de MEV foram
observadas algumas células com microvilosidades e/ou microciliadas e algumas
células menores. Nas analises de HE os filamentos apresentaram uniformidade no seu
epitélio formada com 4 camadas de células, sendo preenchido por tecido conjuntivo e
por fim tornam-se mais vascularizados na estagdo chuvosa. Na analise molecular de
RT-PCR os marcadores selecionados nao apresentaram variacdo quando comparados
com a nadadeira peitoral e entre as estacbes. Em conclusdo, apesar de existirem
semelhangas morfolégicas entre filamentos pélvicos de L. paradoxa e filamentos
branquiais de peixes e anfibios, os dados moleculares aqui obtidos ndo suportam a

hipétese de que estes filamentos realizem trocas gasosas.

PALAVRAS-CHAVES: Lepidosiren paradoxa, respiracdo, filamentos das

nadadeiras pélvicas.



ABSTRACT

The Lepidosiren paradoxa species belongs to Dipnoi order, along with two
genre and are considered true lungfishes. Adult males of L. paradoxa differ from
females by the presence of filaments in the pelvic fin. These filaments resemble those
found in gills of fish and neotenic salamanders. These filaments are grow and become
vascularized during the reproduction period. In this work we tested the hypothesis that
the pelvic filament of L. paradoxa share morphological and molecular characteristics
with gill filaments. Thus, we performed morphological and molecular analyses of the
filaments of the pelvic fins between the dry and rainy seasons. Morphological analysis
was perfomed through hematoxylin and eosin (HE) and scanning electron microscopy
(SEM). Finally, we quantified gene expression of gill markers by RT-PCR using
pectoral fin as reference. The mean length and standard deviation of the filaments
during rainy and dry season were 4,31mm of £+ 0.186 and 1,63mm * 0.104,
respectively. In the SEM images, we observed with a few cell microvilli and/or
microplicae and some smaller cells. In the HE analyzes we found that the filaments
have uniform epithelium formed with four layers of cells being filled by connective
tissue and finally become more vascularized the rainy season. Molecular analysis
through RT-PCR did not show any change when compared to the pectoral fin and
between the stations. In conclusion, despite morphological and molecular similarities
between gill filaments and pelvic fin filaments, our findings do not support a role for L.

paradoxa pelvic filaments in gas exchange.

KEYWORD: Lepidosiren paradoxa, gas exchange, limb gills.



1. INTRODUCAO
1.1. O PEIXE PULMONADO Lepidosiren paradoxa

Os peixes pulmonados sdo um grupo de grande relevancia para
pesquisadores no ramo da Biologia Evolutiva do Desenvolvimento, ou Evo-Devo,
podendo auxiliar estudos sobre as adaptacdes necessarias para transicdo da agua
para terra. Os peixes pulmonados s&do considerados fésseis vivos por se
assemelharem morfologicamente com seus ancestrais no registro féssil (JOSS,
2006). Recentemente foi comprovado através do sequenciamento de 251 genes de
diferentes vertebrados, que os peixes pulmonados, e ndo o celacanto, sdo o grupo-
irmao imediato de Tetrapoda (AMEMIYA et al., 2013) (Figura 1).
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Figura 1: Arvore filogenética de vertebrados, com peixes pulmonados como grupo irmao
dos Tetrapodas. Em azul os peixes cartilaginosos, em verde, os peixes de nadadeira raiada,
em roxo, os peixes de nadadeira lobada e em rosa, os tetrapodes (AMEMIYA et al., 2013).

Devido a relagdo proxima dos peixes pulmonados com os tetrapodes,

trabalhos que tratam do desenvolvimento de membros citam este grupo como um



dos modelos para entender o surgimento de apéndices (FRIEDMAN; COATES,;
ANDERSON, 2007; HODGKINSON et al., 2009). O desenvolvimento embrionario
dos peixes pulmonados também tem sido alvo de estudos comparativos entre outros
vertebrados, em especial com anfibios. Multiplas similaridades sdo observadas no
desenvolvimento destes dois grupos (pulmonados e anfibios), incluindo a presenca
de células ciliadas ao longo dos primeiros estagios do desenvolvimento do embrido
(KEMP, 1996; CASTILLO-BRICENO; KODJABACHIAN, 2014).

Os peixes pulmonados séo representados por trés géneros, Neoceratodus,
encontrado na Australia, o Protopterus, que habita o continente africano, e o
Lepidosiren que € encontrado na Ameérica do Sul. Entretanto, os géneros
Protopterus e Lepidosiren sdo considerados filogeneticamente mais proximos entre
si (ALMEIDA-VAL et al., 2010). O género Lepidosiren teve inicialmente sua
taxonomia descrita em quatro espécies (L. paradoxa, L. articulata, L. dissimmilis e L.
giglioliana), entretanto elas posteriormente foram sinonimizadas e atualmente o
género € composto apenas por L. paradoxa, popularmente conhecida como
Piramboia (BEMIS, 2003; REIS; KULLANDER; FERRARIS, 2003).

A piramboia apresenta-se distribuida nas bacias dos rios Paraguai e
Amazonas (ALMEIDA-VAL et al., 2010) (Figura 2). A espécie possui um habito
solitario, construindo os seus ninhos em pantanos ou em ambientes lamacentos, sua
fecundacéo é externa e o desenvolvimento indireto (KERR, 1900, 1950). HARDER
et al. (1999) realizaram diversas mensuracdes fisioldégicas durante 31 dias e o0s
dados obtidos sugeriram que L. paradoxa € capaz de estivar, entretanto mais
estudos sdo necessarios para determinar a capacidade de estivacao de L. paradoxa
(ALMEIDA-VAL et al., 2010).



Figura 2: Mapa de distribuicdo de L. paradoxa. As elipses representam as bacias
hidrogréficas e as estrelas, os espécimes reportados pela literatura (ALMEIDA-VAL et al.,
2010).

A pirambdia possui um evidente dimorfismo sexual nas nadadeiras pélvicas,
ndo observadas em outras espécies de pulmonados. Os machos possuem
filamentos na parte dorsal das nadadeiras pélvicas. Uma das hipoteses sobre a
funcionalidade destes filamentos é a de que estes representam exclusivamente um
dimorfismo sexual (LANKESTER, 1894; FOXON, 1933, BEMIS, 2003). Outros
autores sugerem que os filamentos podem realizar trocas gasosas, auxiliando os
machos no cuidado parental por meio da aeracdo dos ovos. Em suporte desta
hipétese, pesquisadores relatam que os filamentos pélvicos crescem durante o
periodo reprodutivo, assumindo uma coloracdo avermelhada devido a expansao na
vascularizacdo (KERR, 1900; CUNNINGHAM; REID, 1932; FOXON, 1933; URIST,
1973).



