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RESUMO

As mudancas climaticas causam alteragdes de temperatura e outros fatores
ambientais nos ecossistemas costeiros, como os costdes rochosos. Os anelideos
marinhos sao alguns dos muitos invertebrados que habitam estes ambientes. Devido
a sua alta capacidade regenerativa podem ser organismos importantes para os
estudos da biologia evolutiva e regeneracédo. Contudo, estudos que relacionam os
efeitos das mudancas climaticas nesse processo ainda sdo escassos. O presente
trabalho avaliou a regeneracao anterior do orbinideo Theodisca aurantiaca coletado
na Bacia da Sereia, llha do Mel, Parana. O primeiro experimento testou a hipotese
de que a regeneragao ocorre mais rapidamente em temperaturas mais elevadas,
com a avaliagao da regeneragao anterior e posterior de T. aurantiaca em diferentes
cenarios de mudangas climaticas. O segundo descreveu a regeneragao do sistema
nervoso da espécie e analisou suas estruturas como potenciais indicadoras da
utiidade de T. aurantiaca como organismo-modelo para estudos da biologia
evolutiva do desenvolvimento (Evo-devo). Foram aplicadas técnicas de clareamento
e imunohistoquimica para descrever a regeneracdo do sistema nervoso sob a
temperatura de melhor desempenho observada no experimento 1. Os resultados
mostraram que T. aurantiaca apresentou maior taxa e rapidez regenerativa nas
temperaturas mais elevadas, com o surgimento de novos segmentos e cerdas. O
tratamento correspondente ao cenario mais extremo de aquecimento global (28°C)
ocasionou maior eficiéncia na regeneracdo. As analises imunohistoquimicas
revelaram a formag&do progressiva do sistema nervoso, incluindo os conectivos
circumesofagicos, neurbnios pericarios e ganglio cerebral, indicando a
reestruturagcdo neural durante o processo regenerativo. Tais resultados mostram que
T. aurantiaca apresenta uma plasticidade regenerativa e pode ser utilizado como

modelo em estudos da evo-devo frente a cenarios de mudangas climaticas.

Palavras-chave: Emergéncias climaticas. Whole Mount. Clearing. Regeneragao
neuronal. Organismo modelo.



ABSTRACT

Climate change alters alterations in temperature and other environmental factors in
coastal ecosystems such as rocky shores. Marine annelids are some of the many
invertebrates that inhabit these environments. Due to their high regenerative
capacity, they can be important organisms for studies of evolutionary biology and
regeneration. However, studies relating the effects of climate change to this process
are still scarce. This work evaluated the anterior regeneration of the orbinid
Theodisca aurantiaca found in the Sereia Basin, Ilha do Mel, Parana. The first
experiment tested the hypothesis that regeneration occurs more rapidly at higher
temperatures, by assessing anterior and posterior regeneration of T. aurantiaca
under different climate change scenarios. The second experiment described nervous
system regeneration and analyzed its structures as potential indicators of the
suitability of T. aurantiaca as a model organism for evolutionary developmental
biology (Evo-devo) research. Clearing and immunohistochemical techniques were
applied to characterize nervous system regeneration at the optimal temperature
identified in the first experiment. Results indicated that T. aurantiaca exhibited
increased regenerative rates and speed at elevated temperatures, with the formation
of new segments and setae. The most extreme global warming scenario (28°C)
produced the highest regeneration efficiency. Immunohistochemical analyses
revealed progressive development of the nervous system, including
circumesophageal connectives, perikaryon neurons, and cerebral ganglion, which
limited neural restriction during regeneration. These findings demonstrate that T.
aurantiaca exhibits regenerative plasticity and is a suitable model for evolutionary

studies under climate change scenarios.

Keywords: Climate emergency. Whole Mount. Clearing. Neuronal regeneration.

Model organism.
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1 INTRODUGAO

Os impactos das mudancgas climaticas tém se intensificado nas ultimas
décadas, sendo possivel observar mudancas rapidas na atmosfera, oceanos e
biosfera (IPCC, 2023). Tais mudangas, podem atingir os ecossistemas terrestres, de
agua doce, oceanicos e costeiros, estando suscetiveis aos impactos extremos como
fortes precipitagdes, secas e ondas de calor (Higgins; Conradi; Muhoko, 2023;
Woolway; Sharma; Smol, 2022; Muruganandam et al., 2023). Os ecossistemas
costeiros, devido a sua alta sensibilidade e complexidade, estdo mais propensos as
consequéncias destas alteragdes ambientais (Toimil et al., 2020).

Os costbes rochosos sdo ecossistemas costeiros, localizados na zona
entre-marés, em que os seres que habitam esta regido estdo suscetiveis aos perigos
e impactos tanto do ambiente terrestre quanto do ambiente marinho (Denny; Gaines,
2007; Rilov et al., 2021). Apesar de estarem em uma regiao turbulenta - sofrem agao
das ondas, marés, entre outros -, os costdes rochosos abrigam uma grande
diversidade de espécies, incluindo mexilhdes, algas, ourigos, anémonas e anelideos
(Denny; Gaines, 2007; Johnson, 2024). Dessa forma, a fauna habitante desses
locais, pode estar suscetivel as alteragcbes ambientais, como o aumento da
temperatura.

Os anelideos marinhos apresentam excelente capacidade regenerativa,
diferindo de acordo com o taxon. Algumas espécies sao capazes de regenerar
completamente tanto a parte posterior ou anterior - incluindo o sistema nervoso -
quanto ambas as partes, sendo possivel a regeneragcdo a partir de minusculos
fragmentos de um individuo (Bely, 2014).

Estudos de regeneragao podem contribuir para as bases da biologia evolutiva
do desenvolvimento (Evo-devo) a fim de compreender a condigado ancestral destes
processos e explicar como eles evoluiram (Alfred; Baldwin, 2015). A Evo-devo utiliza
organismos-modelo, os quais devem ser possiveis de se tratar experimentalmente,
ou seja, sao adaptaveis ao ambiente laboratorial. Além disso, muitos apresentam
ciclos de vida mais rapidos, com tempos geracionais mais curtos, propiciando o
estudo de tragos hereditarios e experimentos populacionais (Tworzydlo; Bilinski,
2019).

Esses modelos também podem contribuir na comparacdo de mudancgas

celulares e moleculares que ocorrem antes e apds 0 processo de regeneragao,
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podendo auxiliar na identificacdo de vias genémicas conservadas entre animais que
possuem diferentes capacidades regenerativas, o que pode contribuir para os
estudos da medicina regenerativa (Martinez Acosta et al.,, 2021). Com essas
ferramentas, torna-se possivel avaliar processos de desenvolvimento de diferentes
organismos, podendo assim compara-los com outras espécies e, possivelmente,
solucionar questdes evolutivas (Tworzydlo; Bilinski, 2019). Esses conhecimentos
podem ser uteis no entendimento de diversos fendmenos genéticos, de
desenvolvimento, fisiolégicos, ecoldgicos e evolutivos, principalmente os que
englobam uma variedade de espécies (Love; Yoshida, 2019).

