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“Se eu vi mais longe, foi por estar sobre 
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Resumo 

Os microRNAs (miRNAs) são atualmente conhecidos como uma ampla classe de moléculas de 

RNAs reguladores da expressão gênica. Durante a biogênese, uma fita ("braço") do miRNA 

duplex é preferencialmente selecionada como um miRNA funcionalmente maduro, enquanto a 

outra fita é usualmente degradada. Eventos de arm switching ocorrem quando há mudança na 

preferência do braço selecionado. Isso se reflete na alteração do braço identificado como 

transcrito funcional, e varia de forma bastante dinâmica entre estágios do desenvolvimento, 

tipos de tecidos e mesmo entre espécies. Devido às particularidades de seu mecanismo de ação, 

os arm switching concedem aos miRNAs um ampliado potencial regulatório ao modificar o 

conjunto de alvos e, comumente, os processos biológicos por eles regulados. Entretanto, os 

mecanismos moleculares que promovem episódios de arm switching ainda necessitam ser 

melhor caracterizados. A identificação de metilações m6A em pri-miRNAs de linhagens 

celulares humanas reportada na literatura forneceu indícios de que este tipo de metilação 

poderia estar envolvida no processo de arm switching, principalmente devido à alteração que 

m6A promove na estrutura secundária de RNAs. Para testar esta hipótese, utilizamos o 

zebrafish, um vertebrado modelo, para avaliar se a metilação m6A poderia estar influenciando 

na ocorrência de arm switching nesta espécie. Para isso, confrontamos o perfil global de 

expressão dos braços 5p e 3p dos miRNAs pela análise de uma ampla coleção de dados de 

RNA-seq de períodos iniciais do desenvolvimento embrionário e diversos tecidos adultos de 

zebrafish obtidos da literatura. Adicionalmente, aplicamos a técnica de sequenciamento de 

metilações m6A (m6A-seq) no transcriptoma para identificar potencial correlação entre os picos 

de metilação presentes nos miRNAs e os eventos de arm switching identificados. Este conjunto 

de análises nos conduziu à inédita identificação de 14 eventos de arm switching em zebrafish. 

Pelo estudo detalhado destes casos e sua comparação aos eventos descritos em outras espécies 

verificamos que eventos de arm switching estão majoritariamente associados ao 

desenvolvimento ontogenético dos vertebrados. Adicionalmente, nossas análises sugerem que 

a expressão diferencial de isoformas de miRNAs (isomiRs) pode ser um importante modulador 

na prevalência dos braços. Também demonstramos, via análises de predição de alvos e 

enriquecimento funcional, que os eventos de arm switching de fato potencializam a regulação 

exercida pelos miRNAs, ao aumentarem o número de genes alvos, redes regulatórias e funções 

biológicas aos quais estão associados. No entanto, surpreendentemente, a análise criteriosa dos 

dados de m6A-seq nos forneceu indícios de que os pri-miRNAs de zebrafish não são 

efetivamente metilados, ainda que contenham sítios de metilação m6A em suas sequências. A 



 
  

 
 

discrepância entre os resultados obtidos neste trabalho e aqueles reportados em humanos e, mais 

recentemente, em Arabidopsis thaliana, sugerem que pressões seletivas atuantes na biogênese 

dos miRNAs poderiam estar ocorrendo em diferentes estágios nestas espécies. Ainda, 

considerando dados recentes da literatura sobre a interação entre a proteína efetora de 

metilações m6A e moléculas de RNA, conjecturamos que a estrutura secundária dos pri-

miRNAs pode ser um fator permissivo desta modulação. Nesse contexto, concluímos que o arm 

switching é um fenômeno conservado e que está majoritariamente associado ao 

desenvolvimento ontogenético dos organismos. Também não encontramos evidências de que a 

metilação m6A interfira na prevalência dos braços de miRNAs em zebrafish, dada sua ausência 

aparente nos transcritos de pri-miRNAs desta espécie. Os resultados obtidos neste estudo 

trazem novas contribuições para a compreensão de mecanismos regulatórios inerentes à 

atividade funcional de miRNAs. Adicionalmente, fornecem subsídios para pesquisas futuras 

interessadas em explorar os mecanismos moleculares subjacentes às diferentes taxas de 

metilação e sua interferência na função e dinâmica evolutiva dos miRNAs nos metazoários. 