1.2. FILAMENTOS PELVICOS DE L. paradoxa

Os filamentos presentes nas nadadeiras pélvicas de piramboias representam
uma inovacao evolutiva peculiar. Cunningham e Reid (1932) realizaram
experimentos para testar a emissdo de oxigénio dos filamentos de L. paradoxa,
adaptando a metodologia empregada anteriormente ao peixe Synbrachus
marmoratus, conhecido popularmente como mucum. Os espécimes foram colocados
dentro de tubo de vidro e a quantidade de oxigénio dissolvido na dgua medido
através do método quimico de Winkler (WINKLER, 1888). Fémeas e machos foram
coletados em estacdes distintas a fim de obter animais dentro e fora do periodo
reprodutivo. Na maioria dos experimentos, houve uma diminuicdo do oxigénio
dissolvido na &gua, que segundo os autores deve-se a capacidade do muco
secretado pelo peixe em se ligar a molécula de oxigénio, tanto em fémeas quanto
em machos. Porém, quando realizaram experimentos com machos que possuiam
filamentos compridos, houve um aumento na quantidade de oxigénio dissolvido na
agua. Em resumo, os autores propéem que os filamentos pélvicos em machos no
periodo reprodutivo sdo capazes de liberar oxigénio na agua. Os autores propdem
ainda que a liberacdo de oxigénio pelos filamentos pélvicos podem suprir a demanda
respiratéria dos embrides, pois durante o periodo reprodutivo, sdo os machos que
apresentam o cuidado parental, provendo suporte aos ovos nos filamentos das
nadadeiras pélvicas.

Em contraste a hipotese de que os filamentos pélvicos serviriam para
oxigenar os ovos, Urist (1973) sugere que esta caracteristica auxilia o préprio animal
na respiracdo. A fim de comparar os filamentos das nadadeiras pélvicas da
piramboia com filamentos branquiais de peixes teledsteos, o autor induziu o
crescimento dos filamentos das nadadeiras pélvicas através de injecdes de
testosterona e as analisou a partir de cortes histoldgicos. Observou-se um aumento
dos filamentos na sexta semana ap0s a aplicacdo do hormoénio, além de uma
notdvel mudanca na coloracdo, devido ao aumento da quantidade de capilares,
iniciando com um tom mais escuro e ao fim do experimento com uma leve coloracao
rosa ou avermelhada.

Nos cortes histologicos, Urist (1973) descreveu a morfologia da nadadeira e

dos filamentos, ressaltando a formagé&o de novas redes de capilares dentro das
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estruturas, caracterizando as células do epitélio como cuboides e basofilicas. O
autor também descreveu o comportamento do animal apds o tratamento com
testosterona, relatando o aumento do intervalo entre as viagens até a superficie para
fins de respiracdo. Ao fim do artigo, o autor concluiu que o epitélio dos filamentos da
nadadeira pélvica da pirambdia, assim como as estruturas cartilaginosas da
nadadeira, é similar & composi¢cdo anatdbmica dos filamentos branquiais do peixe
dourado Carassius auratus.

Ao estudar a espécie de sapo Astylosternus robustus, DEAN (1913) reportou
uma estrutura filamentosa semelhante aquela observada em piramboias, presente
apenas nos flancos e na regido dorsal das patas traseiras de machos adultos. O
autor sugere gue tanto os filamentos pélvicos de pirambdia, quanto os filamentos do
A. robustus, atuariam no periodo reprodutivo para servir de suporte fisico aos ovos
até a hora da ecloséo.

Posteriormente, NOBLE (1925) analisou a histologia dos filamentos de A.
robustus e observou que eles sdo bastante irrigados por vasos sanguineos que
separam em grupos de células no epitélio, potencialmente facilitando a captura e
difusdo do oxigénio no tecido. Entretanto, DEAN (1913) e NOBLE (1925) né&o
realizaram experimentos funcionais para testar diretamente a realizagcdo ou néao de
trocas gasosa nos filamentos de A. robustus.

Até o presente momento, apesar da semelhanca morfolégica com filamentos
branquiais, a finalidade funcional dos filamentos pélvicos da pirambdia permanece

obscura.

1.3. SISTEMA RESPIRATORIO DE BRANQUIAS

Caso a hipétese de que os filamentos da nadadeira pélvica sejam 0Orgaos
funcionalmente anélogos a filamentos branquiais, estes representariam uma
inovacdo evolutiva complementar ao sistema respiratério de vertebrados. Existem
trés tipos de respiracdo em vertebrados, classificadas de acordo com os 6rgaos
utilizados: a respiracdo branquial, a cutdnea e a respiracdo através de sacos de gas
(KARDONG, 2014). Cada modo de respiracdo estad intimamente associado ao
ambiente onde é utilizado (HSIA et al., 2013).



As branquias sao 6rgdos especializados para 0 ambiente aquatico presentes
em peixes e anfibios (KARDONG, 2014). Este 6rgédo é formado por arcos branquiais
gue possuem filamentos responsaveis pela captura de oxigénio (Figura 3). Nestes
filamentos estdo presentes um par de fileiras de lamelas, uma em cada lado, com
células que realizam trocas id6nicas e células quimiorreceptoras de oxigénio
(ROMBOUGH, 2002; COOLIDGE, 2008).

Estudos demonstram que variagcdes na quantidade de oxigénio dissolvido e
salinidade da agua causam ativacdo de quimiorreceptores em resposta a estresse,
resultando em expansdo da superficie dos filamentos branquiais, aumentando
consideravelmente a ventilagdo e consequentemente a absor¢céo de oxigénio ou de
trocas idnicas (COOLIDGE, 2008; UCHIYAMA, KUMANO, 2011; RAMOS et al.,
2013).

Figura 3: Morfologia geral dos filamentos branquiais de peixes. (A) Filamento branquial de
Carassius auratus corado com Hematoxilina e Eosina (HE). Adaptado de URIST (1973). (B)
Filamento Branquial de Goodea atripinnis corado com HE e Masson’s trichrome. Adaptado
de RUIZ-PICOS; LOPEZ-LOPEZ (2012). Lamelas: L; Filamentos: F.