Estudos realizados com anfiinomideos e onufideos - anelideos errantes -
retratam que estes animais, quando expostos a diferentes estressores ambientais,
reagem de formas diferentes a regeneragao (Bhuiyan et al., 2021; Pires et al., 2015).
O onuphideo Diopatra neapolitana (Delle Chiaje, 1941), que habita regides tropicais,
indica recuperagdo mais rapida em maiores temperaturas (Pires et al., 2015).
Contudo, estudos em anelideos sedentarios ainda sdo escassos, 0 que se deve
principalmente a desafios em manté-los em condigbes laboratoriais. O orbinideo
Theodisca aurantiaca (Miiller, 1858) (Naineris aurantiaca até 2025, Alvarez et al.,
2025), animal intertidal, € abundante em zonas do mediolitoral superior de costbes
rochosos do sul e sudeste do Brasil (Alvarez, 2019).

Sua capacidade regenerativa foi avaliada recentemente, onde foi observada
a regeneracao anterior e posterior do animal (Alvarez et al., 2024). Contudo, devido
a suscetibilidade de seu habitat aos impactos das mudangas climaticas que devem
provocar alteragdes significativas nos ecossistemas costeiros (IPCC, 2023), essa
habilidade pode ser afetada.

Dessa forma, buscou-se testar a regeneragao de T. aurantiaca associada aos
cenarios de mudangas climaticas, descrever e avaliar os processos de
reestruturacdo do prostébmio, peristbmio e primeiros segmentos setigeros, com
énfase na regeneracdo do sistema nervoso. O primeiro experimento testou a
hipétese de que as respostas regenerativas serdo mais rapidas no cenario mais
extremo de mudancas climaticas. O segundo experimento descreveu a regeneracao
do sistema nervoso de T. aurantiaca, considerando a temperatura de melhor
regeneragao, e avaliou a capacidade regenerativa das estruturas nervosas como

importantes indicadoras da utilidade desses organismos como modelos para a
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Evo-devo. Por fim, ao estabelecer a relacdo entre os dois experimentos, esse
trabalho indicou como a regeneragdo ocorre nessa linhagem, quais suas vias
conservadas, as diferengas com outros organismos € como esse trago podera ser
afetado futuramente com os cenarios de elevagdo da temperatura associada ao

aquecimento global.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Entre os metazoarios a capacidade de regeneracdo € uma caracteristica
presente em muitos filos. A intensidade desse fendbmeno pode variar dependendo do
taxon. Algumas espécies sao capazes de regenerar apenas regides especificas do
corpo, enquanto outras podem regenerar o corpo todo. A causa da regeneragao
pode estar relacionada com eventos variados, como ferimentos causados pela
predacao, perturbagdes fisicas e ambientais e também atividades antrdpicas (Bely;
Nyberg, 2010; Lindsay, 2010). No ambiente marinho, muitos invertebrados possuem
a capacidade de substituir partes do corpo que foram perdidas, nisto incluem-se os
poriferos, cnidarios, platelmintos, hidrozoarios, crustaceos, anelideos, entre outros
(Hyman, 1940; Tardent, 1963; Salo, 2006; Hopkins, 2015; Padua; Klautau, 2016;
Leclére; Rottinger, 2017).

O Filo Annelida possui animais com uma grande capacidade regenerativa,
sendo que cada espécie, ou até mesmo individuo, apresenta uma peculiaridade
quanto ao processo de cura e regeneragao das células (Kostyuchenko; Kozin, 2021).
O conhecimento sobre as possibilidades regenerativas deste filo é disseminado
desde o século passado, sendo descritos por Hyman (1940) e Herlant-Meewis
(1964) como um dos mais importantes no estudo da regeneragdo, por serem
animais que possuem estruturas relativamente simples, além de apresentarem uma
capacidade regenerativa muito alta.

A vista disso, entender a regeneracdo do sistema nervoso é crucial para
compreender outros aspectos do processo regenerativo dentro do filo. Em um
experimento com a espécie Eurythoe complanata (Pallas, 1766), Muller, Berenzen e
Westheide (2003) mostraram que os fragmentos regenerados sao inervados por
fibras do antigo sistema nervoso até que haja a formagdo e conexao das novas
fibras com as pré-existentes. Esse processo de inervagao precisa ocorrer dentro de
um limite de tempo para que se obtenha éxito, caso contrario, todo o processo
regenerativo sofrera um atraso, podendo ser impossibilitado (Mduller; Berenzen;
Westheide, 2003). Em experimentos com a espécie Diopatra claparedii (Grube,
1878) foi observado que as ramificagdes de nervos podem inervar na parte exterior
do cérebro, caracteristica que se opde a do cérebro humano (Nazri et al., 2021).
Ademais, notou-se que as estruturas principais do sistema nervoso central desse

poliqueta sdo o cérebro e o cordao nervoso; e que existem diferengas significativas
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nos estagios regenerativos entre o ganglio do corddo nervoso e os tecidos intactos
(Nazri et al., 2021).

Essa habilidade de regenerar fragmentos e estruturas anteriores é uma
caracteristica que foi reduzida ou perdida em algumas linhagens, ja que o ultimo
ancestral dos anelideos possuia capacidade de regenerar tanto as partes
posteriores quanto as anteriores, incluindo o prostémio (Zattara; Bely, 2016). Além
disso, a perda da capacidade regenerativa da parte anterior mostrou ser mais
comum comparada com a perda da capacidade regenerativa da parte posterior
(Zattara; Bely, 2016).

Dessa maneira, a biologia evolutiva do desenvolvimento pode atuar como
uma pega-chave no entendimento dos processos evolutivos (Kuo, 2009). Acredita-se
que as mudangas fenotipicas sdo causadas pelas mudangas no desenvolvimento e
estas, por sua vez, sado tidas como uma consequéncia de alteragdes genéticas.
Sendo assim, a Evo-devo pode se conectar com o campo da genética de
populagdes e resultar na criagdo de uma sintese de teorias evolutivas (Kuo, 2009).
Por isso, é recomendado que espécies modelo sejam selecionadas levando em
consideragao a sua tratabilidade experimental - organismos que tenham maior taxa
de sobrevivéncia em laboratério, por exemplo - e a facilidade de obtencdo destes
organismos - quanto maior a abundancia, maior sera a representatividade (Kuo,
2009).

E provavel que o Ultimo ancestral comum dos metazoarios atuais possuia
algum nivel de capacidade regenerativa, de modo que as habilidades regenerativas
dos animais contemporaneos sejam historicamente continuas (Tiozzo; Copley,
2015). Dessa forma, a regeneragao, por ser um trago complexo, ndo pode ser
simplesmente encarada a partir da sua distribuicdo filogenética, mas deve-se
primeiro analisar o seu processo de acordo com suas etapas de cicatrizagdo dos
ferimentos, de mobilizagdo dos precursores celulares e da morfogénese. A partir dos
resultados dessa analise, pode-se compara-las com clados do mesmo filo ou até
mesmo da mesma familia (Tiozzo; Copley, 2015).