 

Palavras-chave: RNAs não-codificadores, biogênese de miRNAs, modificação de RNAs, 

bioinformática, RNA-seq, m6A-seq. 

  



 
  

 
 

 

Abstract 

MicroRNAs (miRNAs) are currently known as a large class of regulatory RNAs. During 

biogenesis, one strand ("arm") of the duplex miRNA is preferably selected as a functionally 

mature miRNA, while the other strand is usually degraded. Arm switching events occur when 

there is a change in the preference of the selected arm. This is reflected in the alteration of the 

arm identified as the most expressed and functional transcript, and has a dynamically variation 

between stages of development, types of tissues and even between species. Due to the 

particularities of their mechanism of action, arm switching grants miRNAs an increased 

regulatory potential by modifying the set of targets and, commonly, the biological processes 

they regulate. However, the molecular mechanisms that promote arm switching episodes still 

need to be better characterized. The identification of m6A methylations in pri-miRNAs from 

human cell lines reported in the literature provided evidence that this type of methylation could 

be involved in the arm switching process, mainly due to the change that m6A promotes in the 

secondary structure of RNAs. To test this hypothesis, we used zebrafish, a model vertebrate, to 

assess whether m6A methylation could be influencing the occurrence of arm switching in this 

species. This way, we compared the global expression profile of the miRNAs 5p and 3p arms 

by analyzing a wide collection of RNA-seq data from early periods of embryonic development 

and various adult zebrafish tissues obtained from the literature. Additionally, we applied the 

m6A methylation sequencing technique (m6A-seq) in the transcriptome to identify potential 

correlation between the methylation peaks present in the miRNAs and the identified arm 

switching events. This set of analyzes led us to the unprecedented identification of 14 arm 

switching events in zebrafish. Through the detailed study of these cases and their comparison 

with the events described in other species, we verified that arm switching events are mostly 

associated with the ontogenetic development of vertebrates. Additionally, our data suggest that 

the differential expression of miRNA isoforms (isomiRs) may be an important modulator in the 

prevalence of arms. We have also demonstrated, via target prediction and functional enrichment 

analyzes, that arm switching events in fact enhance the regulation exercised by miRNAs, by 

increasing the number of target genes, regulatory networks and biological functions with which 

they are associated. However, surprisingly, careful analysis of the m6A-seq data provided us 

with evidence that zebrafish pri-miRNAs are not effectively methylated, even though they 

contain m6A methylation sites in their sequences. The discrepancy between the results obtained 

in this work and those reported in humans and, more recently, in Arabidopsis thaliana, sugget 



 
  

 
 

that selective pressures acting on the biogenesis of miRNAs may be occurring at different stages 

in these species. Still, considering recent data from the literature on the interaction between the 

m6A methylating reader protein and RNA molecules, we conjecture that the secondary structure 

of the pri-miRNAs may be a permissive factor in this modulation. In this context, we conclude 

that arm switching is a conserved phenomenon and that it is mostly associated with the 

ontogenetic development of organisms. We also found no evidence that m6A methylation 

interferes with the prevalence of miRNA arms in zebrafish, given their aparent absence in pri-

miRNA transcripts of this species. The results obtained in this study bring new contributions to 

the understanding of regulatory mechanisms inherent to the functional activity of miRNAs. 

Additionally, they provide subsidies for future research interested in exploring the molecular 

mechanisms underlying the different m6A methylation rates and their interference in the 

miRNAs function and evolutionary dynamics in metazoans. 

 

Key-words: non-coding RNAs, miRNA biogenesis, RNA modifications, bioinformatics, 

RNA-seq, m6A-seq. 

 

  



 
  

 
 

Lista de Figuras 

Figura 1. Via canônica de biogênese dos miRNAs ................................................................. 21 

Figura 2. Resumo das atividades realizadas referentes aos resultados discutidos no Capítulo 1 .... 28 

Figura 3. Amostras utilizadas para identificação de miRNAs e detecção de padrões de arm 

switching ................................................................................................................................... 30 

Figura 4. Esquema de alinhamento para identificação dos braços 5p e 3p dos miRNAs ....... 31 

Figura 5. Estratégia de obtenção dos valores de energia livre do duplex miRNA-5p/miRNA-

3p .............................................................................................................................................. 34 

Figura 6. Panorama geral dos dados de RNA-seq ................................................................... 35 