Além da presenca de células quimiorreceptoras, a composi¢do celular dos
filamentos branquias € comparavel em peixes e anfibios. O epitélio dos filamentos é
composto geralmente por 3 a 4 camadas de células e o das lamelas, apenas com
uma Unica camada e a maioria da superficie € coberta com células pavimentosas e
cuboides; além disso, também estdo presentes células ricas em mitocéndrias e
células mucosas (Figura 4). Ha células nao diferenciadas, localizadas na base e na
camada intermediaria do epitélio dos filamentos branquiais, que estdo ausentes nas
lamelas. Nas estruturas lamelares existem células endoteliais modificadas,
chamadas células pilares, que suportam e definem o0s espacos sanguineos
(LAURENT, PIERRE; DUNEL, 1980; WILSON; LAURENT, 2002).



Figura 4: Microscopia eletrbnica de varredura do epitélio das branquias de um
elasmobranquio de agua doce. Sdo mostradas células pavimentosas (Pavement Cells-PVC)
e células ricas em mitocéndrias (Mitochondrion-Rich Cells - MRC) com microvilosidades
(setas longas) e/ou micropapilas (setas menores) (EVANS; PIERMARINI; CHOE, 2005).

Existem dois tipos de branquias que sdo divididas morfologicamente em
internas e externas (KARDONG, 2014). A primeira esta presente em peixes 6sseos
(Osteichthyes) e cartilaginosos (Condrichthyes) (KARDONG, 2014). Os peixes
0sseos possuem as branquias protegidas pelo aparato opercular, diferente dos
Condrichthyes, que possuem septos interbranquiais e um estreito canal de
passagem da &gua. Esta Ultima caracteristica anatémica dificulta a extracdo do
oxigénio em Condrichthyes, que compensam este déficit através de uma natacdo
rapida, capaz de aumentar a ventilacdo e a troca gasosa necessaria para o animal
(HSIA et al., 2013).

Branquias externas sédo encontradas em larvas de alguns anfibios e de alguns
peixes (KARDONG, 2014). Apesar da importancia das branquias para 0s animais
aquaticos, existem espécies que nao utilizam unicamente as branquias como 6rgéos
respiratorios, mas também outras estruturas ou 6rgdos para a mesma finalidade
(HSIA et al., 2013; KARDONG, 2014). Os peixes pulmonados possuem branquias
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que auxiliam na excre¢cdo de CO, e compensacdo acido-base (GILMOUR,;
EUVERMAN, 2007). Alguns Salmoniformes também realizam parte de suas trocas
gasosas através da pele em ambientes aéreos (URBINA; MEREDITH, 2014).

Os sarcopterigios compreendem todos os tetrapodes e peixes que possuem
nadadeira lobada (AMEMIYA et al., 2013). Incluidos neste grupo estdo os peixes
pulmonados, que tem o pulmdo como principal 6rgdo para a captura de oxigénio. A
piramboia também possui filamentos em suas nadadeiras pélvicas, que se
assemelham fisiologicamente e morfologicamente a filamentos branquiais, conforme
citado anteriormente (URIST, 1973).

1.4. O PERFIL MOLECULAR DOS FILAMENTOS BRANQUIAIS

Os filamentos branquiais, quando expostos a estresses fisioldgicos sofrem
modificacdes estruturais como por exemplo a reducdo do tecido entre as lamelas e
aumento da superficie celular (NIKINMAA; REES, 2005; DHILLON et al., 2013).
Estudos de expressdo génica realizados através de hibridizacéo in situ de RNA e
imunofluorescéncia indicam que os genes que codificam as proteinas HIF-lalfa,
Anidrase carbonica, Na'/K* ATPase, ATPase vacuolar e lactato desidrogenase,
estdo associados a fisiologia (SEIDELIN et al., 2001; SCOTT; RICHARDS, 2004;
HUANG,; LIN; LIN, 2015; HUANG et al., 2015) e a morfologia (MEER et al., 2005;
PERRY et al., 2010; WRIGHT, 2012; DHILLON et al., 2013; RAMOS et al., 2013)
dos filamentos branquiais.

A maioria dos genes expressos nesta estrutura adapta a sua expressao
guando o animal sofre um estresse ambiental, levando a uma alta ou baixa
expressdo. A hipoxia € a condi¢cdo mais conhecida por alterar a fisiologia, morfologia
e o padrdo de expressdo dos genes relacionados aos filamentos branquiais
(AUGUSTO et al., 2010; ZHU; WANG; YAN, 2013; BLANK; BURGGREN, 2014).

Em situacdes onde ha baixa concentracdo de oxigénio na agua 0 gene
“Hypoxia-Induced factor” (HIF) é ativado. HIF é um fator de transcricdo que ativa a
transcricdo de diversos genes que modificam a fisiologia e a morfologia das
branquias de peixes e anfibios, a fim de fazer com que o animal se adapte a
condicdo de hipoxia (NIKINMAA; REES, 2005). Em concentracdes basais de

oxigénio, HIF é degradado constitutivamente. Em ocasides onde ha diminuicdo dos
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niveis de oxigénio, a degradacdo natural que HIF sofre no citoplasma é inibida.
Portanto, genes responsaveis por controlar, por exemplo, a eritropoiese, a sintese
de hemoglobina, angiogénese, mudancas na superficie celular, glicélise, transporte
de glicose e supresséao de proliferacdo celular, séo ativados em condi¢cdo de hipdxia
(NIKINMAA; REES, 2005).

Assim como a condi¢do de hipdxia, a mudanca de salinidade também resulta
em adaptacdes fisiologicas nas branquias. Portanto os genes utilizados em cada
ambiente s&8o cruciais para a resisténcia do organismo a mudancas ambientais
(EVANS; PIERMARINI; CHOE, 2005; ZHU; WANG; YAN, 2013; JONZ et al., 2015).
Os genes que codificam as proteinas Na'/K*-ATPase, vacuolar ATPase e ATPase-
Classe IV-tipo séo alguns dos genes ativados por alteracées na salinidade (EVANS;
PIERMARINI; CHOE, 2005; SERRANO; HENRY, 2008; SANDBICHLER; EGG,
2011; RAMOS et al., 2013; HUANG; LIN; LIN, 2015a,b; HUANG et al., 2015).