Os estudos de regeneragcdo sao vastos com poliquetas errantes, mas
escassos em poliquetas sedentarios, sendo alguns dos poucos exemplos as familias
Capitellidae, Opheliidae e Arenicolidae que mostraram auséncia de regeneragao dos

segmentos anteriores (Bely, 2006). O género Theodisca (Muller, 1858),
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anteriormente tratado como Naineris (Blainville, 1828), pertence a familia Orbiniidae
e atualmente possui 18 espécies validas pertencentes a 3 subgéneros (Alvarez et
al., 2025). A espécie Theodisca aurantiaca foi descrita na costa brasileira por Muller
(1858) e redescrita por Alvarez et al. (2019) como Naineris aurantiaca. Do pouco
conhecimento que se tem sobre essa espécie, sabe-se que € um animal intertidal e
que ocorre em sedimentos depositados entre rizoides de algas, em bancos de ostras
e entre mexilhdes Perna perna (Linnaeus, 1758) (Alvarez et al., 2019). Sobre sua
morfologia, apresenta papilas anteriores e posteriores as branquias, branquias que
aumentam de tamanho de forma gradativa, 6rgaos dorsais que aparecem a partir do
décimo segundo segmento, papilas interramais e cerdas furcadas limitadas aos
segmentos abdominais (Alvarez et al., 2019).

Theodisca aurantiaca se distribui entre os estados de Santa Catarina e Rio
de Janeiro (Alvarez et al., 2019). No litoral do Parana, pode ser encontrada
abundantemente em regides da llha do Mel, como na Bacia da Sereia, e llha das
Palmas. Vale ressaltar, que ambientes podem moldar comportamentos e ajudar a
entender o ciclo de vida e relagbes presa-predador, bem como a capacidade de
adaptacao as diferentes condicbes ambientais (Alfred; Baldwin, 2015). Dessa forma,
por viver em um ambiente muito dinamico e turbulento, com extremos de
temperatura, salinidade e exposicdo aérea nas zonas entremarés, T. aurantiaca
pode ter caracteristicas adaptativas interessantes de regeneracdo que séao
relacionadas a esses ambientes. Estudos recentes, retratam que estes animais sao
capazes de realizar a regeneracéo anterior e posterior, assim como a regeneragao
bidirecional - bem pouco explorada na espécie -, fazendo com que possam ser
potenciais organismos modelo para a biologia evolutiva do desenvolvimento (Alvarez
et al., 2024).

Atualmente, seu habitat € um dos ecossistemas mais suscetiveis aos
impactos ocasionados pelas mudangas climaticas (IPCC, 2023). Este fato pode estar
relacionado com a susceptibilidade ecossistémica as variagcdes e elevacdes na
temperatura média ambiental, que sao capazes de provocar transformacgdes
significativas na composigéo e estrutura das comunidades (Berchez et al., 2008;
Guimaraes, 2023). De acordo com o Painel Intergovernamental sobre Mudancgas
Climaticas (IPCC, 2023), a temperatura da superficie global entre 2011 e 2020 foi

1,09 °C mais alta do que entre 1850 e 1900, sendo que sobre o0 oceano o aumento
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foi de aproximadamente 0,88 °C. Posto isto, os invertebrados marinhos bénticos
estdo entre as espécies consideradas em risco devido a exposi¢ao a temperaturas
potencialmente perigosas (IPCC, 2023).

T. aurantiaca pode ser um potencial bioindicador destas alteracbes ambientais
em seu habitat. Muitas espécies que possuem capacidade de regeneragao podem
ser utilizadas como biomarcadoras ecotoxicologicas e bioindicadoras ambientais, de
riscos ecolégicos e de alteragbes climaticas por apresentarem sensibilidade a
diferentes estressores (Pires, 2022; Pires et al., 2015). Em experimentos com a
espécie Hediste diversicolor (O.F. Mller, 1776) (Nereididae) foi observado que as
condigdes ambientais relacionadas as mudangas climaticas afetam as suas
atividades fisiologicas, como a regeneracéo dos tecidos (Bhuiyan et al., 2021). Em
testes com anelideos da espécie Diopatra neapolitana (Onuphidae), ao serem
expostos a temperaturas mais elevadas, demonstraram maior taxa de regeneragao
corporal do que os expostos em baixas temperaturas (Pires et al., 2015). Portanto,
apesar de saber-se muito pouco sobre os efeitos do aumento da temperatura na
sobrevivéncia de anelideos poliquetas - principalmente sedentarios -, alguns estudos

ja demonstram uma direc&o para tais respostas.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Coleta

A coleta dos exemplares foi realizada em duas datas, uma no més de
fevereiro de 2024 - para o experimento 1 - e outra no més de junho de 2025 - para o
experimento 2 - na Praia de Encantadas, llha do Mel (PR), no costdo rochoso da
Bacia da Sereia (Figura 1). O processo consistiu na raspagem da camada de
sedimentos associada as algas da espécie Caulerpa fastigiata, nas rochas do
mesolitoral inferior, com a utilizacdo de espatulas. Os materiais coletados foram
armazenados em baldes e transportados para o Centro de Estudos do Mar
(CEM/UFPR).

PARANA, BRASIL

A

Bacia d eia

0 1 2 3 4 km

Figura 1. Delimitagao do local da coleta dos exemplares de T. aurantiaca. Fonte: A Autora (2025).
3.2 Experimento 1

3.2.1 Aclimatagao e preparagao do experimento
Os animais coletados foram levados ao Laboratério de Ecologia Marinha
(ECOMar) do CEM/UFPR onde foi realizada a triagem. O procedimento consistiu na
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separacao dos animais dos sedimentos por processo semelhante ao da flotacéo e
por separagao manual. Foram selecionados os animais que estavam inteiros, sem
indicios de fragmentagdo e/ou regeneragdo. Os espécimes foram colocados em
béqueres de 500 mL com agua do mar filtrada 0,22 ym e mantidos sob
acondicionamento em temperatura ambiente (24°C) e salinidade ideal (32) durante
trés dias. Foram alimentados diariamente com 2 mL da microalga Tetraselmis sp.

Durante o periodo de acondicionamento, seis aquarios foram preenchidos
com 5 litros de agua do mar - 0,22 ym, autoclavada - cada. Adicionou-se quatro
placas de pocgos, envoltas em malhas de 150 um, em cada aquario. As malhas foram
utilizadas para evitar o escape dos animais durante o experimento. Para manter as
placas presas no fundo do aquario, foram adicionados chumbos de pesca.

Foram utilizados aquecedores/termostatos nos aquarios do controle, em que a
temperatura inicial seria de 24°C, e do tratamento 2, em que a temperatura inicial
seria de 28°C. Os aquarios do tratamento 1 foram mantidos na temperatura de 20°C
graus. As temperaturas foram estabelecidas de acordo com um dos cenarios

previstos pelo IPCC de aumento da temperatura de até 4,5°C até o ano de 2100.

3.2.2 Amputacgao

O processo de amputacdo dos animais foi realizado mediante anestesia com
cloreto de magnésio em salinidade 30 com o auxilio de um bisturi. O corte foi feito na
regiao que divide o torax e abddbmen, segmentos que variam de acordo com o
individuo, originando o fragmento A - anterior - e o fragmento B - posterior (Figura
2A).

Apds esse processo, 0os animais foram colocados em contato com a agua do
mar para recuperagdao pos-anestésica. Os fragmentos foram adicionados
individualmente, de forma aleatéria, nas placas de poco e, posteriormente, nos
aquarios (Figura 2B). Foram ligados tubos de aeragcdo aos aquarios para a
oxigenagao. No total, foram utilizados 72 individuos de T. aurantiaca que resultaram

em 144 fragmentos.
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Figura 2. A) Regiao do corte dos animais e distribuicdo dos fragmentos na placa de pogos; T - térax,
AB - abdébmen, FA - fragmento A (anterior), FB - fragmento B (posterior), po - prostémio, pe -

peristdbmio, pi - pigidio. B) Distribuicdo das placas e aquarios por tratamento. Fonte: A Autora (2025).

