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RESUMO 

O colesterol é essencial para diversos processos fisiológicos, principalmente por sua 

função estrutural e como precursor de uma ampla gama de sinalizadores endócrinos. No 

entanto, o consumo excessivo de uma dieta ocidental, a qual é rica em colesterol, pode levar à 

obesidade diferentes dislipidemias, o que resulta em um risco elevado para doenças metabólicas 

e cardiovasculares. Além disso, há um crescente montante de evidências sugerindo que pais 

com distúrbios metabólicos, incluindo aqueles que envolvem um excesso de colesterol, podem 

gerar descendentes com alterações provenientes de tais doenças, mesmo que estes nunca 

tenham tido contato com os fatores causais destas. Tal possibilidade é preocupante, pois 

propiciaria a perpetração de efeitos possivelmente deletérios por gerações através de 

mecanismos epigenéticos. Visto que a pesquisa básica nessa área pode ser limitada pelo custo 

e tempo envolvidos com o uso de mamíferos e seus longos tempos de geração, o nematoide C. 

elegans surge como uma alternativa viável. Esse invertebrado não sintetiza colesterol e por isso 

seus níveis podem ser controlados essencialmente pela oferta dietética. Além disso, possui 

ortologia suficiente com mamíferos para que se formulem hipóteses por vezes extrapoláveis 

para organismos mais complexos. Ainda, pelo curto tempo de vida e geração, C. elegans são 

ideais para a condução de estudos que envolvam várias gerações. Aqui nós mostramos que C. 

elegans expostos a uma concentração alta de colesterol (50 µM; 20 µg/mL) em P0 apresentam 

diversos fenótipos alterados e herdáveis pela geração F1. O fenótipo de desenvolvimento 

acelerado é devido à maior expressão de vitelogenina, sobretudo de vit-2/YP170B. Nossos 

dados sugerem que miRNAs regulam positivamente a expressão de vit-2 em P0 e F1, o que é 

suficiente para fenocopiar a exposição aos altos níveis de colesterol. Nós sugerimos que 

miRNAs da família dos let-7 (let-7-fam) regulam a expressão de vit-2/YP170B, provavelmente 

de forma indireta, ocasionando uma maior oferta de vitelo para a progênie, onde possivelmente 

algum elemento carregado por este complexo reinicia o ciclo de expressão do mesmo fenótipo, 

incluindo expressão de miRNAs let-7-fam e vit-2/YP170B. Nossos resultados apontam para 

uma relação ainda não demonstrada entre uma maior oferta de colesterol e a regulação da 

expressão de vitelogênese por miRNAs de maneira intergeracional. 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Cholesterol is essential to many physiological processes, mainly for its structural 

function and as a precursor for a number of endocrine signaling molecules. However, its 

excessive intake in a western diet may lead to obesity and to different dyslipidemia, what might 

be translated into an increased risk for metabolic and cardiovascular diseases. Beyond that, 

there is a number of evidences showing that parents with metabolic diseases, including those 

associated with high cholesterol, may give birth to an offspring that has metabolic alterations 

even though it never got in contact with any of their causing factors. Such possibility is 

alarming, once it might allow the perpetration of those possibly deleterious disturbances 

through epigenetic mechanisms. Basic research in this field could be limited by costs and time 

needed for mammals to give birth to a new generation. Hence, the nematode C. elegans is a 

viable alternative. This invertebrate does not synthesize cholesterol, and, because of that, 

cholesterol levels can be tightly controlled through the diet. Besides that, C. elegans genes are 

highly conserved in mammals so that hypotheses confirmed in the worm can be extended and 

applied to more complex organisms. Even more, for its short generational time, C. elegans are 

ideal for conducting research that include multiple generations. Here we show that C. elegans 

exposed to a high concentration of cholesterol (50 µM; 20 µg/mL) in P0 results in many several 

phenotypes that are inheritable by F1. Accelerated developmental timing due to high cholesterol 

seems to be due to a higher expression of vitellogenin, mainly vit-2/YP170B. Our data suggest 

that miRNAs positively regulate vit-2/YP170B expression in P0 and F1, what is sufficient to 

phenocopy high cholesterol exposure. We suggest that miRNA of the let-7 family (let-7-fam) 

regulate the expression of vit-2/YP170B, most likely in an indirect manner, providing a larger 

supply of yolk to the progeny, where an element is likely carried through the yolk complex to 

restart the cycle of expression of the same phenotype in the next generation, including 

upregulation of let-7-fam miRNAs and vit-2/YP170B. Our data points to a yet not stablished 

link between high cholesterol supply and the upregulation of vitellogenin expression by 

miRNAs. 
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1. Introdução 

 

1.1.Doenças associadas à dieta rica em colesterol 

O colesterol (dodecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-ol) é essencial para uma grande 

variedade de processos celulares, incluindo sinalização hormonal e metabolismo de ácidos 

graxos, além de participar da composição das membranas biológicas, sendo que a desregulação 

de seu metabolismo pode ter sérias implicações no desenvolvimento embrionário e na etiologia 

de doenças (1,2). A importância desse esterol vem da sua necessidade na produção de uma 

ampla gama de sinalizadores endócrinos lipofílicos, além do neurotransmissor serotonina e da 

vitamina D, todos essenciais na fisiologia animal, incluindo a humana (3).  

A dieta hiperlipídica é fator de risco para diversas doenças, tais como diabetes, doenças 

cardiovasculares e neurodegenerativas, além de uma série de dislipidemias, reduzindo a 

expectativa de vida de humanos e também de diferentes modelos experimentais (1,4). Não por 

acaso, parte dessas patologias também estão associadas ao envelhecimento. Sabe-se que parte 

dos efeitos benéficos da restrição calórica, intervenção que estende a longevidade de diversos 

organismos, está ligada à diminuição da massa adiposa em roedores (5). Nesse contexto, um 

importante papel também pode ser atribuído ao colesterol, pois este está geralmente em excesso 

na dieta hiperlipídica ocidental e tem seus níveis séricos correlacionados à mortalidade causada 

por doenças como a aterosclerose (6). Níveis séricos elevados de colesterol figuram como 

fatores de risco para doenças neurodegenerativas e diabetes (1).  

Uma vez que o colesterol e sua homeostase parecem desempenhar papel na gênese de 

doenças metabólicas e dislipidêmicas, o entendimento dos mecanismos pelos quais esse esterol 

influencia na patogênese dessas doenças é de especial interesse, pois a prevalência das mesmas 

tem aumentado rapidamente e ainda não há estratégias farmacológicas destacadamente 

eficientes para conter esse crescimento (7). Porém, a pesquisa básica acerca do tema pode ser 

limitada pelo custo e tempo envolvidos no uso de modelos mamíferos ou pelo desenvolvimento 

de linhagens celulares adequadas. Nesse contexto, o nematoide C. elegans pode ser uma 

alternativa viável, uma vez que possui um intrincado, mas razoavelmente conservado e bem 

descrito metabolismo de ácidos graxos e esteróis (8), além de ser um animal de ciclo de vida 

curto e de fácil manipulação genética. 
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1.2.Colesterol e vitelo em C. elegans 

C. elegans não é capaz de realizar a síntese de novo de colesterol, sendo auxotrófico 

para tal nutriente, o que permite um controle mais fino de dose-resposta. Assim, deve haver 

suplementação do meio de manutenção (Nematode Growth Media – NGM) com colesterol para 

que o nematoide se desenvolva normalmente (8). Em relação ao armazenamento de gordura, C. 

elegans não possui tecido adiposo, reservando a maior parte dos seus ácidos graxos 

(prevalentemente em forma de triglicerídeos) no intestino em estruturas intracelulares 

conhecidas como gotas lipídicas, comuns em ecdisozoa (9)(10). 

Hormônios derivados do colesterol, tais como os ácidos Δ4 e Δ7-dafacrônico são 

capazes de interagir com receptores nucleares de hormônio (NHR), como o DAF-12 (homólogo 

do receptor de vitamina D de vertebrados), sendo este o mais bem estudado entre os 248 

receptores do tipo em C. elegans (11). Os ácidos Δ4 e Δ7-dafacrônico são gerados a partir do 

colesterol em uma reação de dois e três passos, respectivamente, tendo em comum o passo 

catalisado por DAF-9/CYP27A1, uma subunidade catalítica de um complexo enzimático do 

tipo citocromo (12). DAF-12 é reprimido por DIN-1 em situações de escassez de comida ou 

superpopulação, impedindo o crescimento de C. elegans e ocasionando sua entrada no estado 

metabolicamente quiescente conhecido como dauer. Na presença dos seus ligantes, DAF-12 se 

transloca para o núcleo e regula diretamente a expressão da família let-7 de miRNAs (let-7-

fam), promovendo a progressão entre os estágios larvais até o animal adulto através da inibição 

de diferentes alvos, tais como hbl-1, lin-41 e, inclusive, daf-12 num looping de feedback 

negativo (13,14). 