Na'/K*-ATPase e o tipo H'-vacuolar -ATPase (Vacuolar-type H* -ATPase -
VHA) sdo encontrados nos filamentos branquiais em células ricas em mitocdndrias
de peixes e anfibios (HWANG et al., 1998; UCHIYAMA; KUMANO, 2011). Estes
genes sdo responsaveis pela osmoregulacdo em peixes e em larvas de anfibios,
através de bombas de sbédio e potassio e pela liberagcdo de protons HT,
respectivamente. Ensaios de imunolocalizacdo da enzima Na'/K'-ATPase e de
hibridizacdo in situ de RNA mostraram que ha expressdo entre as lamelas e as
porcdes interlamelares dos filamentos branquiais (TAKABE; TERANISHI; TAKAKI,
2012). Em condi¢des de alta salinidade ocorre o aumento da expressido de Na'/K*-
ATPase nas branquias de peixes, com o objetivo de facilitar a secrec¢édo de ions do
corpo para o meio externo (D,COTTA et al., 2000; MARSHALL, 2002; RICHARDS, et
al., 2003).

A Anidrase carbbdnica (CA) € outra enzima encontrada nos filamentos
branquiais. A sua principal funcdo € manter o pH do sangue do animal e realizar
trocas gasosas, catalisando a conversédo de dioxido de carbono e agua em acido
carbbnico (H,CO3) (ESBAUGH; TUFTS, 2006; GEORGALIS; PERRY; GILMOUR,
2006). Em branquias de Oncorhynchus mykiss (truta arco-iris), a expressao deste
gene foi encontrada no epitélio das lamelas e nos espacos interlamelares. Em
ambientes com um alto teor de dioxido de carbono, ocorre o aumento no numero de
células que expressam este gene (GEORGALIS; PERRY; GILMOUR, 2006).



Como descrito anteriormente, existe uma rede de interagdo génica que resulta
em adaptac6es morfolégicas e fisiologicas em branquias de peixes e anfibios dentro
de condi¢des de hipdxia e mudancas de salinidade (EVANS; PIERMARINI; CHOE,
2005; ZHU; WANG; YAN, 2013; JONZ et al., 2015). Os machos de L. paradoxa
sofrem um grande estresse devido ao déficit de oxigénio quando estdo
resguardando os ovos dentro do ninho. Em paralelo a este estresse, filamentos
pélvicos crescem e tornam-se mais irrigados por vasos sanguineos. Neste trabalho,
propomos analisar a morfologia e a expressdo de marcadores tipicamente
associados a funcéo branquial a fim de determinar se os filamentos pélvicos de

pirambdias exercem fungbes anélogas a filamentos branquiais.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

e Realizar a caracterizagdo morfologica e molecular dos filamentos das

nadadeiras pélvicas de Lepidosiren paradoxa.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Analisar morfologicamente os filamentos pélvicos através de coloracdo com
hematoxilina e eosina e microscopia eletrénica de varredura (MEV) durante as
estacdes de estiagem e chuvosa,;

e Caracterizar o padrdo de expressdo génica de genes expressos em

filamentos branquiais, através de PCR em tempo real.
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4. METODOLOGIA

4.1. COLETA DE LEPIDOSIREN PARADOXA E AMPUTACAO DAS
NADADEIRAS

As coletas foram realizadas com a autorizacdo do SISBIO (Processo N°.
47206-1) e do Comité de Etica em Pesquisa com Animais de Experimentag&o
(CEPAE, Processo N°. 037-2015) no municipio de Breves (1° 41’ 33" S e 50° 28’ 43”
W), localizado na llha do Maraj6é no estado do Para.

Os espécimes foram transportados para a Universidade Federal do Para
(UFPA) e foram mantidos em tanques de 1.37cm de comprimento, 62cm de largura
e 46cm de profundidade. Os machos de L. paradoxa foram identificados pela
presenca de filamentos na nadadeira pélvica na face dorsal. O n amostral para os
experimentos comparativos entre a estacdo de estiagem e chuvosa, incluindo
analises morfoldgica e molecular, foi de 11 espécimes no total, sendo 5 na estacao
de estiagem e 7 na estacao chuvosa.

Os espécimes foram anestesiados através da imersdo em eugenol
(EscamaForte) com 1ml/L em agua. Posteriormente cada espécime foi pesado,
medido, em seu comprimento total e comprimento das nadadeiras, e fotografado.
Em seguida, a nadadeira foi amputada por meio de uma tesoura cirdrgica, podendo
ser a nadadeira direita ou a esquerda, e dividida em 5 sec¢des. As amostras para a
histologia foram congeladas em cubas de plastico com otimizador de cortes de
tecido em baixas temperaturas (Tissue Tek® Optimal Cutting Temperature
Compound - Sakura), e armazenadas a -80°C até serem seccionadas em criostato.

Nadadeiras inteiras foram fixadas com PFA 3% e desidratadas em diluicbes
seriadas de etanol a 50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100%. Foram escolhidas por¢des
de 5 milimetros da regido dorsal da nadadeira para a medi¢cdo do comprimento dos
filamentos. A medicdo foi feita a partir da base até a ponta do filamento no
microscopio estereoscopico de luz Nikon SMZ1500, com auxilio do software NIS
elements (Nikon®). Foram feitas 10 medicdes, sendo 5 de cada lado, posteriormente,

foram tiradas médias e o desvio padrdo de cada espécime nas diferentes estacdes.
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4.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Algumas seccbes foram separadas para a realizacdo de microscopia
eletrdnica de varredura (MEV) (Zeiss LEO 1450VP). Apés fixacdo com Karnovski
(MEER, 2005) por 24h, as amostras foram incubada duas vezes com tampao fosfato
por 30 minutos e desidratadas em diluicdes seriadas de Etanol a 50%, 60%, 70%,
80%, 90% e 100%. Finalizando o procedimento, as amostras sofreram desidratacao
total através da retirada de liquido das células por meio de ponto critico com CO; e,
em seguida, cobertas com uma fina camada de ouro, para a conducdo dos elétrons

no microscopio.

4.3. PREPARO PARA HISTOLOGIA

As nadadeiras congeladas com Tissue Tek® foram retiradas do -80°C e
seccionadas no criostato a -20°C a uma espessura de 20um. Os tecidos foram
cortados em planos sagitais aderidos em laminas Colorfrost Plus® (Life Technologies
- Invitrogen) com dois cortes por lamina. Em seguida as laminas foram fixadas em
PFA 3% por 5 minutos, foram feitas duas lavagens rapidas em PBS 0.01M, foram
desidratadas gradualmente em dilui¢cdes seriadas de Etanol a 70%, 95% e 100% por
2 minutos cada. Por final, as laminas secaram a temperatura ambiente e
armazenadas a -80°C.