Figura 7. Eventos de arm switching identificados durante fases do desenvolvimento e em 

tecidos adultos de zebrafish ...................................................................................................... 37 

Figura 8. Distribuição de eventos de arm switching entre zebrafish, tilápia do Nilo, galinha e 

camundongo.............................................................................................................................. 39 

Figura 9. Razão da expressão dos braços 5p e 3p de eventos de arm switching ocorrendo 

durante os períodos de desenvolvimento estudados ................................................................. 41 

Figura 10. Eventos de arm switching entre cópias parálogas dos miRNAs dre-mir-92a and 

dre-mir-153 ............................................................................................................................... 44 

Figura 11. Enriquecimento funcional dos alvos do dre-miR-27b expressos no embrião 

24hpf ......................................................................................................................................... 47 

Figura 12. Padrões de isomiR do dre-miR-153a-2 expressos no cérebro ............................... 50 

Figura 13. Análise das propriedades do duplex dos miRNAs ................................................. 53 

Figura 14. Resumo das atividades realizadas referentes aos resultados discutidos no Capítulo 2 .. 55 

Figura 15. Verificação do sucesso do enriquecimento da fração nuclear nas amostras de 

RNA .......................................................................................................................................... 58 

Figura 16. Identificação de motifs m6A em pri-miRNAs ....................................................... 63 

Figura 17. Panorama geral dos dados de m6A-seq ................................................................. 65 

Figura 18. Funções biológicas da metilação m6A ao longo do mRNA .................................. 66 



 
  

 
 

Figura 19. Genes diferencialmente expressos e diferencialmente metilados entre o cérebro e 

embrião 24hpf ........................................................................................................................... 67 

Figura 20. Lista de miRNAs com picos de metilação m6A detectados .................................. 68 

Figura 21. Picos de metilação associados à pri-miRNAs ........................................................ 70 

Figura 22. Picos de metilação falso positivos associados à pri-miRNAs................................ 70 

Figura 23. Níveis de metilação m6A em diferentes estruturas secundárias ............................ 72 

 

Lista de Tabelas 

Tabela 1. Número de alvos preditos para os braços 5p e 3p dos miRNAs dre-mir-27b-1/-2, dre-

mir-135b, dre-miR-137b-1/-2 e dre-mir-31 no cérebro e no embrião 24 hpf ........................... 46 

Tabela 2. Reads representativas dos braços 5p e 3p nos tecidos embrião 24hpf e cérebro ..... 50 

Tabela 3. Concentração e pureza das amostras de RNA nuclear ............................................ 59 

Tabela 4. Qualidade das amostras de RNA nuclear ................................................................ 60 

  



 
  

 
 

Lista de abreviaturas 

3’UTR – 3’ untranslated region 

5’ UTR – 5’ untranslated region 

Ago – Proteínas Argonautas 

BAM – Binary Alignment Map 

BSA - Bovine Serum Albumin 

cDNA – DNA complementar 

CDS – Coding Sequence Region 

Coil – Coilin 

Covid-19 – Corona Virus Disease 2019 

Dgcr8 - DGCR8 microprocessor complex 

subunit 

EAD – Ensino a distância 

EDTA – Acido etilenodiamino tetra-acético 

Eftud2 – Elongation Factor Tu GTP 

Binding Domain Containing 2 

eIF3 – eukaryotic initiation factor 3 

eIF4F – eukaryotic initiation factor 4F 

EMT - epithelial-to-mesenchymal 

transition 

FC – fold-change 

FPKM – Fragments Per Kilebase Million 

GO – Gene Ontology 

hnRNPA2B1 – heterogeneous nuclear 

ribonucleoproteins A2/B1 

hnRNPC – heterogeneous Nuclear 

Ribonucleoprotein C 

Hsc70 – heat shock cognate 71 kDa protein 

Hhp90 – heat shock protein 90 

Hpf – Horas pós-fecundação 

Ints12 – Integrator Complex Subunit 12 

IP – imunoprecipitado 

Kb – kilobase 

KEGG – Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes 

ncRNAs – Non-coding RNAs 

Nop10 – NOP10 Ribonucleoprotein 

Notch – Notch signaling pathway 

m5C – 5-methylcytosine 

m6A – N6-methyladenosine 

miRNA – microRNA 

miRISC – miRNA Induced Silence Complex 

MREs – microRNA Recognition Elements 

mRNA – RNA mensageiro 

Mttl3 - Methyltransferase Like 3 

Mttl14 – Methyltransferase Like 14 

pré-miRNA – microRNA precursor 

pri-miRNA – microRNA primário 

Prpf4 –Pre-MRNA Processing Factor 4 



 
  

