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Biológicas / Instituto de Biociências de Botucatu UNESP, Profa. Dra. VANESSA PAES DA

CRUZ (Participação Presencial) do(a) Departamento de Biologia funcional e estrutural/

setor  morfologia  /  Instituto  de  Biociências  de  Botucatu  -  UNESP,  Profª.  Drª.  IGOR

SCHNEIDER (Participação Virtual) do(a) Departamento de Ciências Biológicas (Department

of Biological Sciences) / LOUISIANA STATE UNIVERSITY, Prof. Dr. BRUNO OLIVEIRA DA

SILVA  DURAN  (Participação  por  Parecer  Circunstanciado)  do(a)  Departamento  de

Histologia, Embriologia e Biologia Celular / Instituto de Ciências Biológicas - Universidade

Federal de Goiás (UFG), Prof. Dr. RODRIGO EGYDIO BARRETO (Participação Presencial)

do(a)  Departamento de Biologia  Estrutural  e  Funcional  /  Instituto  de Biociências  de

Botucatu -  UNESP.  Após a exposição pela doutoranda e arguição pelos membros da

Comissão Examinadora que participaram do ato,  de forma presencial  e/ou virtual,  a

discente recebeu o conceito final:_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ . Nada mais havendo, foi lavrada a

presente ata, que após lida e aprovada, foi assinada pelo(a) Presidente(a) da Comissão

Examinadora.

Prof. Dr. DANILLO PINHAL

Instituto de Biociências - Câmpus de Botucatu -
Rua Doutor Antonio Celso Wagner Zanin, s/nº, 18618689

https://www.ibb.unesp.br/#!/ensino/pos-graduacao/programas-stricto-sensu/ciencias-biologicas-genetica/CNPJ: 48031918002259.

FreeText
APROVADA



iv 

Aos jovens cientistas de hoje e de amanhã, 

aos trabalhadores que sustentam nossa 

nação e a todo aquele que não teve o 

privilégio de pisar em uma universidade, 

dedico. 

Que possamos continuar lutando e 

sonhando com um Brasil que se orgulha da 

sua ciência, um futuro com mais 

oportunidades e com o conhecimento das 

universidades saindo de seus muros, 

chegando a todos. 



                                                                                         
 

v 
 

Agradecimentos: 

“Há oitenta e seis anos eu tenho sido o seu servo, e ele nunca me faltou. Como 

blasfemarei contra o meu rei que me salvou?”. Policarpo de Esmirna 

 

Agradecer a bondade de Deus parece clichê e, honestamente, seria uma 

resposta pequena ao tento que tenho recebido. Durante todos esses anos senti seu 

cuidado, graça e misericórdia sobre mim. Sou grata por todo o caminho percorrido e 

socorro alcançado. Ao Senhor do meu coração, agradeço. 

 

“Em criança ensinaram-me o que era certo, mas não me ensinaram a corrigir meu 

gênio.” Mr. Darcy, por Jane Austen em ‘Orgulho e Preconceito’ 

“Lembre-se de quem você é.” Mufasa em ‘O rei leão’ 

 

Ao meu marido que continua sendo meu maior incentivador, companheiro de 

aventuras e parceiro de sonhos, obrigada por aguentar meus lamentos e lágrimas, por 

cuidar e amar tanto! Não poderia ser mais grata por sua vida, meu amor eterno. 

Aos meus pais, Rose e Valdir, por me ensinarem o caminho, guiar minha 

jornada, pelo seu sacrifício diário ao educar e sustentar duas crianças nos anos 2000, 

por me permitirem sonhar e ensinar a lutar apesar dos apesares. Em tudo sou eterna 

devedora de vocês. Ao meu irmão Guilherme pela amizade, amor, por me impulsionar 

a ser alguém melhor todos os dias, por todo seu carinho e torcida. Cada degrau que 

subi, subi com e por vocês. Amo vocês. 

Aos meus sogros Lu e Dinei, muito obrigada por me acolherem e serem tão 

cuidadosos comigo. Obrigada por todo incentivo e carinho. Amo vocês. 