Para a coloragdo com hematoxilina e eosina (HE), as laminas foram
retiradas do -80°C em uma sequéncia intercalada e deixadas em temperatura
ambiente para a secagem. O processo de coloracdo com Hematoxilina tem a
finalidade de corar estruturas &cidas na célula, enquanto que a Eosina cora
estruturas basicas. Apos a secagem, as laminas foram coradas por 3 minutos com
hematoxilina, foram lavadas por 5 minutos em agua destilada e mergulhadas por 30
segundos em eosina. As laminas foram desidratadas em diluicbes seriadas de
Etanol a 50%, 70% e 95% por 30 segundos e a 100% por 1 minuto, e por fim, 1
minuto em Xilol. A montagem das laminas foi feita com laminulas (Fisherfinest
Premium). As laminas coradas foram visualizadas em um microscopio
estereoscopico Nikon SMZ1000 e no microscopio optico de luz Nikon Eclipse Ci-

S/Ci-L.
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4.4. EXTRACAO DE RNA TOTAL

A extracdo do RNA total dos filamentos pélvicos foi realizada com TRIzol®
(Life Technologies — Ambion) seguindo os passos do fabricante. A amostra que
estava no RNALater® (Ambion) foi homogeneizada em 1ml de TRIzol®, em seguida
foi incubada 5 minutos em temperatura ambiente. Foram adicionados 0.2ml de
cloroférmio para cada 1ml de TRIzol® utilizado e o tubo foi agitado vigorosamente
por 15 segundos. A amostra permaneceu por 3 minutos em temperatura ambiente e
depois centrifugada 12,000 x g (12000 rcf) por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi
removida e posta em um outro tubo de 1,5ml. Foram adicionados 0.5ml de
isopropanol 100% para 1ml de TRIzol® usado na fase de homogeneizacdo. Em
seguida foi feita uma incubacdo de 10 minutos em temperatura ambiente e
centrifugado a 12,000 x g por 10 minutos 4°C. O sobrenadante foi removido e
deixado apenas um precipitado de RNA, que foi lavado em etanol a 75% em agua
tratada com DEPC (Dietilpirocarbonato, SIGMA) para cada 1ml de TRIzol®. A
amostra foi misturada levemente e centrifugada a 7,500 x g (7500 rcf) por 5 minutos
a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado secado a temperatura
ambiente por 10 minutos. O precipitado de RNA foi ressuspendido em 30uL de agua

livre de RNAse e armazenado a -80°C.

4.5. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL (RT-PCR)

Para analise de reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain
Reaction — PCR) em tempo real foram extraidos o RNA total com TRIzol® (Life
Technologies) como descrito anteriormente, do tecido dorsal da nadadeira pélvica do
periodo chuvoso, de estiagem e da nadadeira peitoral em replicata para cada grupo.

Em seguida os RNAs totais foram purificados utilizando o kit RNeasy® Mini
Kit (QIAGEN) com a DNAse | para a remocédo de DNA gendmico, e a partir do RNA
purificado, foi confeccionado o cDNA utilizando o kit SuperScript® Il First-Strand
Synthesis SuperMix (Invitrogen) com 250 ng de RNA. Foram desenhados iniciadores
para 11 genes com o auxilio do programa Primer Express Software v.2.0 (Applied
Biosystems), considerando-se a sequencia de cDNA do gene de interesse (CDS + 3’

nao traduzida), localizando os iniciadores, preferencialmente, entre o coédon de
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parada e a sequencia 3’ ndo traduzida. As sequencias de cada iniciador sense e
anti-sense estdo na tabela 1 (Anexo) e organizadas em categorias de funcdes
metabdlicas similares.

A RT-PCR foi realizada com o kit SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems) seguindo as recomendac¢des do fabricante. Para cada 10 yL de reagao
foram adicionados, 1uL de primeira fita e 1X de SYBR Green PCR Master Mix e
2mM dos oligonucleotideos especificos para cada gene. O gene Polymerase (RNA) |
polypeptide C (PolR1C) foi utilizado como gene constitutivo, servindo como
normalizador da quantidade de primeira fita. As amplifica¢cdes da RT-PCR seguiram
0s parametros de 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, seguidos por 40 ciclos de 15
segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C.

O resultado bruto do software do RT-PCR € uma curva logaritmica da
intensidade de fluorescéncia na fase inicial, que se transforma, gradativamente, num
platd de saturacdo. Para determinarmos a quantidade precisa do produto de PCR, é
imprescindivel que o ponto de medicdo seja bem determinado. E necessério
desconsiderar o sinal inicial, que pode conter fluorescéncia basal, ja que € muito
evidente nos ciclos iniciais, antes de haver uma quantidade significativa do DNA
amplificado. E baseado nestes ciclos que se determina a linha de fluorescéncia
basica das amostras. O ponto de medicdo escolhido foi acima da linha de base,
ainda na fase logaritmica da curva.

Fl. Rel. = 2(CT cont - CT gene)
Onde:

Fl. Rel. é a fluorescéncia relativa.

CT cont é a média de namero de ciclos no ponto escolhido do controle.

CT gene é a média de numero de ciclos no ponto escolhido do gene em
questéao.

Para a expressao relativa dos experimentos com 0s controles experimentais,
entéo:
FI. Rel. exp. / Fl. Rel. cont.
Todos os valores sdo apresentados com médias = erro padrdo. Os dados
foram analisados usando o teste-t pareado e as diferencas foram consideradas
estatisticamente significantes com p < 0,05. Todas as analises foram conduzidas no

programa GRAPH pad prism (GraphPad software, CA, USA) para o Windows.
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5. RESULTADOS

5.1. ANALISE MORFOLOGICA

Os filamentos da nadadeira de L. paradoxa encontram-se somente na regiao
dorsal, a maioria possui ramificacdes com uma superficie simples, ou seja, sem
estruturas visiveis por microscopia de luz convencional. As médias de comprimento
dos filamentos em cada estagdo sdo maiores na estacdo chuvosa (4,31mmz=0,186)
do que na estiagem (1,63mmz=0,104), consistente com relatos do crescimento desta
estrutura no periodo de chuvas, que coincide com o periodo reprodutivo da espécie
(Tabela 2). Na figura 5 é possivel observar a diferenca de tamanho entre o0s
filamentos nas estacfes de estiagem e chuvosa. Na figura 5F é possivel visualizar a

vascularizacéo dos filamentos.