Em C. elegans o colesterol é transportado em um complexo de vitelo (yolk). As 

vitelogeninas recrutam lipídeos de gotas lipídicas durante a biogênese do complexo de vitelo 

no intestino (15). O vitelo é transportado para o espaço pseudocelômico (cavidade corporal dos 

nematoides) na forma de um complexo que inclui 15% de lipídeos e colesterol [fosfolipídeos 

(53%), triacil (27%) e diacilglicerídeos (3%), ácidos graxos livres (16%) e colesterol (<1%)] 

(16) e complexos proteicos formados por vitelogeninas. A partir do espaço pseudocelômico o 

complexo passa através da lâmina basal  da gônada por meio de uma bainha de poros  na gônada 

somática, antes de sua captação por oócitos em processo de maturação através de endocitose 

mediada pelo receptor RME-2  (17,18). Além de servir como a principal fonte de nutrientes 

(aminoácidos) para a progênie, as vitelogeninas no vitelo são importantes também para a 

ovulação e fertilização dos embriões, mas não indispensáveis para a fecundidade e a 

embriogênese dos animais, ao contrário do que se assumiu por muito tempo (19)(18)(20). 

Alternativamente, o vitelo parece ser mais relevante para o desenvolvimento e sobrevivência 
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da progênie no período pós-embriogênico. Além de quantidades consideráveis de vitelo no 

corpo da larva após eclosão (21), mutantes deficientes  em diferentes passos da síntese e 

captação de vitelo têm níveis diminuídos de sobrevivência frente à restrição alimentar (20,22). 

Interessantemente, hermafroditas mais velhas produzem ovos com mais vitelogenina e larvas 

maiores e de desenvolvimento mais acelerado (23). Assim, uma grande provisão de vitelo para 

a progênie poderia garantir a sobrevivência em ambientes onde a comida é escassa, assim como 

também permitir que, na situação oposta, o animal tenha condição de chegar à fase adulta mais 

cedo e prover os nutrientes necessários para a sua progênie, oferecendo uma vantagem que pode 

ser crucial caso um período de escassez futura ocorra (24). 

Além de sofrer regulação por diversas vias que respondem às condições ambientais, 

como a via da insulina/IGF-1 (25), TGF-β (26) e TOR (27), a vitelogênese também pode ser 

regulada de forma não-autônoma por miRNAs na hipoderme. Foi demonstrado que isso se dá 

através da ativação e repressão sequencial de genes na hipoderme pela ação repressiva de let-7 

e lin-4, o que permite a expressão de lin-29, um fator de transcrição, entre o estágio larval L4 e 

a fase adulta. lin-29, por sua vez, regula positivamente e de maneira não-autônoma a expressão 

de let-363 no intestino, o homólogo de mTOR (TORC2), ativando a kinase SGK-1,  permitindo 

a localização nuclear do ativador transcricional das vitelogeninas, PQM-1 (27). Isso demonstra 

um importante meio pelo qual as vitelogeninas podem ter sua expressão regulada por elementos 

como os miRNAs. 

 

1.3. Efeitos trans e intergeracionais induzidos por dieta 

 

Desde que August Weissman propôs o conceito da separação da linhagem germinativa 

e somática, foi considerado que a linhagem germinativa e consequentemente os traços 

fenotípicos dos descendentes de um indivíduo estariam livres da influência de tecidos somáticos 

e, dessa forma, do ambiente. Nas décadas recentes esse conceito foi desafiado, com um foco 

em mecanismos epigenéticos de herança, tais como metilação do DNA, modificações de 

cromatina e pequenos RNAs não codificantes (24,28). Quando lidamos com efeitos 

epigenéticos transmitidos de uma geração para outras, é importante que se faça a distinção entre 

herança intergeracional e transgeracional. Efeitos intergeracionais ocorrem quando a exposição 

ambiental materna (P0) tem efeitos diretos sobre as células do feto (F1) em desenvolvimento 

(incluindo a linhagem germinativa, a qual dará origem à F2). Na linhagem paterna, a exposição 

ambiental do pai pode ter efeitos diretos nas células que formarão a F1, mas não na linhagem 

germinativa de F1 que formará F2. Portanto, um efeito transgeracional real é apenas 
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demonstrado quando o efeito da exposição é transmitido até F2, no caso da linhagem paterna, 

ou F3, no caso da linhagem materna (quando a exposição ambiental se dá durante a gravidez). 

Há uma crescente linha de evidência sugerindo que fenômenos epigenéticos (metilação 

de DNA, modificação de histonas e expressão de pequenos RNAs não-codificadores 

funcionais) podem estar associados aos fenótipos causados pela dieta ocidental, tais como o 

aumento da massa adiposa e dos marcadores inflamatórios (29). Enquanto ainda não é possível 

afirmar se as modificações epigenéticas encontradas em doenças metabólicas são causas ou 

consequências das mesmas (30,31), porém surge outra questão: poderiam mecanismos 

epigenéticos perpetuar fenótipos relacionados à dieta de maneira transgeracional? Fullston e 

colaboradores demonstraram que a dieta hiperlipídica na geração parental de ratos parece 

influenciar a fome e o risco para síndrome metabólica e diabetes tipo 2 nas duas gerações 

seguintes (32), um efeito intergeracional (F1) e transgeracional (F2). Além disso, o mesmo 

grupo demonstrou que a saúde reprodutiva dos filhotes de pais obesos também parece ser 

comprometida (33). Os pesquisadores atribuíram isso a um perfil diferencialmente expresso de 

pequenos RNAs nos testículos dos pais. Similarmente, Barres e colaboradores associaram o 

efeito de uma dieta rica em gordura em ratos machos da geração parental com a resistência à 

insulina nas fêmeas da geração filial (34), portanto um efeito intergeracional. Isso foi atribuído 

à expressão do miRNA let-7c em tecidos metabólicos. 

Assim, dentre os diferentes mecanismos epigenéticos que podem estar envolvidos em 

herança tanto intergeracional quanto transgeracional, os pequenos RNAs não-codificadores 

parecem ser bons candidatos. Os microRNAs (miRNAs) são importantes reguladores do 

transcriptoma por exercerem um controle mais preciso e direcionado sobre a transcrição e a 

tradução dos mRNAs (35). Dessa forma, são indispensáveis para a manutenção, sobrevivência 

e identidade celular. Os miRNAs são reguladores negativos da tradução e da estabilidade de 

mRNAs. Se originam de longos produtos de transcrição que contêm uma estrutura em grampo 

(hairpin). Para que miRNAs maduros sejam produzidos e assim cumpram sua função como 

reguladores gênicos, é indispensável o processamento pela enzima Dicer (endoribonuclease do 

tipo III) (36). A fita simples originada deste processo interfere com a expressão de mRNAs 

parcialmente complementares, servindo como guia para o complexo de silenciamento RISC, 

onde estão primariamente associados à proteínas do tipo Argonauta. Dicer atua tanto para 

produzir miRNAs quanto siRNAs (small interfering RNAs). Os siRNAs, assim como os 

miRNAs, também se associam à proteínas do tipo Argonauta, porém siRNAs possuem maior 

complementaridade e, portanto, são específicos para um alvo, enquanto miRNAs geralmente 

podem regular a expressão de diversos alvos, além de diferenças em suas estruturas originais, 
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pois siRNAs não apresentam a mesma estrutura em grampo que os miRNAs (37). Ainda, 

piRNAs (Piwi-interacting RNA) se originam de maneira independente de Dicer a partir de 

transcritos de fita simples (transposons, mRNA e lncRNA), tem entre 24-30nt e estão 

associados à subfamília Piwi de argonautas, estando presentes sobretudo na linhagem 

germinativa, onde parecem ser importantes para a sobrevivência e manutenção desta (37). É 

importante notar ainda que miRNAs, siRNAs, piRNAs e outros RNAs pequenos podem ser 

transmitidos transgeracionalmente pela linhagem germinativa (38,39). Um estudo identificou 

dsRNA fluorescente dentro do complexo de vitelo em C. elegans, sendo assim transmitido para 

a geração F1 através do canal SID-1, caracterizando a possibilidade de herança intergeracional 

de RNA pequeno nesse organismo (40). 

Como mencionado anteriormente, em C. elegans o receptor hormonal nuclear 

responsivo a derivados do colesterol DAF-12 é capaz de regular a expressão de dois 

microRNAs importantes na regulação da longevidade, desenvolvimento e em resposta a sinais 

vindos da linhagem germinativa: mir-84 e mir-241 (41,42). Indo em encontro a esse achado, 

alguns miRNAs já foram associados aos efeitos de uma série de condições/regimes metabólicos 

e doenças relacionadas, tais como a restrição calórica, dieta hiperlipídica, diabetes do tipo II, 

síndrome metabólica e outras (43–45). De fato, nosso grupo demonstrou que a perda parcial ou 

total de síntese de miRNAs, particularmente no tecido adiposo, leva a uma redução do tempo 

de vida e a complicações relacionadas com a dieta hiperlipídica, tais como a resistência à 

insulina e dislipidemias (46). 