3.2.3 Manutengao e acompanhamento
A temperatura dos aquarios foi acompanhada diariamente com o auxilio de
um termémetro e realizados ajustes nos aquecedores quando observadas variagoes
maiores que 0,5 °C. A salinidade foi mantida em 32 com a adicdo de agua mili-Q
quando necessario. Os animais foram alimentados com microalga Tetraselmis sp.
diariamente.
Todos os dias na primeira semana foram escolhidos aleatoriamente quatro
fragmentos (dois anteriores e dois posteriores), de cada tratamento e do controle,
para serem fixados em formol (10%) e fotografados em lupa. Apds a primeira

semana, o procedimento se repetiu nos tempos 14 e 21.

3.3 Experimento 2
A aclimatacgao, preparacao do experimento e amputacao seguiram conforme o
Experimento 1, mas nesse caso a exposicdo dos fragmentos foi somente para a

temperatura de melhor regeneracdo observada no Experimento 1 (28°C, ver
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resultados). Nesse caso, foram utilizados apenas 16 individuos que originaram 32
fragmentos. A fixagdo dos fragmentos ocorreu em 4 tempos - 0, 2, 5 e 7 relativos

aos 7 dias de experimento.

3.3.1 Fixacéo

Para a utilizagcdo da técnica de imunohistoquimica, os animais do experimento
2 foram fixados com PFA (paraformaldeido) 4% durante a noite em 4°C.
Posteriormente, foram colocados em solugdao com 50% de etanol em agua do mair,
por uma hora, e entdo colocados em solugao 80% etanol em agua mili-Q e mantidos

no freezer (-20°C).

3.4 Whole Mount
3.4.1 Reidratacédo e Permeabilizagao

Os animais fixados em etanol 80% foram reidratados em etanol 70, 50 e 30%
por 10 minutos e enxaguados 3 vezes com solugdo PBS. Para a permeabilizagéo
das amostras foi utilizado Triton 5% em PBS (PBT 5%) durante 4,5 horas com
agitagdo. As amostras foram expostas a solugéo de bloqueio com BSA 4% em PBT

1% durante a noite sob agitacao.

3.4.2 Incubagao em anticorpos primarios

Os anticorpos escolhidos para a incubacao foram Mouse Anti-a Tubulin
12G10 (1:200) e Rabbit Anti-Serotonin SIGMA S5545 (1:1000). Para isso, os
anticorpos foram diluidos em PBT 1% - 100 yL por amostra - a 16°C, durante a
noite, sob agitagcédo. Foi feita uma solugao de 500 pL em que foram adicionados 2,5
ML do primeiro anticorpo e 0,5 uL do segundo. Posteriormente, as amostras foram
lavadas 4 vezes por 20 minutos cada em PBT 1% em temperatura ambiente sob

agitacao.

3.4.3 Incubacgao em anticorpos secundarios

As amostras foram incubadas com os anticorpos secundarios diluidos em
PBT 1% - 100 yL por amostra - a 4 °C e mantidos durante a noite. Os anticorpos
secundarios utilizados foram Goat Anti Mouse TRITC Jackson Labs (1:500) e Alexa
Fluor 488 Goat Anti-Rabbit 1gG (1:500). Este ultimo foi diluido em agua mili-Q pois
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estava soélido, aumentando a propor¢do para 2,5:500. Apds a incubagao, as
amostras foram lavadas 5 vezes por 10 minutos cada em PBT 1% (200 pL por
amostra) a 4°C sob agitagdo. Foram adicionados 2 pL de DAPI (1:1000) em PBS por
3 minutos. Depois, foi realizado um enxague com metanol 50% em PBS durante 30
minutos a 16°C e, em seguida, 3 enxagues de 10 a 30 minutos em metanol 100% a

4°C sob agitagao.

3.4.4 Clareamento com BABB

Para clareamento das amostras foi adaptado o protocolo de Milichko e
Dyachuk (2023) para Annelida, que consistiu na adicdo de BABB - Benzil-Alcool
Benzil-Benzoato - (1:2) nas amostras durante 60 minutos com agitagdo e repeticao

do processo por mais uma vez.

3.5 Histologia

A descricdo metodoldgica e resultados da histologia estdo disponibilizados no
Material Suplementar (Apéndice 1). Embora essa metodologia seja relevante para
validacbes da morfologia de tecidos, ndo obtivemos resultados que pudessem ser

incorporados em nossas interpretacoes.

3.6 Analise e tratamento de dados

Os dados obtidos no experimento 1 foram organizados em uma planilha no
Microsoft Excel. As andlises estatisticas foram realizadas no ambiente estatistico R
(versao 4.3.1; R Development Core Team, 2025), utilizando diferentes pacotes,
incluindo MASS, MuMIn e sciplot. Foram utilizados modelos lineares generalizados
(GLM) para cada variavel resposta - largura, comprimento, numero de segmentos e
nuamero de cerdas -, e identificadas as familias de distribuigdo mais adequada aos
dados. Foram testadas as distribuicbes gaussiana, poisson e binomial negativa, e os
modelos foram comparados com base no Critério de Informagao de Akaike corrigido
(AICc), no qual a distribuigdo gaussiana apresentou melhor ajuste. Posteriormente, a
significAncia dos efeitos principais (tratamento, dia e fragmento) e de suas
interacdes foi avaliada por meio de analises de varidncia usando como estatistica o

teste Qui-quadrado.
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As imagens da imunohistoquimica do experimento 2 foram obtidas através da
microscopia de fluorescéncia (Leica M205FA) e confocal (Leica TCS SPE), do
Laboratério de Evo-Devo (IB-USP), e foram analisadas utilizando o software LASX
WildField da Leica. Para edicdo das imagens e montagem das pranchas foi utilizado
o software Adobe Photoshop. Para a confecgdo dos desenhos foi utilizada a

plataforma BioRender.
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4 RESULTADOS

4.1 Experimento 1
4.1.1 Temperatura

Na primeira semana, apos os cortes, todos os individuos sorteados
apresentaram 100% de sobrevivéncia. As temperaturas dos aquarios do controle
oscilaram consideravelmente, tornando desafiadora a manutencdo das condigdes.
Quanto aos aquarios do Tratamento 1, a temperatura durante a semana obteve
médias de 19,4°C e 19,7°C com desvio padrao de 0,77 e 0,85, respectivamente. No
tratamento 2, a temperatura obteve médias de 28,8°C e 28°C com desvio padrao de

1,43 e 2,50, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Temperaturas dos aquarios durante a primeira semana de experimento.
Fonte: A Autora (2025).