 

“Amizade não é uma recompensa das nossas escolhas e bom gosto em encontrar um ao 

outro. Amigos são instrumentos pelos quais Deus revela para cada um de nós a beleza de todos 

os outros.” C. S. Lewis em ‘Os quatro amores’ 

 

Aos amados Eder, Paty, Plínio e Débora, obrigada pela amizade, por 

pastorearem meu coração, me aproximarem de Jesus, apontarem minhas fraquezas 

e serem minha riqueza e fortaleza. Obrigada por terem fé em mim mesmo me 

conhecendo tão de perto.  



vi 

A minha família de coração, Juninho, Ivania, Catarina e Aurora, sou 

eternamente grata por todo o carinho, sabedoria compartilhada e por me ensinarem a 

ser família. Me faltam palavras para expressar tudo que vocês significam em minha 

vida, mas saibam que eu não seria a mesma sem vocês. Obrigada por me amarem e 

me permitirem amar vocês. 

Aos amigos Ozéias, Cibele, Rebeca e Bruninho, obrigada por abrilhantarem 

minha caminhada com sua amizade, pelas risadas, conversas, companheirismo e 

incentivo. Vocês são irmãos amados, família estendida e parte de mim. 

Aos amigos da ABC², em especial Nanny, Matheus e Pamella, obrigada pela 

amizade, por me ensinarem a dialogar com minha fé, me incentivarem na caminha 

acadêmica e orarem por mim.  

A querida Talita, obrigada por sua amizade, incentivo, parceria, cafés 

superfaturados, comidas gostosas, e principalmente por ser um exemplo de cientista 

e ser humano. Ainda acredito que o mundo precisa de mais Talitas. Obrigada por sua 

coragem, por tantas outras coisas que não conseguirei expressar aqui. Estendo meu 

agradecimento também ao Takinha por me suportar, pela parceria, ética e 

colaboração ao longo da minha caminhada no mestrado e doutorado. Vocês são muito 

especiais e serei eternamente grata por tê-los em minha vida. 

A amiga Jordana, obrigada pela amizade, fofocas e por me agraciar com seu 

brilhantismo, entusiasmo e inteligência nesse projeto. Você é uma inspiração para 

mim, minha amiga e eu não poderia estar mais feliz em ter você como colaboradora 

nesse projeto. Xor, que você continue voando alto e sendo um exemplo para os jovens 

cientistas que cruzam seu caminho. 

Ao meu trio favorito de toda Botucatu, Natinha, Luri e Arthur, obrigada pela 

companhia diária, pelos socorros, por aceitarem minha ajuda e por serem meus 

amigos. Vocês tornaram meus dias mais leves, divertidos e me incentivaram a chegar 

até aqui. Espero poder continuar torcendo por vocês todos os dias. Nati, obrigada por 

seu coração leve e simples, por ser uma amiga fantástica, compartilhar leituras e 

sempre estar tão presente e prestativa. Luri, obrigada por sua paciência e incentivo, 

por me desafiar a ser cada vez melhor, por compartilhar cafés e música pop, e por ser 

essa amiga encorajadora ao longo de todos esses anos. Arthurzinho, obrigada por me 

permitir te orientar mesmo com minhas falhas, por sua parceria, pelas conversas 



vii 

profundas sobre música, cinema arte e política, obrigada por ser um amigo que ouve, 

pondera e acolhe. Vocês fazem do LGEM o melhor laboratório do mundo. 

A queridíssima amiga Amanda, agradeço por ser a mente brilhante que me 

apresentou a esse projeto, por sempre me socorrer em cima da hora, por compartilhar 

conhecimento e sabedoria, pela colaboração nesse trabalho e principalmente por 

cuidar de mim. Estendo meu agradecimento a Fer e ao crianço por serem 

acolhedores, cuidarem de mim e por serem amigos. Vocês são uma família muito 

especial e serei eternamente grata pela vida de vocês.  

As amigas do departamento Steh e Bea, obrigada pela companhia nos 

almoços, pelas conversas, apoio e pela parceria nas disciplinas.  

As minhas amigas da escola Dinah de Moraes e Seixas, Vivian, Ana, Isa e Tati, 

obrigada por tornarem o ambiente de trabalho tão leve, divertido e por me apoiarem 

nessa caminhada. 

Aos queridos ICs Victor e Maria Clara, agradeço a parceria nesse projeto, por 

me acompanharem nas coletas e aceitarem minha orientação. Obrigada por me 

permitirem aprender e ensinar com vocês. 

Aos meu alunos, obrigada por me desafiarem a dar meu melhor todos os dias 

e a lutar por uma educação mais justa no ensino básico e mais humana no ensino 

superior. 