Alterações epigenéticas, tais como a expressão de RNAs não-codificadores, estão 

presentes em doenças metabólicas relacionadas à dieta hiperlipídica, como por exemplo a 

diabetes do tipo II, onde o locus MEG3-DLK1 é hipermetilado, causando queda na expressão 

de alguns miRNAs nas células beta do pâncreas (43). Além disso, Dumortier e colaboradores 

estudaram o papel do microRNA-375 na herança intergeracional (F2) herdada de ratas 

alimentadas com baixos níveis de proteína. Uma aumentada expressão de miR-375 nas mães e 

filhotes estava correlacionada com massa anormal das ilhotas pancreáticas e menor secreção de 

insulina (44). 

Estes fenômenos epigenéticos parecem estar tão ligados à herança inter e 

transgeracional que podem inclusive explicar a herança induzida por uma ampla gama de 

fatores ambientais além da dieta, tais como exposição a metais pesados, agroquímicos, 

psicoestimulantes e toxinas que induzem o acúmulo lipídico (fatores obesogênicos) (47,48). 

Ainda, Gapp e colaboradores mostraram que estresse traumático nos primeiros meses de vida 

de ratos pode induzir alterações comportamentais e bioquímicas na progênie e que esse efeito 
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está ligado à função epigenética de miRNAs específicos (49). Além disso, Rechavi e 

colaboradores observaram como C. elegans é capaz de herdar transgeracionalmente defesa 

baseada em RNAi contra um vírus (Flock House Virus) pela expressão de viRNAs (virus 

derived RNAs) (50). O mesmo grupo identificou também que siRNAs podem mediar a herança 

transgeracional que resulta em entrada no estágio quiescente de dauer depois de carência 

alimentar (51). 

Interessantemente, um modelo de obesidade e dislipidemia pode ser gerado em C. 

elegans pela adição de altas concentrações de colesterol no meio, o que leva ao aumento no 

acúmulo de triglicerídeos e diminuição na resistência ao estresse oxidativo – uma marca de 

vulnerabilidade (52). Por ter o corpo totalmente transparente, o acúmulo lipídico em C. elegans 

pode ser facilmente visualizado in vivo com o auxílio de marcadores. Ainda, estudos que 

envolvam mais de uma geração podem ser facilmente conduzidos em C. elegans devido ao seu 

curto tempo de reprodução. Além disso, nocautes do tipo deleção e a técnica de RNAi 

possibilitam a interferência em vias conhecidas e envolvidas com a sinalização de colesterol (e 

seus derivados) e no controle do metabolismo lipídico, além de vias importantes para a função 

de pequenos RNAs funcionais, tais como os miRNAs, siRNAs e piRNAs. 

 

 

2. Hipótese inicial 

 

Durante minha iniciação científica observei que a suplementação com uma 

concentração alta de colesterol (50μM/20µg/mL) em meio NGM (grupo OP50+) reduz o tempo 

de vida do nematoide C. elegans quando comparado ao grupo controle (OP50, concentração 

padrão de 12,5μM/5µg/mL de colesterol). Esse efeito é observado na geração parental P0 e 

filial F1 (Figura 1B). O fato de haver alteração no tempo de vida mesmo na ausência da 

suplementação de colesterol, como é o caso na geração F1, sugere herança intergeracional. 

Altos níveis de colesterol ainda não foram descritos por seus efeitos sobre a longevidade de C. 

elegans, demonstrando que a homeostase de esteróis nesse nematoide pode promover profundas 

mudanças em sua fisiologia, mudanças estas que parecem ser herdadas de maneira 

intergeracional. Portanto, é importante que haja uma melhor compreensão tanto dos 

mecanismos pelos quais C. elegans tem sua fisiologia alterada por este esterol, quanto da 

maneira pela qual essas alterações são herdadas, uma vez que esse fenômeno perpetraria os 

efeitos deletérios da dieta rica em colesterol e poderia servir como base para propormos efeitos 

semelhantes em organismos mais complexos, como os mamíferos. Para tal fim, hipotetizamos 
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que os altos níveis de colesterol introduzidos na dieta de C. elegans em uma geração poderiam 

alterar a fisiologia da próxima geração por meio de mecanismos ainda não conhecidos e, uma 

vez que elementos diretamente responsivos a derivados de colesterol regulam a expressão de 

miRNAs que controlam o desenvolvimento de C. elegans, nos propomos a estudar a relação 

entre os mesmos. 

 

3. Objetivos 

 

3.1.Objetivos gerais: 

- Procurar por fenótipos herdáveis e suficientemente robustos decorrentes da 

exposição aos altos níveis de colesterol; 

- Caracterizar a origem de pelo menos um fenótipo encontrado; 

- Caracterizar a herança de pelo menos um fenótipo encontrado; 

 

3.2.Objetivos específicos: 

- Caracterizar pelo menos um fenótipo encontrado em relação à sua dependência de: 

 Moléculas reguladas pelo ambiente com potencial herdável: RNAs pequenos não 

codificantes e proteínas do vitelo (vitelogeninas); 

 Definir as relações epistáticas entre os alvos encontrados; 

- Caracterizar a herança de pelo menos um fenótipo encontrado em relação à sua 

dependência de: 

 Sexo da geração paterna; 

 Moléculas reguladas pelo ambiente com potencial herdável: RNAs pequenos não 

codificantes e proteínas do vitelo (vitelogeninas); 

 Definir as relações epistáticas entre os alvos encontrados; 
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4. Materiais e métodos 

 

4.1.Manutenção e protocolo de exposição dos animais aos altos níveis de colesterol 

As linhagens de C. elegans foram mantidas a 20°C em placas contendo NGM 

(Nematode Growth Media) semissólido (1,7% de ágar para placas de manutenção e a maioria 

dos experimentos e 2,5% para o experimento de tempo de vida). A fonte nutricional dos 

nematoides consistiu em Escherischia coli OP50-1 na concentração de 5 x 1011 células/mL, 

crescidas overnight em meio LB (Lisogeny Broth). As linhagens utilizadas foram: Bristol N2 

(WT); HC108 (ccIs4251 [myo-3::gfp] I; dpy-18 [e364]); RT130 (pwIs23 [vit-2p::vit-2::GFP]); 

JR667 (wIs51 [scmp::GFP]); MT14118 (mir-84 [n4315] V; mir-241 [n4037] X); GR1428 

(mgIs45 [mir-84(+) + tub-1::GFP]);  As linhagens foram obtidas do Caenorhabditis Genetic 

Center (University of Minnesota). 

Os experimentos conduzidos com C. elegans machos envolveram o cruzamento de 

machos com marcação fluorescente na faringe (HC108 [ccIs4251 myo-3::GFP]) com 

hermafroditas incapazes de produzir esperma em temperatura não permissiva (25ºC) (BA671 

spe-9 [hc88]). Brevemente, populações mistas, porém com grande prevalência de machos, 

foram expostas à altas concentrações de colesterol (P0) por 68h. Ao fim deste período, vários 

machos foram colocados em novas placas, com concentrações normais de colesterol, para 

cruzar com hermafroditas incapazes de produzir esperma (previamente crescidas a 25ºC) em 

incubadora a 20ºC. A prole resultante (F1) é quase 100% GFP positiva e, portanto, descendente 

do macho exposto a colesterol em altos níveis. 

 Para obter populações sincronizadas dois processos diferentes foram usados de acordo 

com a necessidade específica: 1) Sincronização por bleaching: NaOH 1M e NaClO 0,5% são 

usados para romper hermafroditas grávidos e liberar ovos fecundados, os quais eclodem em 

cerca de 9h após o fim do processo, rendendo populações consideravelmente sincronizadas, 

porém com diferenças de até 9h; 2) Sincronização por oviposição: Um grupo de hermafroditas 

grávidos é transferido para novas placas e deixado para botar ovos por 1h (ou mais, dependendo 

do tamanho da população desejada), rendendo uma população mais sincronizada, com 

diferenças de no máximo 1h entre cada indivíduo. 

O meio de manutenção de C. elegans é suplementado com 12,5μM (5μg/mL) de 

colesterol, enquanto nosso tratamento consiste na exposição da geração parental (P0) à 50μM 

(20μg/mL). A exposição começa quando os animais ainda são ovos e vai até o primeiro dia de 

vida adulta (D0), somando cerca de 70-73h. A geração P0, exposta aos altos níveis de colesterol, 
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em seu D0, é transferida por 1h para placas com níveis normais de colesterol afim de que 

deposite seus ovos nesta nova placa. A geração F1 que se origina deste processo terá sido apenas 

exposta intrauterinamente (tanto células somáticas quanto linhagem germinativa), portanto 

qualquer herança aqui observada é intergeracional. 