Temperatura (°C)

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7

Controle (24°C) 25,0 22,8 25,8 21,3 26,4 22,5 24,2
Controle (24°C) 23,4 25,5 20,8 27,3 26,9 21,7 27,4
Tratamento 1 (20°C) 18,9 18,0 19,6 20,3 19,7 19,9 19,9
Tratamento 1 (20°C) 18,9 18,2 19,9 20,6 19,9 20,2 20,3
Tratamento 2 (28°C) 271 26,6 29,8 29,0 29,5 29,9 30,2
Tratamento 2 (28°C) 25,2 26,2 31,5 27,6 27,0 31,5 27,0

4.1.2 Regeneracéo

Houve diferencas significativas entre os tratamentos (Figuras 3 e 4). Os
indicios iniciais de regeneracao foram observados primeiramente no Tratamento 2,
no tempo 2. Tal tratamento apresentou mais segmentos novos do que o Tratamento
1 (Chi<3,005e-15, df = 105, p<0,001, n = 108) (Figura 5A), assim como o fragmento
B regenerou mais segmentos do que o A (Chi<3,223e-05, df = 96, p<0,001, n = 108).
Com relagdo ao comprimento, o crescimento ao longo do tempo foi maior para o T2
do que para o T1 (Chi<3,005e-15, df = 105, p<0,001, n = 108), e maior para o
fragmento B do que para o A (Chi<3,223e-05, df = 96, p<0,001, n = 108). Ja a
largura apresentou diferencas apenas entre os fragmentos, sendo B o que
apresentou maiores valores (Chi<0,04059, df = 96, p<0,05, n = 108). A presencga de
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cerdas foi maior no tratamento 2 - surgimento a partir do tempo 6 - do que no
tratamento 1 (Chi<0,00174, df = 105, p<0,01, n = 108), assim como foi maior para o
fragmento B (Chi<9,064e-05, Df = 97, p<0,001, n = 108).

Dia 2

Dia7

Dia 21

Figura 3. Regeneragdo no Tratamento 1 (20°C) ao longo do tempo. A) Tempo 2, fragmento B, em

vista latero-ventral; B) Tempo 2, fragmento A, em vista ventral; C) Tempo 7, fragmento B, em vista
latero-dorsal; D) Tempo 7, fragmento A, em vista dorsal; E) Tempo 21, fragmento B, em vista ventral;
F) Tempo 21, fragmento A, em vista ventral; bl - blastema; ns - novos segmentos; pb - probdscide; pe

- peristdmio; pi - pigidio; po - prostémio. Escala: 200 ym. Fonte: A Autora (2025).
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Dia 2

Dia 7

Dia 21

Figura 4. Regeneragado no Tratamento 2 (28°C) ao longo do tempo. A) Tempo 2, fragmento B, em
vista dorsal; B) Tempo 2, fragmento A, em vista dorsal; C) Tempo 7, fragmento B, em vista
latero-ventral; D) Tempo 7, fragmento A, em vista ventral; E) Tempo 21, fragmento B, em vista ventral;
F) Tempo 21, fragmento A, em vista ventral; ar - regido anterior (ing. anterior region); bl - blastema; br
- branquias; ns - novos segmentos; pb - probdscide; pe - peristdbmio; po - prostdmio; pr - regido

posterior (ing. posterior region). Escala: 200pm. Fonte: A Autora (2025).



29

No tempo 2 foi possivel observar a formagdo do blastema em alguns
exemplares do tratamento 2 (Figura 4). Enquanto no primeiro, os segmentos
permaneceram quase inalterados (com pequenas flatuléncias observadas
majoritariamente nos fragmentos posteriores), no tratamento 2 ja foi possivel
observar esbogos de regeneragao. No tempo 6 foi observada a presenga de cerdas
nos novos segmentos anteriores do T2. No tempo 7 notou-se o surgimento de
cerdas nos novos segmentos posteriores. Quanto aos fragmentos do controle,
devido as significativas oscilagées de temperatura, ndo obteve-se um padrao muito

preciso de regeneracgéao (Figura 5).
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Figura 5. Relacdo dos tratamentos com os segmentos e cerdas. A) Relagédo entre os segmentos (eixo
y) e os tratamentos (eixo x) ao longo do tempo; B) Relagéo entre a recuperagéo de cerdas (eixo y) e

os tratamentos (eixo x) ao longo do tempo. Fonte: A Autora (2025).
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Durante o processo fotografico do experimento, notou-se que o surgimento de
novos segmentos nesses individuos parece ser iniciado pela face dorsal. Os
parapdédios que antecedem o novo segmento apresentaram um posicionamento na
diregdo oposta a que seria comum a eles, parecendo atuar como um mecanismo
facilitador para o processo. Além disso, os fragmentos A, que regeneram a parte
posterior, mostraram indicios de formagao do pigidio nos tempos iniciais. A presenca
de cerdas foi observada a partir do tempo 5 nos fragmentos B e a partir do tempo 7
nos fragmentos A (Figura 5B). J& com relagdo as branquias, foram observadas a

partir do tempo 14 no tratamento B e tempo 21 no tratamento A.

4.2 Experimento 2
4.2.1 Regeneragao

Os fragmentos B apresentaram uma sobrevivéncia de 100%, enquanto os
fragmentos A apresentaram 25% de sobrevivéncia no final do experimento. Vale
ressaltar que os fragmentos A nao apresentaram regeneracao significativa durante
os 7 dias, sendo descartados na histologia e imunohistoquimica. No tempo 2 foi
possivel observar a formagao do blastema no fragmento B (Figura 6B). No tempo 5
iniciou-se a formacéao do prostoémio (Figura 6C). No tempo 7 foi possivel observar a

formacgao dos novos segmentos e das cerdas (Figura 6D).
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Figura 6. Regeneracdo do Experimento 2. A) Fragmento posterior apds o corte no tempo 0, em vista
latero-ventral; B) aparecimento do blastema no tempo 2, em vista latero-dorsal; C) inicio da formagéo
dos segmentos e do prostdmio no tempo 5, em vista latero-dorsal; D) prostdmio e peristémio bem
definidos e segmentos com aparecimento de cerdas no tempo 7, em vista latero-ventral; ar - regiao
anterior (ing, anterior region); bl - blastema; nse - new segments; pe - peristdbmio; po - prostdémio; pr -
posterior region. Escalas: 0,5 mm; 0,2 mm; 1 mm e 1 mm, respectivamente. Fonte: A Autora (2025).

4.3 Tubulina e serotonina

Os dois anticorpos utilizados mostraram marcacdes nos animais. No tempo 0
foi possivel observar maior concentracdo de tubulina na regido préxima ao corte,
indicando a presenga de citoesqueleto de células neurais e de proliferagao (Figura
7A-B). No tempo 2, pode-se observar a formagéo do blastema, bem como uma forte
marcagao de tubulina devido a maior concentragcao de citoesqueleto de células
neurais (Figura 7C-D). No tempo 5, foi observada a intensificacdo da serotonina na
regido regenerada, com o inicio da resegmentacio, principalmente na dorsal do
animal, indicando a formacdo do génglio cerebral (Figura 7E-F). No tempo 7 foi

observada uma forte marcagao da serotonina na regidao do prostémio, indicando a
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formagao do sistema nervoso central com os conectivos circumesofagicos, além da
definicdo dos novos segmentos (Figura 7G-H).