Ao meu querido orientador, Prof Dr. Danillo Pinhal, obrigada por me receber no 

seu laboratório apesar das minhas falhas, por me incentivar a enfrentar novos desafios 

ao longo da jornada acadêmica, por insistir mesmo quando eu desistia, pela 

oportunidade de aprender técnicas incríveis, ter as primeiras experiencias em uma 

sala de aula da graduação, por sua paciência comigo ao longo desses oito anos de 

orientação. Obrigada pelo suporte, orientação, experiência e por me oferecer a 

oportunidade de estudar regeneração junto de uma equipe tão incrível quanto a do 

LGEM. 

Agradeço aos demais colegas do LGEM que fizeram parte do desenvolvimento 

desse projeto, em especial o Dr. Luiz “Chokito” Bovolenta que tanto colaborou comigo 

nas análises de bioinformática e teve paciência para me ensinar. 

As equipes dos laboratórios do prof. Dr. Luis Fernando Fernandes Marins da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul e do prof. Dr. Vinicius Farias Campos da 

Universidade Federal de Pelotas, obrigada por me receberem em seus laboratórios e 



viii 

pelas amostras dos peixes da linhagem mutante F0104. Agradeço aos prestativos 

alunos Me. Jade Riet e Dr. Leandro Nunes pela prestatividade ao longo dessa parceria 

e aos técnicos Tony e Bruna por todo o trabalho desempenhado nas coletas. 

As professoras Dra. Adriane Wasko e Dra. Maria Isabel Cano, obrigada por me 

incentivarem na carreira científica e pelo suporte no desenvolvimento de disciplinas 

da graduação e de divulgação científica. Vocês são exemplo e inspiração para mim. 

Aos funcionários da seção técnica de pós-graduação pelo esclarecimento de 

dúvidas, pela paciência e prestatividade.  

  Ao conselho do Programa de Pós-graduação em Ciências Biológicas 

(Genética) agradeço pelo apoio em todos os desafios, aos funcionários do e ao 

Departamento de Ciências Químicas e Biológicas – setor genética, ao Instituto de 

Biociências de Botucatu e à UNESP, obrigada pela infraestrutura cedida para a 

realização deste projeto e pelos anos de instrução. 

Agradeço também às agências FAPESP e FAPERGS, pelo financiamento 

desse projeto sob o processo 2019/15494-5 e ao CNPq pela bolsa de doutorado. 

Muito obrigada a todos que participaram deste projeto de maneira direta e 

indireta. 



ix 

“O temor do senhor é fonte de 

sabedoria” Provérbios 9.10 

“Grandes são as obras do SENHOR, 

Dignas de estudo para quem as ama”. 

Salmos 111.2 



                                                                                         
 

x 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Long story short, I survived” 

Taylor Swift 



                                                                                         
 

xi 
 

Resumo: 

A regeneração epimórfica é um fenômeno biológico fascinante no qual partes do 

corpo perdidas são reconstruídas por meio da formação de um blastema, 

recapitulando eventos do desenvolvimento. Apesar do conhecimento sobre a 

participação de migração, desdiferenciação e proliferação de células ósseas nesse 

processo, muitos dos mecanismos moleculares subjacentes permanecem 

desconhecidos. Para investigar isso, o zebrafish (Danio rerio), conhecido por sua 

notável capacidade de regenerar nadadeiras, tem sido amplamente utilizado como 

organismo modelo. Além disso, o papel dos miRNAs, que ajustam a expressão gênica 

em diversos processos biológicos, na desdiferenciação celular é pouco compreendido. 

Neste trabalho utilizamos duas abordagens para contribuir para o entendimento dos 

mecanismos moleculares subjacentes à regulação da regeneração tecidual da 

nadadeira caudal no modelo zebrafish. No primeiro capítulo apresentamos a a 

abordagem da edição gênica por CRISPR/cas9 para gerar linhagens mutantes com 

knockout dos genes sp7 e runx2a. Das linhagens geradas, apenas quatro linhagens 

de runx2a apresentaram potencial de alteração nas proteínas correspondentes. As 

mutações da linhagem sp7 não estão localizadas em regiões codificantes do gene. 