 
 

RLC – RISC Loading Complex 

RPM – Rotações por minuto 

rRNA – RNA ribossomal 

RVC - ribonucleoside vanadyl complexes 

Snrpa1 - Small Nuclear Ribonucleoprotein 

Polypeptide A 

Snrpb2 – Small Nuclear Ribonucleoprotein 

Polypeptide B2 

SNRNP70 - Small Nuclear 

Ribonucleoprotein U1 Subunit 70 

TGF-β – Transforming growth factor beta 

TMMP – Target mediated miRNA 

protection 

TS – Estabilidade termodinâmica 

TUT4 - terminal uridylyltransferase 4 

TUT7 - Terminal uridylyltransferase 7 

Wnt – Wnt signaling pathway 

Ythdc1 – YTH domain-containing protein 1 



 
  

 
 

Sumário 

1. Introdução ............................................................................................................................. 17 

1.1. MicroRNAs e seu papel na regulação gênica ................................................................. 17 

1.2. A biogênese dos microRNAs e a origem dos eventos de arm switching ......................... 19 

1.3. A metilação m6A e seu impacto na estrutura e biogênese de microRNAs ...................... 22 

1.4. Hipótese do trabalho ....................................................................................................... 24 

1.5. O zebrafish como organismo modelo .............................................................................. 24 

2. Objetivos ............................................................................................................................... 26 

2.1. Objetivo Geral ................................................................................................................. 26 

2.2. Objetivos Específicos ...................................................................................................... 26 

3. Capítulo I: Arm switching e seu impacto no potencial regulatório dos microRNAs ............ 27 

3.1. Material e métodos .......................................................................................................... 28 

3.1.1. Resumo do workflow .................................................................................................. 28 

3.1.2. Obtenção dos dados de RNA-seq ............................................................................... 29 

3.1.3. Tratamento das amostras, identificação de microRNAs e caracterização dos perfis 

de expressão dos braços 5p e 3p ......................................................................................... 30 

3.1.4. Normalização dos dados e identificação dos eventos de arm switching ................... 32 

3.1.5. Análise de predição de alvos e enriquecimento funcional......................................... 32 

3.1.6. Identificação e caracterização dos padrões de isomiRs dos microRNAs sob eventos 

de arm switching .................................................................................................................. 33 

3.1.7. Cálculo de prevalência e incorporação diferencial dos braços 5p e 3p pela Ago .... 33 

3.2. Resultados e discussão .................................................................................................... 35 

3.2.1. Visão geral dos dados de RNA-seq ............................................................................ 35 

3.2.2. Eventos de arm switching estão majoritariamente associados ao desenvolvimento 

ontogenético dos vertebrados .............................................................................................. 36 

3.2.3. Arm switching é um fenômeno conservado, porém seus casos são pontuais e espécie-

específicos ............................................................................................................................ 42 



 
  

 
 

3.2.4. Arm switching amplia potencial regulatórios dos microRNAs em zebrafish, 

alterando os alvos e funções biológicas por eles controladas entre tecidos distintos ........ 45 

3.2.5. Expressão diferencial de isomiRs é capaz de alterar a isoforma representativa dos 

microRNAs ........................................................................................................................... 49 

4. Capítulo II: Metilação m6A e seu papel no mecanismo de atuação dos microRNAs .......... 54 

4.1. Material e Métodos ......................................................................................................... 55 

4.1.1. Resumo do workflow .................................................................................................. 55 

4.1.2. Cuidados com zebrafish e coleta de amostras ........................................................... 55 

4.1.3. Enriquecimento de RNA nuclear ............................................................................... 56 

4.1.4. Imunoprecipitação m6A, preparação das bibliotecas de cDNA e m6A-seq ............... 59 

4.1.5. Tratamento dos dados de m6A-seq e identificação de picos de metilação ................ 61 

4.2. Resultados e discussão .................................................................................................... 62 