Na figura 8A pode-se observar a regido anterior do animal apds os 7 dias de
experimento, com os segmentos bem delimitados, assim como o prostdmio. Com um
maior aumento da imagem, foi possivel observar as estruturas do sistema nervoso
presentes no prostdmio, como o sistema nervoso central e os neurdnios pericarios.
Na figura 8B, outro fragmento regenerado em 7 dias, também mostrou a formagéao
do sistema nervoso central e dos conectivos circumesofagicos. Na figura 8C foi
possivel observar a grande quantidade de pericarios em outro fragmento do tempo
7.

Ao comparar dois fragmentos anteriores - um regenerado e outro completo
(sem passar pelos cortes e regeneragéo) -, o fragmento anterior normal mostrou
marcacdes bem definidas de tubulina indicando os conectivos circumesofagicos e o
ganglio subesofagico (Figura 9C). Por outro lado, o fragmento regenerado
apresentou marcagdes de tubulina nos neurdnios pericarios, conectivos
circumesofagicos e do cordao nervoso ventral (Figura 9F). Ja nas marcagdes de
serotonina, o fragmento completo apresentou o sistema nervoso central e a
comissura estomatogastrica (Figura 9B), enquanto o fragmento regenerado
apresentou apenas o sistema nervoso central de forma menos intensa (Figura 9E).
Com as camadas sobrepostas, foi possivel observar que o fragmento completo
apresentou melhor definicdo das estruturas, enquanto o fragmento regenerado
apresentou maior homogeneidade na marcag¢ao dos anticorpos, n&o sendo possivel

a visualizac&o de estruturas como o ganglio subesofagico (Figuras 9A e 9D).
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Figura 7. Regeneragado do fragmento anterior durante 7 dias com marcagdes dos anticorpos tubulina
(vermelho), serotonina (verde) e dapi (azul), em vista latero-dorsal. A-B) tempo 0; C-D) tempo 2; E-F)
tempo 5 ; G-H) tempo 7; bl - blastema; cc - conectivos circumesofagicos (circumeophageal
connectives); cns - sistema nervoso central (central nervous system); cr - regido do corte (cut region);
ns - segmentos novos (new segments); po - prostdmio (prostomium). Escala: 50 ym. Fonte: A Autora
(2025).
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Figura 8. Marcagdes do anticorpo serotonina em fragmentos regenerados no tempo 7. A: fragmento
1, em vista ventral; B: fragmento 2, em vista latero-dorsal; C: fragmento 3, em vista ventral; cc -
conectivos circumesofagicos (circumesophageal connectives); cns - sistema nervoso central (central
nervous system); pk - pericarios (perikarion); po - prostémio (prostomium); se - segmentos (setiger).
Escala: 25 ym. Fonte: A Autora (2025).



Figura 9. Comparacao da regido anterior completa e regenerada, em vista ventral. A, B, C) regiao
anterior completa; D, E, F) regido anterior regenerada em 7 dias; cc - conectivos circumesofagicos
(circumesophageal connectives), cns - sistema nervoso central (central nervous system), pk -
pericarios (perikarion), sc - comissura estomatogastrica (stomatogastric comissure), sg - ganglio
subesofagico (subesophageal ganglion), vnc - cordao nervoso ventral (ventral nerve cord). Escala: 50
pum. Fonte: A Autora (2025).
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5 DISCUSSAO

A hipotese de que as maiores temperaturas influenciam positivamente na
capacidade regenerativa dos individuos de T. aurantiaca foi verificada. Com isso, foi
possivel avaliar a influéncia do ambiente sob um processo fisiolégico do animal e
prever um sucesso da espécie frente ao cenario de mudancas climaticas. O
experimento 2 mostrou que T. aurantiaca consegue recuperar boa parte do sistema
nervoso central apds a regeneragao anterior (prostdmio, peristbmio e segmentos
setigeros), e foi considerado um bom modelo regenerativo para a biologia evolutiva

do desenvolvimento de estruturas cefalicas.

5.1 Regeneracédo de T. aurantiaca sob estresse térmico

No experimento 1, os espécimes de T. aurantiaca quando submetidos a alta
temperatura apresentaram maior sucesso no processo regenerativo, enquanto os
individuos expostos a temperatura baixa mostraram lentiddo no processo. Tais
resultados apresentam divergéncias com o trabalho de Bhuiyan et al. (2021) em que
espécimes de Hediste diversicolor submetidos a baixas temperaturas obtiveram
maiores taxas de regeneragdo com relagdo aos submetidos as altas temperaturas.
Por outro lado, o onufideo Diopatra neapolitana e o amfiinomideo Hermodice
carunculata, apresentaram respostas semelhantes, com maior sucesso regenerativo
em altas temperaturas (Pires et al. 2015; Toso et al. 2024). Essas diferencas de
resisténcia as temperaturas entre as espécies citadas podem estar relacionadas
com a localizagao geografica e caracteristicas do habitat. Assim como T. aurantiaca,
espécimes de D. neapolitana sao encontrados em regides tropicais do globo (Read;
Fauchald, 2024a) e H. carunculata sao nativas das regides mais quentes do Mar
Mediterraneo (Toso et al., 2024), o que pode justificar as melhores taxas de
regeneragdao quando expostas as maiores temperaturas. Por outro lado, H.
diversicolor € uma espécie que habita regides costeiras do Atlantico Norte e outras
regides proximas a Europa, como o Mar Baltico, em que a temperatura das aguas é
consideravelmente mais fria (Read; Fauchald, 2024b). Dessa forma, altera¢cdes no
habitat podem afetar processos vitais em T. aurantiaca, fator que pode influenciar na
abundancia da espécie, uma vez que a regeneragao pode ser considerada uma
forma de reproducdo. O aumento ou diminuicao das populag¢des de T. aurantiaca,

podem afetar todo o ecossistema, causando desequilibrio nas relagbes ecologicas
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como presa-predador e, alterando os processos de bioturbacdo, como mencionado
no caso de H. diversicolor (Bhuiyan et al., 2021).

Estudos acerca da exposicao de invertebrados a diferentes fatores externos,
incluindo a temperatura, mostraram que a composi¢cao de acidos graxos é afetada
por estas externalidades, provocando diferentes agdes metabdlicas que variam de
acordo com o taxon (Yoon et al., 2022). Devido a ectotermia, os anelideos nao
possuem regulagao interna de temperatura, o que lhes permite o desenvolvimento
de mecanismos fisiolégicos para lidar com anomalias na temperatura do ambiente.
Testes com anelideos da espécie Ophryotrocha labronica (La Greca; Bacci, 1962)
demonstraram que as taxas metabdlicas desses individuos estavam relacionadas de
forma positiva com a temperatura (Massamba—N'Siala et al., 2022). De acordo com
Bhuiyan et al. (2021), estressores ambientais podem diminuir ou inibir outras
fungdes fisiologicas de H. diversicolor, como alimentacédo e escavagao, o que pode
contribuir para uma menor reserva energética e, consequentemente, um baixo
desempenho regenerativo. Sendo assim, sugere-se que outros fatores fisioldgicos
sejam observados em novos experimentos com T. aurantiaca, a fim de determinar
quais impactos e papéis podem desempenhar na cura de ferimentos.

Tanto no experimento 1 quanto no experimento 2, a maior taxa de
regeneragao dos fragmentos posteriores (B) dos individuos de T. aurantiaca pode
estar relacionada com um maior numero de segmentos com branquias da regido
abdominal e presenca de estruturas abdominais que permitem manter uma reserva
de energia suficiente para recuperar a regido anterior (Alvarez et al., 2024). Desse
modo, a baixa taxa de regeneragdo do fragmento A em comparagédo com o B, bem
como sua alta mortalidade, pode estar relacionada com um baixo estoque energético
associado com a alta demanda metabdlica devido a exposigao em alta temperatura.