 

4.2.Screening de fenótipos herdados de maneira intergeracional 

A geração parental (P0) foi mantida nas diferentes condições até o dia 0 de vida adulta 

(pico da postura de ovos), quando então foi transferida por 1h para placas em condições normais 

(bactéria/colesterol normais). A quantidade de vermes transferidos foi modificada dependendo 

da quantidade de prole necessária para o ensaio de interesse, variando entre 30 e 50 indivíduos. 

Após esse tempo, o hermafrodita P0 foi descartado e a progênie (F1) se desenvolveu sob 

condições normais.  

 4.2.1. Mensuração de triglicerídeos 

500 animais adultos (D0) com cerca de 68h de vida foram recolhidos em tampão M9 

(KH2PO4 22 mM, Na2HPO4 42 mM, NaCl 86 mM, pH 6) e ultrasonicados em solução de lise 

própria para C. elegans (Tris 20mM pH 7,5, EDTA 50mM, NaCl 200mM, SDS 0,5%). Os tubos 

contendo o lisado foram centrifugados a 12000 RPM por 5min e o sobrenadante foi reservado. 

A quantificação de triglicerídeos se deu através de kit comercial (LabTest, Triglicérides 

Liquiform), sendo as amostras normalizadas por concentração proteica mensurada através de 

Bradford (Pierce Coomassie) (53). O experimento foi repetido 6 vezes com populações 

independentes. 

 

4.2.2. Tempo de vida 

Resumidamente, cerca 150 vermes sincronizados por oviposição foram transferidos 

para novas placas NGM contendo o inibidor de mitose FUdR (5- fluoro-2’-deoxiuridina) 

(50μg/mL) no primeiro dia de vida adulta (D0). O FUdR é empregado para que não haja prole, 

garantindo que apenas a população original permaneça na placa. As placas foram acrescidas de 

uma camada de E. coli OP50 na concentração de 5 x 1011. Os animais foram monitorados todos 

os dias até o último dia de suas vidas. O experimento foi repetido pelo menos 3 vezes com 

populações independentes e em períodos distintos.  
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4.3.3. “Brood size” 

 

 36 vermes dividido em três replicatas biológicas foram monitorados individualmente a 

cada 24h durante seu período fértil por um total de 4 dias. A cada 24h os hermafroditas foram 

retirados de suas placas e colocados em novas, permitindo que a progênie de um dia não fosse 

confundida com a de outros dias. As larvas foram contadas 48h depois da retirada do animal 

adulto da placa, permitindo contar somente a progênie viável. 

 

 4.2.4. Tempo de desenvolvimento 

Cerca de 100 vermes, sincronizados por oviposição, foram monitorados a partir da hora 

60 de suas vidas, a contar do momento da oviposição, por pelo menos 10h de hora em hora. 

Cada contagem consistiu em classificar os animais entre adultos e não-adultos. Isso se deu 

observando a presença clara de ovos distinguíveis dentro do útero dos animais. Após 12h de 

contagem os animais que não atingiram a fase adulta foram considerados como “censored” para 

efeitos de análise estatística. Cada experimento foi repetido no mínimo 3 vezes com populações 

independentes e em dias diferentes. 

 

4.3. Experimentos com RNAi 

Brevemente, E. coli HT115 (DE3) transformada com vetor L4440 vazio ou contendo 

dsRNA correspondente ao gene de interesse foi inoculada em meio LB adicionado de 

ampicilina (100μg/mL) e tetraciclina (12,5μg/mL). Após crescimento overnight, o meio foi 

concentrado para render 5 x 1011 células. 1mM do indutor de expressão IPTG (isopropil β-D-

1-tiogalactopiranosídeo) foi adicionado tanto ao meio NGM quanto diretamente no caldo de 

cultura concentrado. Essa metodologia de RNAi por ingestão segue o descrito por Kamath et 

al., 2001 (54). 

 

4.4. Aquisição e mensuração de imagens fluorescentes 

Os animais repórter para diferentes proteínas foram fotografados usando um Zeiss Axio 

Imager Z1 no Instituto Nacional de Ciência de Tecnologia em Fotônica Aplicada à Biologia 

Celular (INFABIC) da Unicamp. Levamisole 2,5mM foi utilizado para paralisar os animais 

numa superfície de agarose 2% coberta com lamínula. Os animais RT130 (pwIs23 [vit-2::GFP]) 

foram fotografados no primeiro dia de vida adulta (D0). Grupos de 7-10 animais foram 
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fotografados juntos e a média a fluorescência individual de todos foi plotada como um ponto, 

representando uma replicata experimental. Cerca de três replicatas experimentais foram 

mensuradas dentro de uma mesma replicata biológica (diferentes populações em diferentes 

dias). Três replicatas biológicas foram mensuradas. Os animais JR667 (wIs51 [scmp:GFP]) 

foram fotografados nas primeiras horas do estágio L4 (48h). O número de seam cells de um 

lado do corpo de cada animal foi contada individualmente para cerca de 50 animais por grupo. 

Os animais GR1428 (mir-84p::GFP) foram fotografados no primeiro dia de vida adulta (D0). 

Grupos de 7-10 animais foram fotografados em conjunto e a média da fluorescência individual 

de todos foi plotada como um ponto (replicata experimental) totalizando cerca de 50 indivíduos 

entre duas populações diferentes (cinco replicatas experimentais para cada uma das duas 

replicatas biológicas). A ferramenta “free hands” do software Fuji (ImageJ) foi utilizada para 

selecionais animais individuais, cuja medida da fluorescência era normalizada pela área. 

Enquanto pwIs23 (vit-2::GFP) teve a fluorescência do corpo inteiro mensurada, GR1428 (mir-

84p::GFP) foi mensurada apenas nas células da faringe e na porção final do intestino. 

 

4.5. Expressão gênica 

qRT-PCR foi empregado para avaliar a expressão gênica de certos alvos envolvidos no 

metabolismo lipídico, biogênese e função de miRNA. Brevemente, nós usamos um protocolo 

padrão de extração de RNA com Trizol. Após aferição da qualidade do RNA através dos 

quocientes 260/230 e 260/280 e de uma eletroforese em gel de agarose 1%, 0,5-1μg de RNA 

foi usado para sintetizar cDNA. Esse cDNA foi então acrescido de primers específicos para o 

gene de interesse e SYBR green. A expressão foi relativizada (2–∆∆Ct) em relação ao gene 

endógeno his-10. A lista de primers usados foi a seguinte: daf-12F – 

CCAGTCATCCACAGTCCACC; daf-12R – TCTGACGTCGTCGACTCTCT; din-1F – 

CAACTGTTGATCTTGCCGCC; din-1R – GCCAGATTTGCAAGGGAAGC; pash-1F – 

TGGTGGTCCTCCATTGATGC; pash-1R – ATTCCATTGGTTGAGGCGGT; dcr-1F – 

CATACTACGGGGCAGTCAGC; dcr-1R – CCAGTGCCTAGTTGGACGAT; vit-2F – 

TTGCTCCTCGTCTCTCTCGT; vit-2R – TCGAAGAGTTTCACCGCTC; vit-3F – 

CGATGAAAAGGAAACTGAGAACCA; vit-3R- CTCAGAGACTGGCTCGATGG; vit-6F – 

CGATGAGCCAACTGAGCAAG; vit-6R – GAGGCAGTAGACGGAGGTCTT; 
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4.6. Quantificação de miRNAs 

Animais sob as mesmas condições foram coletados em sequência, de modo a obter 

diversas populações sincronizadas em estágios larvais diferentes. RNA foi extraído seguindo 

um protocolo padrão empregando Trizol. A transcrição reversa foi feita usando o miScript II 

RT Kit (Qiagen), onde a síntese do cDNA foi conduzida usando o Buffer HiSpec e 500ng de 

RNA. A expressão dos miRNAs de interesse foi aferida por qPCR usando os primers 

correspondentes inclusos no kit. 

 

4.7. Análise estatística 

A análise do tempo de vida foram realizadas pelo teste Log-Rank (Mantel Cox). Cada 

replicata biológica compreendeu cerca de 150 indivíduos, sendo repetida três vezes em períodos 

distintos e não sobrepostos de tempo. 

A análise do tempo de desenvolvimento foi feita através do teste Log-Rank (Mantel 

Cox). Cada replicata biológica compreendeu cerca de 100 indivíduos, sendo repetida de 3-7 

vezes em períodos distintos e não sobrepostos de tempo, de acordo com cada caso. As tabelas 

aqui contidas mostram apenas o tempo de desenvolvimento médio de uma população (o tempo 

que 50% de uma população leva, em horas, para chegar ao estágio adulto) é obtido pela média 

de 3 ou mais replicatas biológicas. As comparações aqui feitas são, a menos que explicito o 

contrário, entre o mesmo fenótipo para diferentes tratamentos (colesterol). 

As análises da quantificação de triglicerídeos, brood size, expressão de repórter GFP e 

expressão gênica foram realizadas por uma One-Way ANOVA seguida de post hoc de Tukey. 