Adicionados a esses mutantes, selecionamos também peixes com Superexpressão 

do gene gh e realizamos testes de regeneração. A partir da medição da área 

regenerada 72 horas após a amputação da nadadeira caudal, pudemos constatar que 

apenas os mutantes sp7- apresentaram crescimento menor com diferença estatista 

significativa quando comparados com peixes do tipo selvagem. com os 

conhecimentos. No segundo capítulo apresentamos nossa abordagem mais 

abrangente em busca de genes e miRNAs que pudessem regular os eventos 

moleculares da regeneração. Para isso, realizamos a amputação da nadadeira caudal 

e coletamos tecidos de 50 zebrafish, subdivididos em 6 grupos experimentais: 0, 12, 

24, 36, 48, 72 horas pós-amputação (hpa). Essas amostras foram subdividas e 

utilizadas para o sequenciamento em larga escala de mRNAs dos períodos 0, 12, 24, 

48 e 72 hpa. A partir dos dados de RNA-seq, verificamos uma similaridade entre as 

amostras coletadas em 48 e 72 hpa, de maneira que a comparação entre esses 

grupos retornou menor número de elementos diferencialmente expressos, enquanto 

grupos mais distintos como 12 e 0 hpa apresentaram um quantitativo superior de 

elementos diferencialmente expressos. O enriquecimento funcional dos elementos 
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diferencialmente expressos apontou um grande número de bioprocessos 

acontecendo durante a regeneração, incluindo processos ligados ao desenvolvimento 

ósseo e embrionário, apontando para a possibilidade da regeneração recapitular 

eventos da ontogênese. Dentre esses termos enriquecidos identificamos genes 

conhecidos por seu envolvimento em vias de regeneração como runx1 e wnt. Quanto 

ao sequenciamento profundo de miRNAs, o DESeq2 foi utilizado para análise de 

expressão diferencial (DE), com significância definida em valor p ajustado <0,05 e um 

log2 fold change >2 ou <-2. Nossa análise produziu 116.446.596 leituras de pré-

miRNA. Comparando os diferentes grupos com o controle em 0 hpa, identificamos 

vários miRNAs DE em cada ponto de tempo. Notavelmente, sete miRNAs (dre-miR-

21-3p, dre-miR-21-5p, dre-miR-21-3p-2, dre-miR-21-5p-2, dre-miR-21-3p-3, dre-miR-

29-5p-3 e um novo miRNA dre-miR-n10856-3p) foram consistentemente DE em todos 

os grupos, sugerindo sua potencial importância no processo de desdiferenciação 

celular. Investigação adicional revelou que 74 miRNAs foram DE às 12 hpa, com 

apenas 17 sendo compartilhados com outros pontos de tempo, enquanto 57 miRNAs 

foram exclusivamente DE às 12 hpa. Esse achado sugere a presença de eventos 

moleculares significativos regulados especificamente nessa fase inicial de 

regeneração, muitos relacionados à desdiferenciação. À medida que avançamos para 

as fases posteriores da regeneração, com aumento da proliferação celular às 48 e 72 

hpa, o número de miRNAs DE diminui, com seis miRNAs compartilhados entre esses 

momentos. Ao final, identificamos potenciais alvos regulados pelos miRNAs DE e 

usamos enriquecimento funcional para descobrir processos envolvidos na 

regeneração epimórfica na nadadeira caudal de zebrafish. Embora nossos resultados 

não sejam conclusivos ainda, estes apontam para a complexidade envolvida no 

processo de regeneração óssea, com miRNAs regulando diversos alvos com a 

mesma função 3 biológica e também outras formas de regulação que não apenas os 

miRNAs, mas também a interação entre os genes do desenvolvimento ósseo como a 

interação entre os genes estudados.  

 

 

 

 

Palavras-chave: RNA-seq, regeneração óssea, CRISPR/cas9, zebrafish 
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Abstract: 

Epimorphic regeneration is a fascinating biological phenomenon in which lost body 

parts are reconstructed through the formation of a blastema, recapitulating 

developmental events. Despite the knowledge of the involvement of migration, 

dedifferentiation, and proliferation of bone cells in this process, many of the underlying 

molecular mechanisms remain unknown. To investigate this, zebrafish (Danio rerio), 

known for its remarkable ability to regenerate fins, has been extensively used as a 

model organism. Additionally, the role of miRNAs, which fine-tune gene expression in 

various biological processes, in cell dedifferentiation is poorly understood. In this work, 

we used two approaches to contribute to the understanding of the molecular 

mechanisms underlying the regulation of tissue regeneration in the caudal fin of the 

zebrafish model. In the first chapter, we present the gene-editing approach using 