No tempo 0, logo apds os cortes, pode ocorrer a migragao de células em
diregdo a regido do corte para iniciar o processo de cicatrizagdo. A formagao do
blastema dois dias apds os cortes, pode ser resultado da interacdo entre o cordao
nervoso ventral que foi cortado e a parede corporal danificada que impulsiona a
formacgao desta estrutura (Bely, 2014). A formagao do prostdmio em cinco dias &
semelhante a das espécies Procerastea halleziana (Malaquin, 1893), Syllis amica
(Quatrefages, 1866) e Typosyllis antoni (Aguado, Helm, Weidhase e Bleidorn, 2015)
(Ribeiro; Bleidorn; Aguado, 2018).
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5.2 Marcadores imunohistoquimicos

Os anticorpos anti-serotonina e a-tubulina sdo os mais amplamente usados
para estudos neuroanatomicos. O anticorpo a-tubulina pode permitir a coloragao do
sistema nervoso central, periférico e partes do sistema nervoso estomatogastrico.
Contudo, esse marcador pode corar estruturas ciliares sensoriais e locomotoras, o
que pode atrapalhar a analise mas também ser util para identificar os elementos
neurais associados a ciliagdo corporal (Muller, 2006). No caso do presente estudo, a
a-tubulina ndo apresentou fortes marcagdes nos fragmentos em que a regeneragao
estava mais avangada, sendo mais visivel nas estruturas como branquias e cerdas.
A marcacédo de tubulina mais intensa nos estagios iniciais da regeneragao indicam a
presenca de citoesqueleto celular, 0 que pode estar relacionado com as células de
proliferacdo presentes nos tecidos restantes que, apés a amputacdo, comegcam a
migrar em direcdo ao corte para comegar a cicatrizacao do ferimento (Kostyuchenko;
Kozin, 2021).

A maior intensificagdo da serotonina nos estagios finais indica uma maior
estruturagcdo do sistema nervoso ao longo do tempo. A forte marcagdo deste
anticorpo no prostdmio mostra a capacidade destes animais de recuperagao de
estruturas nervosas durante a regeneracdo. Tais resultados mostram que as
marcagoes de anti-serotonina apresentam coloracdo e feixes mais compactos do
que a a-tubulina, bem como um maior detalhamento do sistema nervoso (Mdller,
2006; Weidhase; Bleidorn; Helm, 2015).

5.3 Regeneracéao do Sistema Nervoso Central e estruturas nervosas

De acordo com Orrhage e Miller (2005), em muitos poliquetas néo é possivel
diferenciar nenhum géanglio separado no cérebro, principalmente no neuropilo central
de espécies de sedentarios. Com isso, pode-se caracterizar a estrutura presente na
regido central do prostémio dos animais do tempo 7, como um neuropilo central que
compde um unico ganglio cerebral. Devido a dificuldade de identificar precisamente
cada estrutura - ganglios, neuropilo - a massa cerebral identificada nos estagios
finais foi definida como sistema nervoso central. Os dois filamentos conectados a
esta estrutura sdo os conectivos circumesofagicos, que podem ser divididos em uma

rota dorsal e outra ventral, responsaveis por comunicar-se com cada lado do animal
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(Orrhage; Muller, 2005). Ja os pontos mais isolados no prostdbmio, podem ser
definidos como pericarios, que sdo os corpos celulares dos neurbnios. A
regeneragao do sistema nervoso, assim como observado por Weidhase, Bleidorn e
Helm (2014), se deu a partir de estruturas correspondentes do corpo restante.

As estruturas neurais dos individuos de T. aurantiaca observadas estdo dentro
de alguns dos padrbes para anelideos, como a presenga de conectivos
circumesofagicos pareados com raizes dorsais e ventrais e um sistema nervoso
periférico com varios nervos (Muller, 2006). Os outros padrdes estabelecidos para
Annelida, como corddo nervoso ventral com 5 conectivos e, muitas comissuras
nervosas por segmento, hipotetizados por Muller (2006), ndo foram observados na
imunohistoquimica, mas nao quer dizer que elas ndo ocorram na espécie, sendo

necessarias analises mais aprofundadas para a detecgao.

5.4 Comparagéo entre sistema nervoso completo e o regenerado

Ao comparar com um fragmento inteiro que nao foi amputado, é possivel
observar que este apresenta marcagées bem mais estruturadas e definidas do que o
fragmento regenerado. A tubulina com coloracdo mais intensa abaixo do prostémio
pode indicar a presenga de estruturas estomatogastricas como o génglio
subesofagico (como na Figura 2 A-D de Muller; Westheide, 2002). A maior definicdo
das marcacgdes da serotonina na regido do prostébmio, indicam maior complexidade
do sistema nervoso. Enquanto isso, o fragmento regenerado apresenta menor
heterogeneidade das duas marcagdes. Tais diferengas podem indicar que apesar do
sucesso regenerativo desses animais, ndo ha completa recuperagcdo das suas
estruturas internas apds a regeneragao.

A regeneracao do sistema nervoso de T. aurantiaca é semelhante a algumas
espécies de anelideos. Em um estudo realizado com o silideo Typosyllis antoni, o
desenvolvimento do sistema nervoso pdés amputagdo comega no segundo dia,
durante o estagio de blastema, em que foi observado o crescimento difuso de
neuritos provenientes do cordao nervoso ventral do fragmento restante (Weidhase et
al., 2017). Tal processo assemelha-se com T. aurantiaca em que foi observada a
presenca de células neurais marcadas pela tubulina. Em T. antoni, apdés 4 dias,
quando comecga a formacgado dos segmentos, ocorre o desenvolvimento do cérebro

na margem anterior dos conectivos circumesofagicos (Weidhase et al., 2017). Nesse
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dia, ja é observada a formagao completa do sistema nervoso. Nesse ponto, ha uma
pequena diferenga entre as espécies, ja que em T. aurantiaca, no quinto dia, ainda
nao havia total desenvolvimento das estruturas nervosas. Outra diferenca observada
€ que ao comparar a regiao anterior regenerada com uma completa, os individuos
de T. antoni ndao apresentaram diferengcas com relagcdo ao sistema nervoso,
enquanto que em T. aurantiaca foi observada menor complexidade das estruturas

nervosas em fragmentos regenerados.

5.5 Sistema nervoso e estresse térmico

Esse déficit na recuperacdo das estruturas nervosas apds a regeneracao,
pode estar relacionado com o tempo do experimento 2 que foi consideravelmente
curto, mas também com a exposicao ao estressor térmico. Nesse caso, a alta
temperatura pode estar relacionada com a menor complexidade das estruturas
regeneradas. Apesar de no experimento 1 T. aurantiaca apresentar maior sucesso
regenerativo em altas temperaturas, a recuperagdo da estrutura externa pode nao
refletir a recuperagao interna dos individuos, mostrando que, apesar da regeneragao
dos segmentos, prostdmio, cerdas e branquias ser mais rapido, nao significa que a
exposicao em alta temperatura seja mais eficiente na recuperagdo de estruturas
internas como a do sistema nervoso.