No caso do repórter vit-2p::vit-2::GFP Cada replicata biológica É importante notar que, no caso 

da expressão gênica e expressão de miRNAs, a análise estatística foi aferida plotando os valores 

aqui apresentados em gráficos de barras simples que incluíam os grupos = e +, assim como seus 

eventuais iguais expostos a RNAi, onde a análise One-Way Anova pode ser conduzida. A 

apresentação destes gráficos em um outro layout em nada modifica sua análise estatística, uma 

vez que as comparações feitas foram sempre entre grupos similares em diferentes condições de 

exposição ao colesterol.  

Para análise dos estágios larvais no tempo de desenvolvimento, uma Two-Way ANOVA 

foi empregada, seguida também de post hoc de Tukey.  

Replicata biológica aqui é usado para denotar diferentes populações (originadas de 

diferentes placas) em diferentes dias. Enquanto replicata experimental denota diferentes 

medidas da mesma população que foi separada para que se levasse em consideração a 

variabilidade do procedimento experimental em questão. 
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O software GraphPad Prism 8.0 foi utilizado para conduzir todas as análises, e para 

plotar os gráficos. * em todos os gráficos representa uma diferença estatística significativa, 

resultado de um p que é, pelo menos, <0.05. 

 

5. Resultados e discussão 

Inicialmente buscamos testar se altos níveis de colesterol adicionados à dieta de C. 

elegans desde o início de suas vidas poderia induzir algum fenótipo, fosse ele deletério ou não. 

De acordo com a literatura, alguns estudos já haviam utilizado maiores concentrações de 

colesterol (25µM) no meio de manutenção de C. elegans para induzir o acúmulo excessivo de 

ácidos graxos na forma de triacilglicerol (52,55). Aqui, com animais expostos à 50µM 

(20µg/mL) de colesterol no meio, além de verificarmos um maior acúmulo de triglicérides 

(Figura 1A), também observamos fenótipos como redução no tempo de vida (Figura 1B), 

aceleração no tempo de postura de ovos (P0) (Figura 1C) e aceleração no tempo de 

desenvolvimento (Figura 1D). Um estudo prévio já havia identificado que uma maior provisão 

de colesterol é capaz de aumentar a capacidade reprodutiva de C. elegans para além dos níveis 

basais do tipo selvagem, além de também verificar um maior acúmulo de triglicérides (56), 

porém este mesmo estudo não observou redução no tempo de vida dos animais. Essa diferença 

pode ser atribuída ao fato de que nosso estudo expôs os animais a partir de ovos, enquanto o 

estudo aqui mencionado o fez a partir do estágio larval L4. Além disso, a ideia de que o tempo 

de vida seria inversamente proporcional à taxa metabólica (aqui estendida para compreender 

um desenvolvimento acelerado) compreende uma teoria clássica do envelhecimento, conhecida 

como “rate of living” (57). Nesta mesma linha, o pleiotropismo antagônico sugere que genes 

benéficos à propagação da espécie seriam geralmente deletérios para o envelhecimento da 

mesma (58). Isso vai em encontro tanto ao desenvolvimento acelerado (1D) quanto à acelerada 

postura de ovos (1C).  

Estudos como o de Magner et. al., 2013 (56) iniciam uma exposição tardia ao colesterol 

(ou a qualquer outro agente químico) a partir de um estágio larval tardio para que se evitem 

observações provenientes de alterações devidas à interferência com o desenvolvimento dos 

animais, o que foi justamente observado aqui. Diversos estudos anteriores descreveram que a 

manutenção de níveis apropriados de colesterol na dieta de C. elegans são essenciais para que 

o desenvolvimento dos animais se dê de forma completa (59). No entanto, nenhum estudo em 

C. elegans havia ainda descrito qualquer tipo de herança intergeracional ligada à suplementação 

de colesterol na dieta  relativas a um dos fenótipos aqui descritos. Diferente de todos os outros 

fenótipos observados, o tempo de desenvolvimento acelerado se mostrou robusto e de fácil 
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aferição, o que nos fez utilizá-lo para o estudo dos mecanismos pelos quais tal herança estaria 

ocorrendo. 

 

Figura 1. A exposição a altos níveis de colesterol (50µM ou 20mg/mL) induz diferentes fenótipos em 

ambas P0 e F1. A) Níveis de triglicerídeos. Cinco replicatas biológicas (cinco populações crescidas e analisadas 

em momentos diferentes e não sobrepostos), cada uma contando com duas replicatas experimentais (duas medidas 

da mesma amostra) B) Tempo de vida. Três replicatas biológicas para cada uma das gerações, cada uma contando 

com uma replicata experimental (placa com vermes originados da mesma população). C) Postura de ovos por dia. 

Três replicatas biológicas, cada uma contando com 6 replicatas experimentais (seis vermes em seis diferentes 

placas, todos originados da mesma população). D) Tempo de desenvolvimento. Cinco replicatas biológicas para 

P0 e sete replicatas biológicas para F1, cada uma com uma replicata experimental (placa com vermes originados 

da mesma população). + indica animais expostos a maiores níveis de colesterol (P0) ou descendentes de pais que 

foram (F1). = indica animais criados em condições normais em todas as gerações. * indica diferença estatística 

evidenciada por um p<0.05, pelo menos. Linhas entre dois grupos indicam comparação estatística feita entre os 

mesmos. 

O primeiro passo foi identificar se a herança intergeracional que resulta em um 

desenvolvimento acelerado estaria ligada à um ou outro sexo na geração parental. A literatura 
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relata comumente a associação entre o sexo e a herança em questão (60) e enquanto a maioria 

dos estudos é focado em intervenções ou eventos associados à linhagem materna (61)(62)(63), 

mais recentemente a linhagem paternal também começou a ser explorada como um potencial 

contribuidor para a propagação de herança de caráter epigenético (64)(65). Portanto, para 

determinar se um ou outro sexo na geração parental poderia ser isoladamente responsável pela 

passagem e/ou aquisição da herança observada após à exposição ao colesterol, nós isolamos C. 

elegans machos GFP+ (myo-2p::myo-2::GFP) e os cruzamos com hermafroditas que tem a 

espermatogênese prejudicada em temperatura não-permissiva, ou seja, quando mantidos à 25°C 

ao invés de 20°C produzem apenas ovócitos viáveis, mas não espermatozoides. Desta forma, 

podemos aferir dentro de uma população quais animais F1 são provenientes do cruzamento do 

macho GFP+ com a hermafrodita, além de esperar por um grande número destes, uma vez que 

a reprodução normal da hermafrodita está prejudicada pelo seu crescimento em 25°C. A Figura 

2A mostra que a exposição da linhagem paterna não é suficiente para transmitir e/ou adquirir o 

fenótipo de tempo de desenvolvimento acelerado. Infelizmente, uma falha experimental deste 

teste é o fato de que os parâmetros usados para determinar a maturidade reprodutiva de C. 

elegans hermafrodita são os mesmos parâmetros por nós usados para classificar os animais 

como adultos no ensaio de desenvolvimento, criando assim uma impossibilidade de aferir o 

tempo de desenvolvimento de C. elegans machos de forma robusta sob microscopia 

convencional. Assim, não fomos capazes de verificar se a geração P0 paternal se desenvolve 

mais rapidamente, tal como a geração P0 composta apenas por hermafroditas, logo não 

podemos excluir a possibilidade de a herança intergeracional não ter sido transmitida devido ao 

fato de que esta nunca foi adquirida pelo mesmo. 

Tendo em vista que nossos resultados apontaram para a impossibilidade de a herança 

observada ser transmitida e/ou adquirida por C. elegans macho, o próximo passo foi aferir a 

participação do animal hermafrodita neste mesmo cenário de aquisição e transmissão de 

fenótipo de desenvolvimento acelerado. Neste contexto, aferir a expressão de vitelogeninas nos 

pareceu uma opção viável, pois além de ser produzida apenas por C. elegans hermafroditas 

(66), também toma parte no transporte de colesterol (além de lipídeos e aminoácidos em forma 

de proteínas) das células somáticas para a linhagem germinativa (17). Além disso, também é 

um potencial veículo para o transporte de moléculas que medeiam herança intergeracional, já 

que é passada diretamente da hermafrodita para a próxima geração e sua produção é controlada 

por diversas vias metabólicas responsivas a condições ambientais (24). De fato, observamos 

que ambas P0 e F1 possuem elevados níveis de expressão de vitelogenina a nível de proteína 

(Figura 2B e C) (aferida pelo reporter GFP traducional) e de mRNA (Figuras 2D). 