4.2.1. Sequências motif de metilação m6A estão presentes nos pri-miRNAs de zebrafish .. 62 

4.2.2. Visão geral dos dados de m6A-seq ............................................................................. 64 

4.2.3. Não há indícios da ocorrência efetiva de metilação m6A em pri-miRNAs de 

zebrafish, apesar do enriquecimento de sequências motif .................................................. 68 

4.2.4. Hipóteses alternativas sobre a ocorrência de arm switching em zebrafish e 

possibilidades de pesquisas futuras ..................................................................................... 74 

5. Conclusões e considerações finais ........................................................................................ 77 

5.1. Conclusões ...................................................................................................................... 78 

5.2. Considerações finais ....................................................................................................... 79 

6. Referências bibliográficas .................................................................................................... 80 

7. Apêndice ............................................................................................................................... 93 

7.1. Material suplementar ...................................................................................................... 93 

7.2. Atividades acadêmicas realizadas durante o período de doutoramento ........................ 93 



Tese de Doutorado      Arthur Casulli de Oliveira 

|17| 

1. Introdução

1.1. MicroRNAs e seu papel na regulação gênica 

MicroRNAs (miRNAs) são pequenos RNAs não codificadores (ncRNAs) de 

aproximadamente 22 nucleotídeos que regulam a expressão gênica pós-transcricionalmente. 

Primeiramente descritos como atuantes durante o desenvolvimento em Caenorhabditis elegans 

(Lee et al., 1993), possuem atualmente a reconhecida importância de participar do controle de 

virtualmente todos os processos celulares já caracterizados de animais, plantas e, inclusive, 

alguns vírus (Lee et al., 1993; Zhang et al., 2006; Jia et al., 2008). Estes processos perfazem 

desde o desenvolvimento ontogenético, proliferação, diferenciação e homeostasia celular, até 

respostas a estímulos ambientais e doenças tais como os diversos tipos de câncer (Qiu et al., 

2012; Shenoy e Blelloch, 2014; Reddy, 2015; Gebert e MacRae, 2018). 

A via canônica de mecanismo de ação dos miRNAs ocorre pelo seu acoplamento com 

proteínas da família argonauta (Ago), formando o complexo miRISC (miRNA Induced Silence 

Complex), que por sua vez interage com transcritos de RNA mensageiro (mRNA) alvos, 

promovendo o silenciamento da expressão gênica. O pareamento dos miRNAs com seus alvos 

ocorre preferencialmente na região 3’UTR (3’ Untranslated region) (Dexheimer e Cochella, 

2020), embora também haja evidências de interação em éxons (Reckzo et al., 2012; Hausser et 

al., 2013) e na região 5’UTR (Devlin et al., 2010; Zhou e Rigoutsos, 2014). 

Molecularmente, a interação miRNA-alvo ocorre pelo pareamento simples entre as 

bases nitrogenadas destas moléculas, geralmente apresentando complementaridade total nas 

plantas e parcial nos animais (embora haja exceções). Em animais, a complementaridade dos 

miRNAs com seus alvos se dá preferencialmente por uma sequência de sete nucleotídeos 

(nucleotídeos 2 a 8 na porção 5' do miRNA), chamada se sequência seed, embora interações 

menos comuns, não baseadas na seed também tenham sido reportadas (Chi et al., 2012; Clark 

et al., 2014) assim como foi demonstrado que a porção 3’ de alguns miRNAs pode ser tão 

relevante quanto a região seed na detecção de seus alvos em animais (Broughton et al., 2016). 

Uma vez estabelecida a interação miRNA-alvo, a regulação da expressão gênica ocorre 

principalmente por meio da repressão da tradução – mediante à inibição do reconhecimento do 

5'-Cap do mRNA alvo e desacoplamento prematuro do ribossomo – e pela degradação 

prematura do mRNA – via mecanismos de deadenilação (He e Hannon, 2004; Petersen et al., 

2006; Mathonnet et al., 2007; Fabian et al., 2010).  