CRISPR/Cas9 to generate mutant lineages with knockouts of the sp7 and runx2a 

genes. Of the generated lineages, only four runx2a lineages showed potential for 

alteration in the corresponding proteins. The mutations in the sp7 lineages are not 

located in coding regions of the gene. In addition to these mutants, we also selected 

fish with overexpression of the gh gene and conducted regeneration tests. Based on 

the measurement of the regenerated area 72 hours after amputation of the caudal fin, 

we found that only the sp7- mutants showed statistically significant reduced growth 

when compared to wild-type fish. In the second chapter, we present our more 

comprehensive approach in search of genes and miRNAs that could regulate the 

molecular events of regeneration. For this, we performed caudal fin amputation and 

collected tissues from 50 zebrafish, subdivided into 6 experimental groups: 0, 12, 24, 

36, 48, 72 hours post-amputation (hpa). These samples were subdivided and used for 

large-scale mRNA and miRNA sequencing at 0, 12, 24, 48, and 72 hpa. From the RNA-

seq data, we observed a similarity between the samples collected at 48 and 72 hpa, 

so that the comparison between these groups returned fewer differentially expressed 

elements, while more distinct groups such as 12 and 0 hpa showed a greater number 

of differentially expressed elements. The functional enrichment of differentially 

expressed elements pointed to a large number of bioprocesses occurring during 

regeneration, including processes related to bone and embryonic development, 

suggesting the possibility of regeneration recapitulating ontogeny events. Among these 

enriched terms, we identified genes known for their involvement in regeneration 
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pathways such as runx1 and wnt. For deep miRNA sequencing, DESeq2 was used for 

differential expression (DE) analysis, with significance defined at p adjusted value 

<0.05 and a log2 fold change >2 or <-2. Our analysis produced 116,446,596 pre-

miRNA reads. Comparing the different groups with the control at 0 hpa, we identified 

several DE miRNAs at each time point. Notably, seven miRNAs (dre-miR-21-3p, dre-

miR-21-5p, dre-miR-21-3p-2, dre-miR-21-5p-2, dre-miR-21-3p-3, dre-miR-29-5p-3, 

and a novel miRNA dre-miR-n10856-3p) were consistently DE in all groups, 

suggesting their potential importance in the cell dedifferentiation process. Further 

investigation revealed that 74 miRNAs were DE at 12 hpa, with only 17 shared with 

other time points, while 57 miRNAs were exclusively DE at 12 hpa. This finding 

suggests the presence of significant molecular events regulated specifically at this 

early stage of regeneration, many related to dedifferentiation. As we move into the later 

stages of regeneration, with increased cell proliferation at 48 and 72 hpa, the number 

of DE miRNAs decreases, with six miRNAs shared between these time points. In the 

end, we identified potential targets regulated by DE miRNAs and used functional 

enrichment to uncover processes involved in epimorphic regeneration in the zebrafish 

caudal fin. Although our results are not yet conclusive, they point to the complexity 

involved in the bone regeneration process, with miRNAs regulating multiple targets 

with the same biological function, as well as other forms of regulation not only by 

miRNAs but also through interaction between bone development genes, such as the 

interaction between the studied genes. 

Keywords: RNA-seq, bone regeneration, CRISPR/cas9, zebrafish 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Regeneração em vertebrados. 

A regeneração é um fenômeno que intriga cientistas e filósofos há séculos 

(PRESTES, 2007). Inicialmente identificada como estratégia de reprodução em 

gastrópodes e lesmas por naturalistas do século XVIII (CAROZZI, 1985), a capacidade 

que alguns organismos vivos detêm de reconstruir partes de seu corpo que foram 

perdidas seja por injúrias (BORGENS, 1982; ITEN; BRYANT, 1973), autotomia 

(RAMSAY et al., 2001; VITT, 1981) ou processos de muda (SKINNER, 1962), é 

conhecida desde a Antiguidade (PRESTES, 2007). 

A habilidade de regenerar varia amplamente dentro do reino animal (BELY; 

NYBERG, 2010). Dentre os vertebrados, anfíbios urodelos são notórios por sua 

capacidade de reconstruir caudas, membros, mandíbulas, retinas, extensas partes do 

coração, cérebro e outras estruturas (BROCKES; KUMAR, 2002; ENDO et al., 2007). 