25 
 

Interessantemente, o mRNA de vit-2 está mais expresso apenas em F1, enquanto vit-3 e vit-6 

estão superexpressas em P0, porém o repórter traducional está regulado em ambas P0 e F1. Isso 

pode ser devido ao fato de que YP170B é codificado por ambos vit-1 e vit-2, porém não foi até 

relativamente recentemente que vit-1 foi descrito como um gene funcional (67), assim esse 

poderia ser o transcrito regulado em P0, não excluindo a possibilidade de também haver 

regulação do mesmo em F1. Dentre os 6 genes que codificam para os quatro polipeptídeos que 

compõem a vitelogenina de C. elegans (YP170A=vit-3,4,5, YP170B=vit-1,2 YP115/88=vit-6), 

nós escolhemos aferir a expressão daqueles que contribuem com o maior número de transcritos 

para cada polipetídeo. De fato, as maiores quantidades de vitelogenina que uma hermafrofita 

mais velha é capaz de fornecer aos seus ovos é fator causal para o desenvolvimento acelerado 

desta progênie tardia (23). Assim, nossas evidências apontam para um papel maior ou exclusivo 

da hermafrodita na aquisição e/ou passagem da herança que desencadeia um desenvolvimento 

acelerado da progênie, processo esse que parece estar ligado à sua capacidade de fazer 

vitelogênese e, especificamente aqui, se engajar em uma maior expressão de vitelogeninas, 

principalmente vit-2/YP170B. 
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Figura 2. O fenótipo não parece não ser transmitido por C. elegans macho, pois pode estar associado à 

expressão de vitelogenina. A) tempo de desenvolvimento em animais F1 provenientes de cruzamento entre machos 

expostos à colesterol e hermafroditas mantidas em condições normais. Três replicatas biológicas, cada uma 

contando com uma replicata experimental. B) Figura representativa do repórter traducional vit-2::GFP (pwIs23) 

(P0, 30ms de exposição). C) Mensuração dos níveis de vit-2::GFP. Três replicatas biológicas, cada uma contando 

com cerca de 15 vermes. D) Expressão relativa de mRNA de vit-2, vit-3 e vit-6. Cinco replicatas biológicas, cada 

uma contando com duas replicatas experimentais. + indica animais expostos a maiores níveis de colesterol (P0) 

ou descendentes de pais que foram crescidos em maiores níveis de colesterol (F1). = indica animais criados em 

condições normais em todas as gerações. * indica diferença estatística evidenciada por um p<0.05, pelo menos. 

Linhas entre dois grupos indicam comparação estatística feita entre os mesmos. 

Levando em consideração que observamos o envolvimento de vitelogeninas em um 

fenótipo herdável ligado a desenvolvimento, hipotetizamos que miRNAs poderiam estar, de 

alguma forma, envolvidos. Além de controlarem o desenvolvimento de C. elegans (68), 

membros da família let-7 de miRNAs (let-7-fam = let-7, mir-48, mir-84 e mir-241) são capazes 

de regular a vitelogênese no intestino (vit-2 e vit-3) a partir da hipoderme. Isso se dá através da 

ativação e repressão sequencial de genes na hipoderme pela ação repressiva de let-7 e lin-4, 

permitindo expressão de lin-29, o qual regula positivamente e de maneira não-autônoma o 

homólogo de mTOR (TORC2) no intestino, ativando a quinase SGK-1,  permitindo a 

localização nuclear do ativador transcricional das vitelogeninas, PQM-1 (27). Também é digno 

de nota o fato de que a família de miRNAs let-7 pode ser transcricionalmente regulada pelo 

receptor nuclear DAF-12 (42), que é responsivo a colesterol, uma vez que a síntese de seus 

ligantes depende da oferta deste (12). Finalmente, um outro estudo identificou que dsRNA 

exógeno pode ser transportado juntamente com o vitelo (yolk) a partir do intestino para os ovos 

(40), sendo o receptor SID-1 nos ovos responsável pela captação desse dsRNA em paralelo com 

o receptor de vitelogenina RME-2, o qual liga vitelogeninas. 

Assim, alimentamos os animais com RNAi para pash-1, o homólogo de DGCR8 e 

específico para a biossíntese de miRNAs, na geração P0 e F1. Observamos que o fenótipo de 

desenvolvimento acelerado não mais se manifestava (Figura 3A), sendo que o mesmo não é 

observado em F1 quando o RNAi é oferecido para a geração P0, indicando a não participação 

de miRNAs na passagem da herança de P0 para F1. Adicionalmente, nem siRNAs ou piRNAS 

são capazes de inibir o fenótipo de desenvolvimento acelerado de modo consistente e robusto, 

uma vez que alimentando os animais com RNAi para a argonauta rde-1 (específica para 

siRNAs) e prg-1 (específica para a síntese de piRNAs) em diferentes momentos entre diferentes 

gerações não inibe a aquisição ou passagem do fenótipo (dados não mostrados). De modo a 

confirmar que o nosso fenótipo estava ligado a regulação da expressão de miRNAs e/ou de seus 
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alvos, aferimos a quantidade de “seam cells” que animais de ambas as gerações P0 e F1 

possuíam em um determinado momento (L4). As seam cells de C. elegans formam duas bordas 

laterais no corpo de C. elegans e são importantes para a formação de cutículas específicas de 

cada estágio larval através da síntese de diversos colágenos (69). O número de seam cells é 

altamente regulado e específico de cada estágio larval, sendo que um animal L4 possui 16 e o 

adulto nenhuma, uma vez que no último elas se diferenciam terminalmente em células hyp7 ou 

neurônios e glia (70). A família let-7 de miRNAs regula a expressão de lin-41, hbl-1 e daf-12 

de modo a controlar o destino e tempo das seam cells (68,71,72), assim mutantes para qualquer 

um destes miRNAs possuem um número aberrante de seam cells em um determinado estágio, 

além de não atingirem a maturidade sexual em um tempo apropriado e/ou sincronizado com o 

resto da população, portanto um fenótipo heterocrônico (68). A Figura 3B mostra que ambas 

P0 e F1 possuem um número significativamente maior de seam cells nas primeiras horas do 

estágio larval L4 nos grupos expostos às maiores concentrações colesterol. Além disso, a 

passagem entre o estágio larval L2 e L3 se deu de forma mais acelerada nos grupos expostos às 

maiores concentrações de colesterol, efeito esse que foi perdido quando os animais foram 

alimentados com RNAi para pash-1 (Figura 3C).  Assim, estes dados apontam para um 

possível envolvimento da let-7-fam no nosso fenótipo, uma vez que os miRNAs mir-48, mir-

241 e mir-84 devem ser expressos ao final do estágio L2 para que haja a muda em tempo correto 

para L3, assim como para que haja uma maior expressão de let-7 no final do estágio L4, 

permitindo a muda final para o estágio adulto e um número correto de seam cells em um 

determinado momento (13,14). Portanto, no caso da Figura 3C, o bloqueio da biossíntese de 

miRNAs que deveria ser causado pelo RNAi contra pash-1 poderia interferir com a expressão 

destes miRNAs, de modo que a transição entre os estágios larvais L2 e L3 se dê de forma não-

acelerada. 

Além de observarmos indicações de uma regulação por parte de miRNAs no nosso 

fenótipo intergeracional de desenvolvimento acelerado, também aferimos a expressão da 

maquinaria envolvida com a síntese, tais como dcr-1 e pash-1, e a ação de miRNAs, no caso a 

argonauta alg-1 (Figura 3D), porém tal aumento de expressão no nível de mRNA se deu apenas 

da geração F1. Se a regulação positiva de miRNAs é necessária para o nosso fenótipo em ambas 

as gerações como acreditamos ser, a ausência de maior expressão da mesma em P0 poderia se 

dar por uma diferença temporal em sua regulação, pois aferimos os níveis de mRNA apenas em 

adultos, quando nossas evidências sugerem que o papel dessas moléculas poderia estar se dando 

tão cedo quanto no estágio L2. Como mencionado anteriormente, o receptor nuclear DAF-12 é 

capaz de ativar diretamente a expressão de let-7-fam, sendo que a translocação de DAF-12 para 
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o núcleo depende da ligação deste com ácidos dafacrônicos, cuja síntese depende de DAF-9 

(12), e de sua liberação do repressor DIN-1 (73). Embora não tenhamos observado diferença 

nos níveis de mRNA de daf-12 em P0 ou em F1, seu repressor din-1 e daf-9 estavam 

superexpressos em P0 (Figura 3E).  

 Desta forma, acreditamos que a maior expressão de din-1, assim como a maior 

expressão de daf-9 e consequentemente dos ligantes ácidos dafacrônicos de DAF-12, quando 

observados em conjunto com o restante dos nossos dados, sugere um feedback negativo em 

resposta à uma possível maior atividade do receptor nuclear de hormônio DAF-12. Finalmente, 

RNAi contra daf-12 é apenas capaz de inibir o fenótipo de desenvolvimento acelerado em P0, 

mas não em F1 quando administrado em P0 (Figura 3F). Isso sugere que enquanto a expressão 

do fenótipo, pelo menos em P0, é dependente de daf-12, a transmissão do mesmo para F1 é 

independente. Se nossa hipótese for correta e DAF-12 realmente for necessário para regular a 

expressão de let-7-fam e, ultimamente, o fenótipo observado, isso implicaria também em uma 

inibição do fenótipo quando o RNAi fosse aplicado em F1, porém este experimento não foi 

conduzido. Da mesma forma, se a maior expressão de din-1 e daf-9 forem resultados da ativação 

de DAF-12, isso requereria sua ativação de forma independente, talvez pela passagem de ácidos 

dafacrônicos através das proteínas do vitelo, dispensando DAF-9 em F1. 

