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Resumo:

A regeneracgdo epimorfica € um fendbmeno bioldgico fascinante no qual partes do
corpo perdidas sdo reconstruidas por meio da formacdo de um blastema,
recapitulando eventos do desenvolvimento. Apesar do conhecimento sobre a
participacdo de migracdo, desdiferenciagédo e proliferagdo de células 6sseas nesse
processo, muitos dos mecanismos moleculares subjacentes permanecem
desconhecidos. Para investigar isso, o zebrafish (Danio rerio), conhecido por sua
notavel capacidade de regenerar nadadeiras, tem sido amplamente utilizado como
organismo modelo. Além disso, o papel dos miRNAs, que ajustam a expressao génica
em diversos processos bioldgicos, na desdiferenciacao celular € pouco compreendido.
Neste trabalho utilizamos duas abordagens para contribuir para o entendimento dos
mecanismos moleculares subjacentes a regulacdo da regeneracdo tecidual da
nadadeira caudal no modelo zebrafish. No primeiro capitulo apresentamos a a
abordagem da edicao génica 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 alteracdo nas proteinas correspondentes. As
mutacdes da linhagem sp7 néo estdo localizadas em regides codificantes do gene.
Adicionados a esses mutantes, selecionamos também peixes com Superexpressao
do gene gh e realizamos testes de regeneracdo. A partir da medicdo da area
regenerada 72 horas ap0s a amputacao da nadadeira caudal, pudemos constatar que
apenas 0s mutantes sp7- apresentaram crescimento menor com diferenca estatista
significativa quando comparados com peixes do tipo selvagem. com o0s
conhecimentos. No segundo capitulo apresentamos nossa abordagem mais
abrangente em busca de genes e miRNAs que pudessem regular os eventos
moleculares da regeneracado. Para isso, realizamos a amputacao da nadadeira caudal
e coletamos tecidos de 50 zebrafish, subdivididos em 6 grupos experimentais: 0, 12,
24, 36, 48, 72 horas pés-amputacdo (hpa). Essas amostras foram subdividas e
utilizadas para o sequenciamento em larga escala de mRNAs dos periodos 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 comparacdo entre esses
grupos retornou menor numero 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 numero de bioprocessos
acontecendo durante a regeneragao, incluindo processos ligados ao desenvolvimento
0sseo e embrionario, apontando para a possibilidade da regeneracéo recapitular
eventos da ontogénese. Dentre esses termos enriquecidos identificamos genes
conhecidos por seu envolvimento em vias de regeneragcdo como runxl e wnt. Quanto
ao sequenciamento profundo de miRNAs, o DESeq?2 foi utilizado para analise de
expressao diferencial (DE), com significancia definida em valor p ajustado <0,05 e um
log2 fold change >2 ou <-2. Nossa andlise produziu 116.446.596 leituras de pré-
miRNA. Comparando os diferentes grupos com o controle em 0 hpa, identificamos
varios 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
0S grupos, sugerindo sua potencial importancia no processo de desdiferenciacao
celular. Investigacdo adicional revelou que 74 miRNAs foram DE as 12 hpa, com
apenas 17 sendo compartilhados com outros pontos de tempo, enquanto 57 miRNAs
foram exclusivamente DE as 12 hpa. Esse achado sugere a presenca de eventos
moleculares significativos regulados especificamente nessa fase inicial de
regeneracdo, muitos relacionados a desdiferenciacdo. A medida que avancamos para
as fases posteriores da regeneracédo, com aumento da proliferacéo celular as 48 e 72
hpa, o nimero 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 nha
regeneracao epimorfica na nadadeira caudal de zebrafish. Embora nossos resultados
nao sejam conclusivos ainda, estes apontam para a complexidade envolvida no
processo de regeneracdo 6ssea, com miRNAs regulando diversos alvos com a
mesma funcéo 3 bioldgica e também outras formas de regulacdo que nao apenas 0s
mMiRNAs, mas também a interacéo entre 0s genes do desenvolvimento 6sseo como a

interacdo entre os genes estudados.