Peixes teleósteos também apresentam um significativo poder de regeneração, 

substituindo nadadeiras, coluna vertebral, tecido nervoso, retina e coração 

(ALVARADO; TSONIS, 2006). Já sobre os répteis, a maior parte dos estudos acerca 

de seu potencial de regeneração se concentra na capacidade de reconstruir caudas 

de lagartos, enquanto outros poucos descrevem a regeneração de caudas e 

mandíbulas de crocodilos e de cascos de tartarugas (ALIBARDI, 2009). Em aves é 

reportada a ausência de regeneração de estruturas (BELY; NYBERG, 2010), embora 

haja potencial regenerativo para restaurar células sensoriais ciliadas após trauma 

(RYALS; RUBEL, 1988). 

Mamíferos, por sua vez, renovam constantemente certos tipos celulares (e.g.: 

células hematopoiéticas, epitélio intestinal e pele) e podem restaurar alguns tecidos 

como músculos, sistema nervoso periférico e o fígado, além de estruturas como 

pontas dos dedos e chifres (ALVARADO; TSONIS, 2006). Entretanto, estudos 

recentes têm apontado para limitações na regeneração de ponta de dígitos de 

camundongos, demonstrando que a capacidade de regenerar diminui com lesões 

repetidas (DOLAN et al., 2022) e que este modelo não consegue regenerar ossos da 

falange do dígito (SENSIATE; MARQUES-SOUZA, 2019), dificultando os estudos de 

regeneração epimórfica neste grupo. 
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Como mostram esses exemplos, embora a capacidade ou habilidade de regenerar 

tenha sido favorecida pela seleção natural ao longo da evolução dos vertebrados sua 

abrangência varia amplamente entre espécies (DARNET et al., 2019), e entre as 

diferentes estruturas ou tecidos do corpo de um mesmo organismo (Figura 1).  

 
Figura 1: Distribuição filogenética da regeneração de estruturas pós-amputação de endoesqueleto 
e esqueleto dermal dentro do grupo dos vertebrados e representação esquemática de ambos os tipos 
de esqueleto presentes em membros de vertebrados. Linhagens com capacidade de regeneração de 
membros depois da lesão de endoesqueleto estão marcadas em azul, sem essa capacidade em laranja 
e grupos sem registro quanto a regeneração de membros em preto. Adaptado de Darnet et al.(2019).  
 

1.2 Regeneração em teleósteos. 

Os peixes teleósteis, ou teleósteos, representam a maior infraclasse de peixes 

ósseos, englobando aproximadamente 96% de todas as espécies de peixes vivos 

atualmente. Eles são caracterizados por suas mandíbulas móveis e a presença de um 

esqueleto ósseo bem desenvolvido, em contraste com os peixes cartilaginosos, como 

tubarões e raias. Os teleósteos exibem uma notável diversidade morfológica e 

ecológica, adaptando-se a uma ampla variedade de ambientes aquáticos, desde rios 

e lagos de água doce até os oceanos profundos (NELSON et al., 2016). A evolução 

dos teleósteos é marcada por várias inovações anatômicas e fisiológicas que 

contribuíram para seu sucesso evolutivo, incluindo a modificação da bexiga natatória 
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para melhorar a flutuabilidade e a capacidade de nadar eficientemente (HELFMAN et 

al., 2009). A diversidade e a adaptabilidade dos teleósteos tornam-nos modelos ideais 

para estudos em biologia evolutiva, ecologia e biologia do desenvolvimento 

(BETANCUR-R et al., 2017). 

Os peixes teleósteos exibem uma capacidade notável de regenerar vários tecidos 

e órgãos, incluindo as nadadeiras, o coração, e a medula espinhal. Um peixe teleósteo 

que apresenta notável capacidade regenerativa é o peixe caveira mexicano (Astyanax 

mexicanus). Em sua forma de superfície, este peixe possui a habilidade de regenerar 

nadadeiras, enquanto a forma de caverna mostra uma capacidade reduzida, 

proporcionando um modelo interessante para estudos comparativos de regeneração 

(STOCKDALE et al., 2018). O peixinho (Fundulus heteroclitus) também é conhecido 

por sua capacidade de regenerar nadadeiras, mandíbula e escamas, sendo estudado 

desde o século passado (MORRILL JR, 1906). Dentro deste grupo, o zebrafish (Danio 

rerio), tem se destacado como um modelo de estudo devido à sua notável capacidade 

de regeneração (GEMBERLING et al., 2013). 