Levando em conta o fato de que animais com pash-1 silenciado em P0 ainda expressam 

o fenótipo em F1 (Figura 3A) e que DAF-12, um regulador da expressão dos miRNAs let-7-

fam, é necessário para a expressão do fenótipo em P0 mas não para a passagem do mesmo para 

F1 (Figura 3F), o papel destes RNAs não codificantes parece ser necessário e/ou suficiente 

para a expressão do fenótipo em uma dada geração, mas o mesmo não pode ser dito para a 

transmissão do mesmo. De acordo, observamos que, dentre três mutantes duplos para let-7-fam, 

apenas um foi capaz de influenciar nosso fenótipo, mir-84/241, e este o fez fenocopiando o 

silenciamento de pash-1 (Figura 4A), mais uma vez não sendo capaz de inibir a transmissão 

do fenótipo e apenas sua aquisição/expressão. Quando consideramos o fato de que a expressão 

de mir-84 e mir-241 é temporalmente controlada para permitir a muda de L2 para e L3 e, 

sequencialmente, regular let-7 na muda final de L4 para o estágio adulto, decidimos mensurar 

os níveis desses dois miRNAs em tempos específicos desde o estágio larval L2 até o estágio 

adulto. A Figura 4B mostra que em ambas P0 e F1 há expressão diferencial entre o grupo 

exposto a altas concentrações de colesterol e o controle, sobretudo de mir-84 desde as primeiras 

horas do estágio larval L2, com discreto aumento de mir-241 algumas horas mais tarde, próximo 

à muda L2/L3. Esse aumento segue se acentuando até o último ponto aferido, no estágio larval 

L4, sendo que não parece haver diferença de tendência ou de valores absolutos entre as 
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diferentes gerações. Confirmamos os dados de expressão com um repórter GFP de mir-84, o 

qual teve expressão diferencial mais acentuada, onde é observável a maior expressão desse 

miRNA em ambas P0 e F1 expostas a maiores concentrações de colesterol (Figura 4C e D). 

Porém, a expressão deste repórter não foi capaz de fenocopiar a exposição às maiores 

concentrações de colesterol por si só, mesmo sendo um construto funcional [assim a inserção 

desta cópia extra no genoma (no mínimo uma cópia é inserida, o número é variável e aleatório) 

deveria constituir uma superexpressão funcional] (Figura 4A). Assim mir-84 parece ser 

necessário para a aquisição/expressão do fenótipo, mas não o suficiente para causá-lo, uma vez 

que a falta deste (em conjunto com mir-241) inibe a expressão do fenótipo, mas sua 

superexpressão não o recapitula. Esse resultado sugere que, epistaticamente, deve haver outro 

elemento à jusante dos miRNAs. 

 



30 
 

  
Figura 3. O fenótipo de desenvolvimento acelerado depende de miRNAs e pode estar associado à sua regulação 

transcricional. A) Tempo de desenvolvimento médio apresentado em horas. A comparação estatística foi 

conduzida entre o mesmo RNAi nas diferentes condições (= e +). A segunda célula da primeira coluna indica que 

o silenciamento se deu na mesma geração em que o ensaio de desenvolvimento foi conduzido. A quinta linha da 

primeira coluna indica que o silenciamento ocorreu em P0 e o ensaio em F1. Quatro replicatas biológicas para 

cada grupo, sendo cada uma composta por uma replicata experimental. B) Animais transgênicos para scmp::GFP 

(seam cells) (50ms de exposição). O número médio de seam cells de 50 animais por grupo está representado abaixo 

das imagens. Uma replicata biológica. C) Número de animais em diferentes estágios com 36h de idade. A 

comparação estatística foi feita dentro dos mesmos estágios larvais no mesmo RNAi entre as diferentes condições 

(= e +). Duas replicatas biológicas, sendo cada uma composta por uma replicata experimental. D) Expressão 

relativa de mRNA de pash-1, dcr-1 e alg-1. Cinco replicatas biológicas, sendo cada uma composta por 2 replicatas 

experimentais. E) Expressão relativa de mRNA de daf-12, din-1 e daf-9. Cinco replicatas biológicas, sendo cada 

uma composta por duas replicatas experimentais. F) Tempo de desenvolvimento médio apresentado em horas. 

Duas replicatas biológicas, sendo cada uma composta por uma replicata experimental. + indica animais expostos 
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a maiores níveis de colesterol (P0) ou descendentes de pais que foram (F1). = indica animais criados em condições 

normais em todas as gerações. * indica diferença estatística evidenciada por um p<0.05, pelo menos. Linhas entre 

dois grupos indicam comparação estatística feita entre os mesmos. 

 

Figura 4. A expressão de miRNAs é necessária, mas não suficiente para o fenótipo de desenvolvimento 

acelerado. A) Tempo de desenvolvimento médio apresentado em horas para nocautes mir-84/241 e vermes 

transgênicos vit-2::GFP. Quatro replicatas biológicas para mir84/241 e três para mir-84::GFP, cada uma composta 

por uma replicata experimental. B) Expressão relativa de mir-84 e mir-241 em animais P0 e F1 expostos às maiores 

concentrações de colesterol em diferentes estágios larvais. Quatro replicatas biológicas, cada uma composta de 

três replicatas experimentais. A comparação estatística se deu entre os grupos mostrados e seus respectivos 

controles individuais (mesmo miRNA em comparação com o grupo criado em condições normais =). Embora cada 

grupo controle seja diferente, aqui todos estão representados pela linha tracejada, já que a média aritmética de 

todas as replicatas é igual à 1. C) Imagem representativa do repórter traducional de mir-84::GFP (100ms de 

exposição). D) Mensuração dos níveis de expressão do repórter traducional mir-84::GFP em grupos de 7-10 

vermes entre 10 imagens obtidas a partir de duas replicatas biológicas no mesmo dia. + indica animais expostos a 

maiores níveis de colesterol (P0) ou descendentes de pais que foram (F1). = indica animais criados em condições 

normais em todas as gerações. * indica diferença estatística evidenciada por um p<0.05, pelo menos. Linhas entre 

dois grupos indicam comparação estatística feita entre os mesmos. 

Por outro lado, vit-2/YP170B poderia ser tanto um potencial efetor do fenótipo de 

desenvolvimento acelerado quanto de sua transmissão, uma vez que uma maior provisão desta 
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causa desenvolvimento acelerado na progênie de mães mais velhas e também por sua expressão 

ser controlada por diversos fatores ambientais, sendo passada diretamente à progênie (23,24). 

Assim, resolvemos silenciar vit-2 para definirmos se sua maior expressão em P0 e F1 é causal 

para o fenótipo de desenvolvimento acelerado e também definir se poderia estar envolvida com 

a herança do mesmo. A Figura 5A mostra que o silenciamento de vit-2 é capaz de suprimir o 

fenótipo em qualquer uma das condições, seja em P0, em F1 ou em F1 quando feito em P0. 

Ainda, a superexpressão de vit-2/YP170B no animal repórter traducional (o repórter transcreve 

uma cópia completa e funcional de YP170B endógena) fenocopia a exposição aos altos níveis 

de colesterol, ou seja, o grupo controle destes animais tem desenvolvimento acelerado. Assim, 

nossos resultados sugerem que vit-2/YP170B é necessária e suficiente para a expressão do 

fenótipo de desenvolvimento acelerado observado, além de ser necessária também para a 

herança do mesmo pela geração F1. 

Em busca de aferir se poderia haver alguma forma de conversa entre ambos os elementos 

até aqui identificados como necessários para a aquisição/expressão de fenótipo de 

desenvolvimento acelerado induzido por altas concentrações de colesterol, e considerando que 

miRNAs controlam diretamente a expressão de diversos alvos, silenciamos pash-1 e aferimos 

a expressão do mRNA de vit-2. A Figura 5B mostra que a superexpressão de vit-2 em F1 é 

perdida quando pash-1 é silenciado nessa mesma geração. Uma rápida análise de predição de 

alvos online (TargetScan Worm - http://www.targetscan.org/worm_52/) não identificou 

nenhum sítio de ligação para let-7-fam na região 3’UTR de vit-2. De forma geral, a maior força 

por trás da ligação de miRNAs com seus alvos é a região “seed” na porção inicial de suas 

sequências, porém a região 3’ também pode contribuir para a ligação diferencial de alguns 

miRNAs dentro da mesma família (74) e não costuma ser considerada por ferramentas de 

predição simples como a que empregamos. Assim, embora haja regulação da expressão de vit-

2/YP170B por miRNAs, esta poderia ser indireta ou se dar através de outros miRNAs que não 

let-7-fam. Por outro lado, o silenciamento de vit-2 em P0 e F1 não inibe a maior expressão de 

mir-84 no período próximo a muda L2/L3 e no animal L4 (Figura 5C). Finalmente, o 

silenciamento de pash-1 em F1 e P0 no animal repórter para vit-2/YP170B (superexpressão de 

vit-2) não é capaz de resgatar o fenótipo de desenvolvimento acelerado deste animal (Figura 