Tabela 2: Média e desvio padrédo do comprimento dos filamentos na época de estiagem e

chuvosa

Estacdo n (espécimes) n (filamentos) Média (mm) Desvio Padrdo (mm)
Estiagem 4 40 1,63 0,104
Chuvosa 3 30 4,31 0,186
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Figura 5: Morfologia externa da nadadeira pélvica e dos filamentos na estacéo de seca (A,
B e C) e na estacédo chuvosa (D, E e F). (D) Localizacdo dos filamentos na regido dorsal da
nadadeira pélvica indicada pela seta. (E) Imagem aproximada dos filamentos, com
asteriscos indicando pontos de ramificacdo. (F) As cabecas de setas indicam 0s vasos
sanguineos nos filamentos. Escalaem Ae D é 1cm, B, C, E e F € 500um.

Nas imagens de MEV, observou-se com mais detalhes a morfologia externa
dos filamentos, podendo ser visualizado o formato cilindrico dos filamentos e o
poliédrico das células. Também foram observadas nas imagens células menores
com um tamanho de 5 ym, localizadas pontualmente entre as células maiores da
superficie sendo que algumas possuem microcilios (Figura 6).

As células que possuem os ornamentos na superficie possuem um tamanho
de aproximadamente 5 uym e sdo semelhantes as células ricas em mitocéndrias
presentes nos filamentos branquiais de peixes. No restante das células de superficie
sdo observadas menos microvilosidades do que as células pontuais descritas

anteriormente e possuem o quadruplo do tamanho com aproximadamente 20 um.
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Figura 6: Escaneamento por MEV de L. paradoxa comparando as estacfes de estiagem (A,
B e C) e da estacdo chuosa (D, E e F). Na figura A e D estd mostrando os pontos de
ramificacdo em estrela. Na figura B e E é possivel ver a superficie dos filamentos,
mostrando o formato poliédrico das células com pequenas células pontuais entre as maiores
mostradas com setas. Na figura D e F é possivel ver estruturas de micropapilas ou
microciliadas em algumas células pontuais apontadas com cabeca de seta.

Através da analise histolégica da nadadeira pélvica e dos filamentos de L.
paradoxa foi possivel observar o esqueleto da nadadeira pélvica formado por varios
cilindros cartilaginosos unidos por fibrocartilagem (figura 7A e 7D). Cada cilindro
possui fibras musculares ligadas, que se estendem em diagonal até o epitélio,
formando segmentos que séo separados por tecido conjuntivo frouxo.

Também é possivel observar uma alta concentracdo de mucinas na
nadadeira e nos filamentos (figura 7B, 7C, 7E e 7F). O epitélio da nadadeira pélvica
possui em torno de 10 camadas de células, é do tipo estratificado ndo queratinizado,
sendo prismaticas as células mais proximas ao tecido conjuntivo e a medida que se
afastam, tornam-se achatadas. Ja nos filamentos da nadadeira pélvica, o epitélio é
mais fino com 4 camadas de células, entretanto é preenchido por tecido conjuntivo
frouxo, sendo irrigado por vasos capilares que sé@o representados pelos espacos
vazios e pelo sangue com coloracdo alaranjada, apontadas pelas cabecas de seta
(figura 7F).

A histologia dos filamentos das pirambodias coletadas na estacdo de

estiagem (figura 7A, 7B e 7C) mostram filamentos menores, com poucos vasos

18



sanguineos e sem extravasamento de sangue para o epitélio. Em contrapartida, os
filamentos da estacdo chuvosa (figura 7D, 7E e 7F), que possuem um tamanho
maior e uma quantidade maior de vasos sanguineos, que inclusive entram em
contato com a membrana basal (figura 7F), diminuindo o espaco entre a agua e 0s

vasos sanguineos.

Figura 7: CrioseccOes de laminas histologicas da nadadeira pélvica com filamentos de
macho coradas com HE. A, B e C mostram filamentos da estagdo de estiagem e D, Ee F
mostra filamentos da estagéo chuvosa. Os filamentos séo formados por um epitélio mais fino
que o restante das nadadeiras, constituidos de tecido conjuntivo (cj) e possui uma
guantidade grande de mucinas (seta preta). As cabecas de seta mostram o0s vasos
sanguineos o sangue na figura F, representante da esta¢do chuvosa. Cartilagem: asterisco,
seta branca: membrana basal. Escala: Ae D tem 1 mm; B, C, E e F tem 500 pm.
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5.2. ANALISE MOLECULAR

Um total de 11 marcadores associados a fisiologia de branquias foi
selecionado para analise de RT-PCR em filamentos pélvicos. A expressao
destes marcadores foi quantificada em biopsias de tecido epitelial contendo
filamentos de machos na época de estiagem (quando os filamentos se
apresentam com tamanho reduzido) e na época chuvosa (quando os filamentos
atingem tamanho maximo). Os valores obtidos foram normalizados usando
cDNA extraido de tecido epitelial da nadadeira peitoral, que n&o possui
filamentos.

Os marcadores testados neste estudo foram selecionados com base
em estudos envolvendo resposta de branquias a estresse fisiol6gico, porém
sdo comumente expressos em filamentos branquiais de peixes. Portanto, se
filamentos pélvicos de pirambdia exercem papel analogo aos filamentos
branquiais de peixes e anfibios, espera-se que a expressao destes marcadores
seja maior em epitélio contendo filamentos versus epitélio comum. Além disso,
espera-se também maior expressao destes marcadores em filamentos pélvicos
em periodo chuvoso do que em periodo de estiagem.

Entretanto, os resultados da RT-PCR demonstram que 8 dos 11
marcadores ndo apresentam variagcao significativa (fold-change inferior a 2).
Além disso, dentre os genes que apresentam valor fold-change maior que 2
(HSPA12A, MYH4, EGFR) estes estdo sub-expressos em tecido contendo
filamentos, quando comparados ao epitélio da nadadeira peitoral (Qque nao
contem filamentos). Portanto a maioria dos genes estudados ndo apresentaram
variacdo nas duas estacdes quando comparadas com as nadadeiras peitorais,
com valores estatisticamente ndo significativos entre as estacdes (figura 8;

teste-t pareado: p=0,31).