Tese de Doutorado      Arthur Casulli de Oliveira 

|18| 

Durante a biogênese dos miRNAs, uma importante etapa consiste no processamento da 

molécula precursora em um duplex de RNA que é reconhecido pelas proteínas Ago para formar 

o complexo miRISC (Lee et al., 2003). Neste reconhecimento, um dos braços do duplex é

selecionado para incorporar o complexo miRISC, se tornando o miRNA funcional, enquanto o 

outro braço é liberado e rapidamente degradado (Griffiths-Jones et al., 2011). Para alguns 

miRNAs, um dos braços tende a acumular na célula, sendo preferencialmente selecionado pela 

Ago, enquanto o outro braço possui baixos níveis de acúmulo celular (Hutvagner, 2005; 

Griffiths-Jones et a., 2011). Já para outros miRNAs, verifica-se que as sequências precursoras 

podem ser processadas de maneira a produzir uma quantidade significativa de transcritos 

funcionais oriundos de ambos os braços (Hutvagner, 2005; Okamura et al, 2008; Griffiths-Jones 

et a., 2011). Entretanto, em alguns casos, o braço selecionado pela Ago para ser incorporado ao 

complexo miRISC e tornar-se o miRNA funcional é amplamente variável entre diferentes 

contextos biológicos, como por exemplo entre diferentes períodos do desenvolvimento, tecidos 

e condições fisiológicas. O resultado deste processo, que conduz à seleção diferencial de braço, 

é conhecido como arm switching (Ro et al, 2007; Wit et al, 2009; Griffiths-Jones et a., 2011; 

Ludwig et al., 2016; Kern et al., 2020). 

Uma vez que o reconhecimento dos alvos pelos miRNAs ocorre devido à 

complementaridade entre suas sequências (especialmente entre a região seed dos miRNAs e os 

chamados microRNA recognition elements (MREs) ou sítios de interação, presentes no mRNA), 

a ocorrência de eventos de arm switching permite aos miRNAs modular um conjunto 

potencialmente diferente de alvos, a depender do braço preferencialmente expresso. De fato, 

análises de predição de alvos de miRNAs realizados em drosófila e humano demonstram que 

os braços distintos de um mesmo miRNA tendem a regular transcritos diferentes de mRNAs. 

Adicionalmente, não só estes transcritos diferem entre si, como o papel biológico por eles 

desempenhados também tende a ser distinto (Marco et al., 2012). Desta maneira, os eventos de 

arm switching decorrentes da complexa biogênese dos miRNAs emergem como um poderoso 

mecanismo de regulação gênica, capaz de modular vias regulatórias envolvidas em múltiplas 

funções biológicas relevantes em diversos contextos normais e patológicos.  

A ocorrência de arm switching já foi detectada em diversas espécies de vertebrados, tais 

como em humano (Homo sapiens), camundongo (Mus musculus), coelho (Oryctolagus 

cuniculus) e galinha (Gallus gallus) (Ro et al, 2007; Glazov et al., 2008; Li et al., 2011; Guo et 

al., 2015); em espécies de invertebrados, como a mosca doméstica (Drosophila melanogaster) 

e o besouro marrom (Tribolium castaneum) (Griffiths Jones et al., 2011);  entre diferentes 
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5.2. Considerações finais 

Adicionalmente aos resultados obtidos, o desenvolvimento desta pesquisa e a 

realização das análises aqui descritas foram fundamentais para minha formação. Os desafios 

superados e discussões realizadas, bem como o aprendizado de diversas técnicas de 

bancada e computacionais ao longo de todo o período de doutoramento, proporcionaram a 

aquisição uma de rica experiência na área de biologia e evolução molecular. De 

maneira similar, as experiências obtidas durante este período me permitiram contribuir 

de maneira efetiva em diversas outras pesquisas, buscando sempre que possível 

transmitir os conhecimentos adquiridos aos colegas de laboratório. 

A participação em atividades paralelas ao desenvolvimento da pesquisa deste projeto, 

como a realização de estágios docência, participação de eventos, ministração de palestras e 

aulas em disciplinas, co-orientação de alunos de graduação e mestrado, entre outras 

atividades, também foram fundamentais para minha formação acadêmica e profissional. 

As recentes restrições oriundas da pandemia Covid-19, que iniciaram em abril de 2020 

e perduram até os dias de hoje, prejudicaram a execução de algumas análises funcionais até o 

período de defesa do doutoramento. Entretanto, o tempo inicialmente destinado a estes 

experimentos pode ser convertido na execução de análises computacionais inicialmente 

não previstas, que geraram resultados inéditos e dados que ainda poderão ser 

explorados futuramente. Adicionalmente, a realização de estágio docência em meio a 

paralisação das aulas presenciais, no primeiro semestre de 2020, me possibilitou presenciar os 

desafios e mudanças didáticas requeridas no EAD, complementando a minha formação na 

área de educação. 
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