Palavras-chave: RNA-seq, regeneracdo 0ssea, 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-
se(q 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-
mMiRNA reads. Comparing the different groups with the control at O 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
mMiRNAs 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. INTRODUCAO

1.1 Regeneracédo em vertebrados.

7z

A regeneracdo é um fendmeno que intriga cientistas e filosofos h& séculos
(PRESTES, 2007). Inicialmente identificada como estratégia de reproducdo em
gastropodes e lesmas por naturalistas do século XVIII (CAROZZI, 1985), a capacidade
gue alguns organismos vivos detém de reconstruir partes de seu corpo que foram
perdidas seja por injurias (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, anfibios urodelos sdo notorios por sua
capacidade de reconstruir caudas, membros, mandibulas, retinas, extensas partes do
coracao, cérebro e outras estruturas (BROCKES; KUMAR, 2002; ENDO et al., 2007).
Peixes teledsteos também apresentam um significativo poder de regeneracéo,
substituindo nadadeiras, coluna vertebral, tecido nervoso, retina e coracao
(ALVARADO; TSONIS, 2006). Ja sobre os réepteis, a maior parte dos estudos acerca
de seu potencial de regeneracao se concentra na capacidade de reconstruir caudas
de lagartos, enquanto outros poucos descrevem a regeneracdo de caudas e
mandibulas de crocodilos e de cascos de tartarugas (ALIBARDI, 2009). Em aves &
reportada a auséncia de regeneracao de estruturas (BELY; NYBERG, 2010), embora
haja potencial regenerativo para restaurar células sensoriais ciliadas apés trauma
(RYALS; RUBEL, 1988).

Mamiferos, por sua vez, renovam constantemente certos tipos celulares (e.qg.:
células hematopoiéticas, epitélio intestinal e pele) e podem restaurar alguns tecidos
como musculos, sistema nervoso periférico e o figado, além de estruturas como
pontas dos dedos e chifres (ALVARADO; TSONIS, 2006). Entretanto, estudos
recentes tém apontado para limitacdes na regeneracdo de ponta de digitos de
camundongos, demonstrando que a capacidade de regenerar diminui com lesbes
repetidas (DOLAN et al., 2022) e que este modelo ndo consegue regenerar 0ssos da
falange do digito (SENSIATE; MARQUES-SOUZA, 2019), dificultando os estudos de

regeneracao epimorfica neste grupo.
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Como mostram esses exemplos, embora a capacidade ou habilidade de regenerar
tenha sido favorecida pela selecao natural ao longo da evolugéo dos vertebrados sua
abrangéncia 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: Distribuicéo filogenética da regeneracéo de estruturas pos-amputacéo de endoesqueleto
e esqueleto dermal dentro do grupo dos vertebrados e representacdo esquematica de ambos os tipos
de esqueleto presentes em membros de vertebrados. Linhagens com capacidade de regeneracéo de
membros depois da leséo de endoesqueleto estdo marcadas em azul, sem essa capacidade em laranja
€ grupos sem registro quanto a regeneracao de membros em preto. Adaptado de Darnet et al.(2019).

1.2 Regeneracdo em teledsteos.

Os peixes teledsteis, ou teledsteos, representam a maior infraclasse de peixes
0sseos, englobando aproximadamente 96% de todas as espécies de peixes vivos
atualmente. Eles sao caracterizados por suas mandibulas moveis e a presenca de um
esqueleto 6sseo bem desenvolvido, em contraste com os peixes cartilaginosos, como
tubarbes e raias. Os teledsteos exibem uma notavel diversidade morfologica e
ecoldgica, adaptando-se a uma ampla variedade de ambientes aquaticos, desde rios
e lagos de agua doce até os oceanos profundos (NELSON et al., 2016). A evolucdo

dos teleésteos € marcada por vérias inovacbes anatbmicas e fisiologicas que

contribuiram para seu sucesso evolutivo, incluindo a modificagdo da bexiga natatoria
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para melhorar a flutuabilidade e a capacidade de nadar eficientemente (HELFMAN et
al., 2009). A diversidade e a adaptabilidade dos teledsteos tornam-nos modelos ideais
para estudos em biologia evolutiva, ecologia e biologia do desenvolvimento
(BETANCUR-R et al., 2017).