20



3 Estiagem

[ Chuvosa
£ 2
<
<
o 0 T T T T T T T
3 U!_D’_EP_J;LT = T nN
:L 2 T -
g T 1
T 4
Q
(T
@ 6
[0
S
&5 -8
) N g & Q > o <
F P SR W R
,\Q Q < Q\v‘ S %Qv" Q{o o &
v S Y 9
Osmoregulagéo Metabolismo Regulacdo Génica Proteinas
energético em Hipoxia Estruturais
Figura 8: Expressdo relativa dos genes em Log, de 2" organizados em categorias de

hipdxia, osmoregulagdo, metabolismo energético e proteinas estruturais em filamentos da
nadadeira pélvica de L. paradoraxa para as estacdes de estiagem (barra cinza) e chuvosa
(barra branca), representadas pela média e + erro padrdo das replicatas. A expressao
relativa foi calculada a uma propor¢do (Fl. Rel. ¢, / Fl. Rel. ¢n), usando o gene de

referéncia PolR1C.
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6. DISCUSSAO

6.1. ANALISE MORFOLOGICA

A morfologia e a fisiologia dos filamentos branquiais da maioria dos peixes e
anfibios séo similares e a capacidade de se adaptarem ao ambiente também, como
em condicdo de hipoxia (WILSON; LAURENT, 2002; BRUNELLI et al., 2009). A
principal mudanga morfologica envolvendo os peixes submetidos em hipoxia é o
crescimento dos filamentos branquiais, principal sitio de trocas gasosas. O
crescimento dos filamentos ou a reducado do tecido entre as lamelas aumenta a area
de superficie para a respiracdo (NILSSON, 2007; BLANK; BURGGREN, 2014). Ja é
descrito que os filamentos pélvicos de pirambdia, sdo estruturas que crescem na
estacdo chuvosa, porém a sua real finalidade € obscura, podendo auxiliar os
machos em trocas gasosas, ou como uma estrutura para guardar 0s ovos, assim
como é discutido para o sapo A. robustus (DEAN, 1913; CUNNINGHAM; REID,
1932; URIST, 1973).

O epitélio de revestimento da estrutura dos filamentos branquiais possui uma
Gnica camada de células, para que a troca de gases entre o ambiente e o tecido seja
realizada. As principais células que compfdem os filamentos branquiais sdo as
células pavimentosas (Pavement Cells - PVC) e as células ricas em mitocéndrias
(Mitochondrion-Rich Cells - MRC), que consistem em 90% e 10% no tecido,
respectivamente (EVANS; PIERMARINI; CHOE, 2005).

Nas imagens de MEV dos filamentos pélvicos de pirambdia, a morfologia
externa e espacial das células é distinta quando comparadas com os filamentos
branquiais de peixes e anfibios. Em filamentos pélvicos, algumas células possuem
microcilios, além de pequenas células pontuais, mas em um aspecto geral, pouca
informacédo com relacdo a ornamentacdo nas células dos filamentos pélvicos pode
ser obtida. Tampouco podem ser observadas as PVCs e as MRCs na histologia com
hematoxilina e eosina.

A morfologia da nadadeira de pirambdia foi comparada com filamentos
branquiais do peixe dourado Carassius auratus por URIST (1973), que relacionou

similaridades entre as lamelas, filamentos; e os elementos cartilaginosos. Quando o
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autor discutiu a funcdo dos filamentos pélvicos, sugeriu que um experimento de
trocas gasosas poderia esclarecer a possivel funcéo respiratéria. A morfologia dos
tecidos da nadadeira de pirambdia é semelhante ao descrito por KING e HALE
(2014) para o peixe pulmonado africano Protopterus annectens. Os autores
discutem que a funcéo deste tipo de morfologia da nadadeira, facilita a flexibilidade e
a sustentacao do animal no substrato.

A alta vascularizacéo dos filamentos e o contato dos vasos sanguineos com a
membrana basal sdo indicacbes da reducdo da distancia entre agua e vasos
sanguineos. Estas caracteristicas sdo encontradas em peles de peixes da subfamilia
Oxudercinae, popularmente conhecidos como “Mudskippers” ou saltadores da lama,
e em lamelas de filamentos branquiais de jovens Arapaima gigas (AL-KADHOMIY;
HUGHES, 1988; RAMOS et al.,, 2013). Entretanto, a espessura do epitélio de
filamentos e lamelas branquiais costumam ser entre 1 a 2 camadas de células para
facilitar a difusdo de substancias e trocas gasosas (AL-KADHOMIY; HUGHES,
1988), ao contrario dos filamentos pélvicos de pirambdia que possuem 4 camadas
de células, o que pode constituir em uma barreira impeditiva a realizacdo de trocas
gasosas.

Portanto, apesar de semelhangcas macroscoépicas, a analise morfolégica dos
filamentos da nadadeira pélvica de pirambdia revela importantes diferencas com

relacdo a filamentos branquiais,

6.2. ANALISE MOLECULAR

Para o presente trabalho, foram selecionados alguns genes candidatos
descritos na literatura desempenhando papel em hipoxia e na regulacdo osmotica
em filamentos branquiais, por exemplo, demonstrando um importante papel durante
a adaptacdo em resposta a estresse quanto a mudanca de salinidade e de oxigénio
(MEER, 2005; GEORGALIS; PERRY; GILMOUR, 2006; HUANG; LIN; LIN, 2015a,
2015b; HUANG et al., 2015). A maioria dos genes analisados em filamentos da
nadadeira pélvica apresentaram-se sem variacdo no padréo de expressdo quando
comparado ao tecido controle (nadadeira peitoral) em ambas estacdes.

Os genes selecionados para a analise molecular estdo relacionados a

estresse de salinidade e de teor de oxigénio em branquias de peixes e anfibios e
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estdo envolvidos em condicbes rapidas de aclimatagdo destes animais
(GEORGALIS; PERRY; GILMOUR, 2006; GILMOUR; EUVERMAN, 2007,
SERRANO; HENRY, 2008; JILLETTE et al., 2011). Apesar dos genes selecionados
estarem envolvidos com situacdes atipicas dando resisténcia aos animais as novas
condi¢cdes, nao foi possivel identificar na literatura marcadores estritamente
associados ou enriquecidos em filamentos branquiais, independente da situacao de
estresse que o0 animal estivesse.