Em estudos da regeneracao anterior de Hermodice carunculata, Toso et al.
(2024) sugere que apesar da temperatura mais alta propiciar um maior sucesso
regenerativo da regiao anterior de H. carunculata, a redugcdo da concentragédo de
oxigénio dissolvido na &agua provocada pelo aumento da temperatura pode
prejudicar o processo regenerativo. Desse modo, sugere-se que em estudos futuros
com regeneracado de T. aurantiaca sejam avaliados e mantidos os parametros de

oxigénio dissolvido durante os experimentos.

5.6 T. aurantiaca como organismo modelo da Evo-devo

Apesar da menor complexidade do sistema nervoso regenerado, T. aurantiaca
atuou como um bom modelo regenerativo para a Evo-devo. A alta taxa de
regeneragao em alta temperatura - mesmo que de forma mais simples internamente
- revela as adaptagdes desses organismos frente aos estressores de seu habitat. De

acordo com Alvarez et al. (2024), a boa capacidade regenerativa de T. aurantiaca
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pode ser um mecanismo adaptativo mantido pela espécie como forma de sobreviver
as condi¢des de turbuléncia/alta energia de seu habitat. Ao observar a regeneragao
anterior deste individuo pode-se afirmar que essa € uma caracteristica fundamental
desenvolvida por esses organismos para sobreviver ao ambiente altamente
energético em que vivem. A sua boa tolerancia térmica e favorecimento do processo
regenerativo em cenarios de temperaturas mais altas revelam uma plasticidade
fenotipica desenvolvida por estes animais, caracteristica muito importante para a
Evo-devo (Hall, 2012).

Para entender os mecanismos evolutivos da regeneragao, deve-se levar em
consideragcao também as falhas regenerativas de cada espécie, sendo indicado
realizar experimentos com controles adequados, réplicas e testes em condicbes
variadas (Bely; Zattara; Sikes, 2014). Para isso, a baixa taxa de regeneragao
posterior nos individuos de T. aurantiaca pode ser uma caracteristica importante de
ser estudada e que, provavelmente, foi perdida evolutivamente. Ao comparar com
espécies como Platynereis dumerili que apresentam maior taxa regenerativa da
regido posterior (Paré et al., 2023), entende-se que a regeneracado anterior de T.
aurantiaca manteve-se ao longo do tempo evolutivo por ser um mecanismo

energeticamente mais util para a espécie do que a regeneragao posterior.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

O anelideo Theodisca aurantiaca apresenta alta capacidade regenerativa em
situagbes de estresse térmico. Tais respostas fisiologicas levam a crer que essa
espécie podera apresentar uma vantagem com relagdo as outras menos adaptadas
aos cenarios de mudangas climaticas. A regeneracao de estruturas nervosas e do
sistema nervoso central mostrou que a espécie pode ser utilizada como organismo
modelo da evo-devo. Sugere-se novos experimentos, com tempos mais prolongados
para verificar a regeneragdo de novas estruturas nervosas que nao foram
observadas devido ao curto tempo de experimento. Também sugere-se desenvolver
um método mais eficaz para a analise histolégica destes animais, ja que a falta de

marcacoes nos tecidos provavelmente se deve a falhas nos procedimentos.
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APENDICE 1 - HISTOLOGIA

1 Materiais e Métodos
1.1 Inclusdo em parafina

Os animais que estavam fixados em etanol 80% foram reidratados em etanol
95% por 30 minutos. Para a inclusdo em parafina foi necessario realizar a
desidratacdo das amostras com alcool 100% de 3 a 4 vezes por 30 minutos cada.
Dessa forma, as amostras puderam ser incluidas na solugéo de Xilol por 3 vezes (15
minutos cada). Posteriormente, foram adicionadas em placas de vidro com parafina
e mantidas em 60°C por 30 minutos. Esse processo foi repetido duas vezes. Foram
confeccionados moldes para emblocar a parafina com papel aluminio, os quais
foram preenchidos com a parafina e colocados para resfriar. Com o inicio do
resfriamento, os animais foram adicionados nos moldes com a parafina e
posicionados de forma que permitissem cortes longitudinais. Apés o endurecimento
dos blocos, estes foram moldados para remover o excesso de parafina e facilitar o

posicionamento no microtomo.

1.2 Cortes e preparagao das laminas

Os cortes foram feitos com espessura de 5 ym e foram separados,
aproximadamente, 6 cortes por lamina. As laminas foram preparadas com
Poly-L-lisina e os cortes colocados em banho-maria antes de irem para as laminas.
Apos esse procedimento, foram deixados para secar na chapa aquecedora e logo
colocados na estufa a 60°C para derreter a parafina. Para a desparafinizacao
completa, as laminas foram reidratadas em etanol 100, 80, 70, 50 e 30% durante 10
minutos cada e depois enxaguadas por 3 vezes com PBS. Para o bloqueio foi
adicionado BSA 4% em PBT 1% durante 2 horas.

1.3 Incubagao em anticorpos primarios

Como foram emblocados dois animais de cada tempo, as primeiras réplicas
de cada um foram expostas aos anticorpos primarios rBIPIWI (Rinkevich 2010,
rabbit) (1:1000), mPCNA MAB424 (1:200) em conjunto com rPH3 Mil 06-570 (1:500)
e mAnti-tub 12G10 (1:200) em conjunto com rAnti-ser S5545 (1:1000), durante a
noite e posteriormente enxaguadas 3 vezes com PBT. Para os anticorpos
secundarios foram utilizados GAR TRITC (Jackson Labs) (1:500), GAM ALEXA 488
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em conjunto com GAR TRITC (1:500) e GAM TRITC em conjunto com GAR ALEXA
488 (1:500), respectivamente, durante 2 horas e enxaguados com PBT e, em
seguida, com PBS. J4 as segundas réplicas, além de expostas aos anticorpos
rBIPIWI e mPCNA MAB424 em conjunto com rPH3 Mil 06-570 utilizados
anteriormente, também foram expostas a mCD133 (1:50) em conjunto com
rAnti-BsPL10 (1:1000) e rBsVasa (Rinkevich 2009, rabbit) (1:500) durante a noite e

enxaguados com PBT.

1.4 Incubacgao em anticorpos secundarios

Os anticorpos secundarios aplicados nestes foram GAM TRITC em conjunto
com GAR Alexa 488 (1:500) e GAR TRITC (jackson labs) (1:500), respectivamente.
Apds o enxague dos anticorpos secundarios, foi adicionado o DAPI (1:1000) por 3
minutos e, em seguida, enxaguados por 3 vezes em PBS. Por fim, foram realizados
dois enxagues em ddH20 (agua destilada) e colocadas 2 a 3 gotas de glicerol 70%.
As laminas foram cobertas com laminulas e armazenadas no escuro a 16°C. Para a
visualizagdo dos cortes foi utilizado o microscopio Leica de fluorescéncia M205FA

com auxilio do software LASX.

2 Resultados

As laminas histologicas nao obtiveram marcacdes de piwi, Vasa, PCNA, PH3,
PI10 e CD133.
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Figura 1. Cortes histologicos da regido anterior de T. aurantiaca. A) tempo 5; B) tempo 7. Fonte: A
Autora (2025).
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