Os peixes teledsteos exibem uma capacidade notavel de regenerar varios tecidos
e 6rgaos, incluindo as nadadeiras, o coracao, e a medula espinhal. Um peixe teledsteo
gue apresenta notavel capacidade regenerativa é o peixe caveira mexicano (Astyanax
mexicanus). Em sua forma de superficie, 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 regeneragao
(STOCKDALE et al., 2018). O peixinho (Fundulus heteroclitus) também é conhecido
por sua capacidade de regenerar nadadeiras, mandibula 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 a sua notavel capacidade
de regeneracdo (GEMBERLING et al., 2013).

1.3 Zebrafish como modelo de estudo em regeneracao.

O teledsteo zebrafish, conhecido no Brasil como “paulistinha”, € um peixe tropical
de agua doce de origem asiatica que tem sido amplamente utilizado como animal
modelo em pesquisa. Investigagcbes 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 tém avancado de modo significativo na producdo de conhecimento,
incluindo as pesquisas voltadas ao estudo dos mecanismos de regeneracao
(GEMBERLING et al., 2013).

Com alto potencial regenerativo, o zebrafish mostrou-se capaz de reconstruir
varios tecidos e estruturas danificados, incluindo o coracdo (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 popularizagcéo

das novas tecnologias de edicdo como CRISPR/cas9 e sequenciamento de célula
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5. CONSIDERACOES FINAIS

E fantastico ver que um fendmeno como a regeneracéo tem sido estudado pela
humanidade ha tanto tempo e ainda ndo chegamos a uma resposta definitiva. Por que
exatamente alguns animais regeneram membros e estruturas complexas enquanto
outras espécies nao? Qual é o botéo de ligar e desligar as cascatas moleculares que
ativam toda a movimentacao celular e preenchem o 6rgao novo? N&o ha uma resposta
definitiva e, quanto mais estudamos, mais me convenco de que ndo ha um sé gene,
uma s6 molécula reguladora, mas toda uma rede dindmica que envolve diversas e
diferentes moléculas.

Quanto aos objetivos dessa tese, creio que conseguimos colaborar com mais um
tijolo na construgdo do conhecimento acerca dos mistérios da arte da regeneracao.
Em nosso capitulo 1 exploramos as possibilidades de que genes importantes para o
desenvolvimento 6sseo como runx2b e sp7 pudessem ser importantes para a
regeneracao da nadadeira caudal do zebrafish, uma vez que a regeneracao recapitula
eventos do desenvolvimento embrionario e osteogénese. Demonstramos que a
perturbacdo do sp7 realmente afetou o crescimento do novo membro, mesmo que
nossas mutacées nado tenham afetado regides codificantes do gene. Ja o runx2b, onde
realmente conseguimos alterar a codificacéo da proteina ndo resultou em deficiéncias
para a regeneracdo. Embora nossos resultados ndo sejam conclusivos, novas
analises estdo em andamento para testar as novas hipoteses, como a verificacdo da
expressao desses genes por qPCR ao longo da regeneracéo para verificarmos se o
runx2a esta compensando sua copia silenciada ou se ha uma compensacao de dose.

Sobre as andlises do transcriptoma, nossos resultados realmente apontaram para
uma gama de genes e miRNAs associados ao longo da regeneracao, apontando para
a complexidade dessa habilidade. Mesmo néo tendo finalizado a analise das redes,
nossos resultados também permitem que novas pesquisas se desenvolvam para
validar as interacdes propostas.

Nossas hipoteses aceitas também corroboram com o conhecimento ja consolidado
das etapas e mecanismos celulares da regeneracdo assim como também com os

mecanismos de acao dos miRNAs.
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Quanto a hipétese de que o aumento da expressdo do gene do horménio gh,
nossos dados recusam essa hipétese, de maneira que ndo identificamos melhora na
regeneracgao entre os mutantes.

Embora nossos resultados ndo sejam conclusivos ainda, estes apontam para a
complexidade envolvida no processo de regeneracao 6ssea, com miRNAs regulando
diversos alvos com a mesma fungao biolégica e também outras formas de regulagéo
gue nao apenas os MiIRNAs, mas também a interacdo entre os genes do

desenvolvimento 6sseo como a interacdo 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/1fPrw8kuRobIHYRHviZXbHJyLiYazwvl-

?usp=drive link>
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