Condicdes de estresse promovem picos de expressao em alguns genes, algo
que nao foi possivel observar durante o presente trabalho. J& foi descrito que a
expressdo do gene Anidrase carbbnica em branquias de peixes e caranguejos
apresentou uma inducdo no seu padrdo de expressdo, mas quando 0s animais
transitavam para um ambiente mais salino houve uma diminuicdo na expressao
(ESBAUGH et al., 2005; CRAIG, 2007; JILLETTE et al., 2011). Esta alteracdo na
expressao génica serviria como uma aclimatacdo em organismos que transitam
entre condicbes ambientais adversas, tais como a mudanca de pH e de
osmolaridade (SERRANO; HENRY, 2008; JILLETTE et al., 2011), condi¢bes né&o
observadas neste trabalho.

Os genes anidrase carbonica, V-tipo H* ATPase e HIF 1-alpha foram
detectados em animais que sofreram estresse fisiolégico, mas néo foi observado
variacfes na sua expressdo (GEORGALIS; PERRY; GILMOUR, 2006;HUANG,; LIN;
LIN, 2015a,b; HUANG et al., 2015). Em outros genes, por exemplo, vacuolar
ATPase e NAD(P)H desidrogenase houve a inibicdo das suas expressdes, com a
finalidade de minimizar a formacdo de HCO'; e 0 custo energético com enzimas
envolvidas no metabolismo, respectivamente (LIN; RANDALL, 1993; LIN et al., 1994,
PIERMARINI, EVANS, 2001;SEIDELIN et al., 2001; MEER, 2005; GILMOUR, 2012).

Em geral, a despeito de condi¢cbes de estresse, os marcadores supracitados
devem ser detectados dentro da sua expressao basal ou em picos de expressao em
branquias quando comparada a outros tecidos epiteliais. A ndo variacdo da
expressao dos genes encontrados neste trabalho ao comparar os filamentos
pélvicos entre as estacOes sugere que os filamentos pélvicos de pirambdia nao
cumprem um papel respiratério. E possivel que estes filamentos tenham papel
estritamente estrutural, crescendo durante o periodo chuvoso (reprodutivo) a fim de

servir de substrato para os ovos (KERR, 1900; DEAN, 1913).
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Futuros estudos com enfoque em andlise fisioldgica utilizando métodos
modernos para medicdo de consumo ou liberagdo de oxigénio podem ajudar a
estabelecer se os filamentos pélvicos de pirambodias realizam trocas gasosas. Por
fim, uma comparacdo mais abrangente através de transcriptomas de branquias de
filamentos pélvicos podera revelar se existem vias génicas comuns entre estas
estruturas. A procura de novas vias génicas e metabolicas responséaveis pela fungéo
de respiracdo pode auxiliar em caminhos biotecnolégicos, como aumentar a
resisténcia de organismos ao um ambiente de hipdxia ou de salinidade através da

transgenia.
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7. CONCLUSAO

O comprimento dos filamentos nas estacdes de estiagem e chuvosa
apresentaram diferencas na média e desvio padrdo, sendo maiores na
estacao chuvosa.

Nas imagens de MEV foram observadas algumas células com
microvilosidades e/ou micropapilas e outras de menor tamanho, porém néo
foram observadas grandes mudancas entre as estacoes.

Na histologia com hematoxilina e eosina, foi observada a vascularizagéo e
o preenchimento por tecido conjuntivo frouxo, porém uma espessa camada
do epitélio dos filamentos dificultaria uma provavel osmoregulacdo ou
trocas gasosas.

Os padroes de expresséo relativos da maioria dos genes comuns em
filamentos branquiais ndo tiveram variacdo em filamentos da nadadeira
pélvica quando comparadas com as nadadeiras peitorais, e ndo foram
significantes entre as estacoes.

Quando comparadas todas estas caracteristicas morfologicas e
moleculares com outros 6rgdos respiratérios, a hipotese de que o0s
filamentos nas nadadeiras pélvicas possuem algum papel de trocas
gasosas, sendo ela como consumicdo de oxigénio, ou a liberacdo de
oxigénio, tornam-se menos evidentes. Valendo a pena ressaltar outras
funcdes para esta estrutura filamentosa, por exemplo, de suporte para os

ovos no periodo reprodutivo
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ANEXO

Tabela 1: Genes usados na PCR de tempo real agrupados em categorias e com a sequencia de iniciadores no sentido 5’ - 3’.

Categoria dos genes

Gene amplificado

5' - Primer - 3'

Metabolismo energético

NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1

Sense: GCAGCAGTTTGTTCTCTCATTTTC

Anti-sense: AACATGCACAAGATGCAAATGAC

Lactate dehydrogenase A

Sense: TGCCTCTCCCAGCAGTTTG

Anti-sense: GGATTTGACAGATGAGCTTGCA

Osmoregulacéo

Anidrase carbonica

Sense: GAAGCAGACAGTCTCCGATCAA

Anti-sense: AAGGCTTTAGCAGAGGGTCATAGA

ATPase V

Sense: CATATCGCAGTCACTGTCCAAATT

Anti-sense: CGCTCTCCGCAACCTACATAA

ATPase, class VI, type 11A

Sense: TCGGAGATGGAGCGAATGAT

Anti-sense: TTCTTTTCCCATAATGCCTATGC

Regulag&o génica em
hipoxia

HIF-1alpha

Sense: CCTTGCCTTCCCATTGTTCTAA

Anti-sense: GCCTTCTCAACTGGCACATTC

Heat shock 70kDa protein 12A

Sense: CCAGCGTGTGCCATCTTTG

Anti-sense: CTGAATCGATTTATGGAAGAAAAGC

CREB-binding protein

Sense: TCACGCCGTTTGAGTATCCA

Anti-sense: TTGCGACACTGGCAAGCA

Proteinas estruturais

Myosin heavy chain

Sense: AGCTGAAGAACAAGCAAATGCA

Anti-sense: CAGCCTCTTCAAGCTCATGTTG

Collagen, type I, alpha 1

Sense: TGTACCGAACGCTGACTCCTT

Anti-sense: CCTCCGTACGCCCAGAGA

Epidermal growth factor receptor (EGFR), transcript variant 1

Sense: TGGCACTGTAATGTTCCTTCGT

Anti-sense: CGGCACCGCCAACAAA
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