 
1.3 Zebrafish como modelo de estudo em regeneração. 

O teleósteo zebrafish, conhecido no Brasil como “paulistinha”, é um peixe tropical 

de água doce de origem asiática que tem sido amplamente utilizado como animal 

modelo em pesquisa. Investigações nos campos da biologia celular e molecular, 

genética, epigenética e biologia evolutiva e do desenvolvimento (GRUNWALD; 

EISEN, 2002; SCHIER; GIRALDEZ, 2006) que utilizam o zebrafish em seus protocolos 

experimentais têm avançado de modo significativo na produção de conhecimento, 

incluindo as pesquisas voltadas ao estudo dos mecanismos de regeneração 

(GEMBERLING et al., 2013). 

Com alto potencial regenerativo, o zebrafish mostrou-se capaz de reconstruir 

vários tecidos e estruturas danificados, incluindo o coração (POSS; WILSON; 

KEATING, 2002), o tecido nervoso (BECKER et al., 1997; REIMER et al., 2008), a 

retina (RAJARAM et al., 2014a, 2014b) e as nadadeiras (POSS; KEATING; 

NECHIPORUK, 2003). 

O zebrafish tem cada vez mais se tornado um importante modelo para 

compreendermos o desenvolvimento do sistema esquelético. Com a popularização 

das novas tecnologias de edição como CRISPR/cas9 e sequenciamento de célula 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

É fantástico ver que um fenômeno como a regeneração tem sido estudado pela 

humanidade há tanto tempo e ainda não chegamos a uma resposta definitiva. Por que 

exatamente alguns animais regeneram membros e estruturas complexas enquanto 

outras espécies não? Qual é o botão de ligar e desligar as cascatas moleculares que 

ativam toda a movimentação celular e preenchem o órgão novo? Não há uma resposta 

definitiva e, quanto mais estudamos, mais me convenço de que não há um só gene, 

uma só molécula reguladora, mas toda uma rede dinâmica que envolve diversas e 

diferentes moléculas. 

Quanto aos objetivos dessa tese, creio que conseguimos colaborar com mais um 

tijolo na construção do conhecimento acerca dos mistérios da arte da regeneração. 

Em nosso capítulo 1 exploramos as possibilidades de que genes importantes para o 

desenvolvimento ósseo como runx2b e sp7 pudessem ser importantes para a 

regeneração da nadadeira caudal do zebrafish, uma vez que a regeneração recapitula 

eventos do desenvolvimento embrionário e osteogênese. Demonstramos que a 

perturbação do sp7 realmente afetou o crescimento do novo membro, mesmo que 

nossas mutações não tenham afetado regiões codificantes do gene. Já o runx2b, onde 

realmente conseguimos alterar a codificação da proteína não resultou em deficiências 

para a regeneração. Embora nossos resultados não sejam conclusivos, novas 

análises estão em andamento para testar as novas hipóteses, como a verificação da 

expressão desses genes por qPCR ao longo da regeneração para verificarmos se o 

runx2a está compensando sua cópia silenciada ou se há uma compensação de dose.  

Sobre as análises do transcriptoma, nossos resultados realmente apontaram para 

uma gama de genes e miRNAs associados ao longo da regeneração, apontando para 

a complexidade dessa habilidade. Mesmo não tendo finalizado a análise das redes, 

nossos resultados também permitem que novas pesquisas se desenvolvam para 

validar as interações propostas.  

Nossas hipóteses aceitas também corroboram com o conhecimento já consolidado 

das etapas e mecanismos celulares da regeneração assim como também com os 

mecanismos de ação dos miRNAs. 
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Quanto a hipótese de que o aumento da expressão do gene do hormônio gh, 

nossos dados recusam essa hipótese, de maneira que não identificamos melhora na 

regeneração entre os mutantes. 

Embora nossos resultados não sejam conclusivos ainda, estes apontam para a 

complexidade envolvida no processo de regeneração óssea, com miRNAs regulando 

diversos alvos com a mesma função biológica e também outras formas de regulação 

que não apenas os miRNAs, mas também a interação entre os genes do 

desenvolvimento ósseo como a interação entre os genes estudados.  
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7. Material suplementar 

 

O Material suplementar pode ser acessado através do link 

 <https://drive.google.com/drive/folders/1fPrw8kuRobIHYRHviZXbHJyLiYazwvI-

?usp=drive_link>  

Qualquer problema com acesso, favor solicitar ao e-mail da autora: 

beatriz.ja.pereira@unesp.br 
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