5D), sugerindo que mesmo com deficiência de miRNAs, a superexpressão de vit-2/YP170B é 

suficiente para gerar o fenótipo e sua herança. De modo geral, podemos concluir que miRNAs 

estariam à montante de vit-2/YP170B no caminho que leva à expressão e herança do fenótipo 

de desenvolvimento acelerado. 

http://www.targetscan.org/worm_52/
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Interessantemente, animais com superexpressão de vit-2 expostos a maiores níveis de 

colesterol não aceleram seu desenvolvimento (Figura 5A e 5D). Portanto, essa falta de efeito 

aditivo sugere que não há uma via paralela de ação para colesterol que não inclua vit-2/YP170B 

no tocante à indução do desenvolvimento acelerado, pois se este fosse o caso a exposição ao 

colesterol induziria desenvolvimento ainda mais acelerado. Soma-se a isso o fato de que não há 

diferença estatística entre o grupo controle e aquele onde pash-1 foi silenciado nos animais com 

superexpressão de vit-2/YP170B (Figura 5D). Embora a superexpressão de vit-2 seja o 

suficiente para a expressão do fenótipo de forma independente de miRNAs, sua maior expressão 

endógena quando da exposição aos maiores níveis de colesterol deve ser resultado de alguma 

regulação ligada a miRNAs, já que o knockdown de pash-1 e mir-84/241 abolem o fenótipo 

(Figura 3A e 4A). É necessário notar que para nossa hipótese ser verdadeira, outros fatores, 

possivelmente miRNAs, deveriam se somar à mir-84 para regular positivamente vit-2, visto que 

somente a superexpressão do primeiro não leva ao fenótipo de desenvolvimento acelerado 

(Figura 4A). Infelizmente não tivemos acesso à outros transgenes, como por exemplo mir-

241::GFP, para verificar se a superexpressão um ou mais miRNAs sozinhos ou em conjunto 

poderiam fenocopiar o desenvolvimento acelerado e a superexpressão de vit-2/YP170B. 

 Infelizmente não conseguimos aferir se a superexpressão de vit-2 resgata o fenótipo dos 

animais mutantes para mir-84/241 a cimentar a posição à montante do primeiro em relação ao 

último, pois o transgene (pwIs23) está inserido no mesmo cromossomo em que a mutação 

(n4315;n4017) se localiza (cruzamentos que se baseiam em crossing-over demandam tempo 

que, devido às circunstâncias atuais, não dispusemos). No mesmo sentido, também não 

conseguimos fenocopiar o desenvolvimento acelerado apenas superexpressando mir-84, sendo 

que temos no mir-241 o candidato mais plausível a ser testado, porém no momento não 

dispomos deste transgene no laboratório. Adicionalmente, o papel de DAF-12 em F1 deve ser 

averiguado, pois se confirmado, apontaria para um papel desse elemento responsivo a colesterol 

na expressão do fenótipo em F1 e reforçaria seu papel como o regulador da expressão de let-7-

fam no nosso fenótipo. Por outro lado, uma negativa sugeriria que o mesmo fenótipo poderia 

ser expresso de formas diferentes nas duas gerações, onde let-7-fam poderia ser regulado por 

diferentes elementos entre as gerações. Portanto, no presente momento nossos dados podem 

apenas sugerir que miRNAs, tais como mir-84 e possivelmente outros let-7-fam, estão à 

montante de vit-2 para induzir o fenótipo observado, o que vai em encontro ao fato de que let-

7 na hipoderme é capaz de controlar a vitelogênese (majoritariamente vit-3/YP170A, mas 

alguns experimentos também foram conduzidos com o repórter de vit-2) no intestino por meio 

de um mecanismo que envolve TORC2, SGK-1 e PQM-1 (27). Finalmente, o único elemento 
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capaz de influenciar a herança do fenótipo parece ser vit-2/YP170B, porém a forma como este 

o faz ainda não pôde ser discriminado pelos nossos dados. 

 

Figura 5. miRNAs parecem estar upstream do efetor do fenótipo de desenvolvimento acelerado, vit-

2/YP170B. A) Tempo de desenvolvimento médio apresentado em horas para vermes WT em RNAi para vit-2 e 

transgênicos vit-2::GFP. Três replicatas biológicas para vit-2 e duas para vit-2::GFP, sendo cada uma composta de 

uma replicata experimental. No caso de vit-2::GFP, além da comparação do grupo + com =, há também a 

comparação entre WT e transgênico no grupo não exposto às maiores concentrações de colesterol. B) Expressão 

relativa do mRNA de vit-2 em F1 em animais onde pash-1 foi silenciado nesta mesma geração. Quatro replicatas 

biológicas, sendo cada uma composta de 2 replicatas experimentais. A comparação estatística foi feita entre os 

grupos + e – dentro de um mesmo RNAi. C) Expressão de mir-84 em animais onde vit-2 foi silenciado em P0 e 

F1 e medido nestas mesmas gerações em dois momentos distintos: na transição L2/L3 e em L4. Quatro replicatas 

biológicas, onde cada uma é composta por duas replicatas experimentais. As comparações estatísticas foram feitas 

dentro mesmo RNAi entre os grupos = e +. D) Tempo de desenvolvimento médio apresentado em horas para 

vermes WT e vit-2::GFP onde pash-1 foi silenciado em P0 e F1 e o ensaio de desenvolvimento foi conduzido 

nestas mesmas gerações. Três replicatas biológicas, onde cada uma é composta por uma replicata experimental. + 

indica animais expostos a maiores níveis de colesterol (P0) ou descendentes de pais que foram (F1). = indica 

animais criados em condições normais em todas as gerações. * indica diferença estatística evidenciada por um 

p<0.05, pelo menos. Linhas entre dois grupos indicam comparação estatística feita entre os mesmos. 
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Deste modo, nós sugerimos que o elemento decisivo para a herança poderia ser o próprio 

colesterol ou algum derivado, como os ácidos dafacrônicos, herdados de P0 para F1 dentro do 

vitelo. Embora o colesterol dentro desse complexo componha a menor porção de seus 

constituintes (<1%) (16), a sua capacidade de gerar ligantes para DAF-12, um ativador 

transcricional de let-7-fam, faz com que essa hipótese seja factível, uma vez que observamos 

superexpressão de daf-9 e din-1 em P0. O fato destes genes não estarem superexpressos em F1 

(e de não termos testado a importância de DAF-12 em F1 quando silenciado nesta mesma 

geração) não nos permite fazer qualquer afirmação, mas apenas sugerir este mecanismo. 

Alternativamente, outros componentes não derivados do colesterol no vitelo também poderiam 

estar diferencialmente mobilizados em F1, como por exemplo triacilgliceróis, os quais 

constituem cerca de 25% do complexo vitelo (16) e estão presentes em maiores quantidades em 

ambas P0 e F1 segundo nossos dados. Ambos ácidos linoleico e esteárico podem encurtar o 

tempo de vida de C. elegans e modificar o tamanho do corpo dos nematoides (75). Além disso, 

ácidos graxos poli-insaturados ômega-6 controlam o acúmulo de vitelo no pseudoceloma de C. 

elegans (76). Porém, para a nossa hipótese se confirmar, a ausência de vit-2 no vitelo não 

poderia comprometer sua capacidade de transportar a molécula mediadora da herança (seja ela 

colesterol, ácidos graxos ou qualquer outra), pois nossos resultados mostram que o knockdown 

de vit-2 em F1 não inibe pelo menos os primeiros passos que levam ao nosso fenótipo, no caso 

a superexpressão de mir-84 (e potencialmente de outros miRNAs) (Figura 5C), sugestivo de 

que mesmo sem vit-2 o elemento mediador da herança foi passado. O fato de o knockdown de 

vit-2 abolir o fenótipo independente da superexpressão de mir-84 reforça a posição à jusante do 

primeiro em relação ao último. 
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6. Conclusões e Hipótese Atual 

Em resumo, nosso trabalho concluiu que: 

- Colesterol induz diversos fenótipos que podem ser herdados por pelo menos uma 

geração; 

- O fenótipo de desenvolvimento acelerado parece ser devido à produção aumentada de 

proteínas do vitelo, sobretudo vit-2/YP170B; 

- A maior expressão de vit-2/YP170B é regulada, provavelmente de forma indireta, por 

um ou mais membros da família let-7 de miRNAs; 

- Desta forma, ambos vit-2 e mir-84/mir-241 desempenham papéis fundamentais na 

expressão do fenótipo de desenvolvimento acelerado, sendo que o primeiro também é requerido 

para sua herança. 

De forma mais específica, nosso trabalho identificou um fenótipo de desenvolvimento 

acelerado induzido por altas concentrações de colesterol que pode ser herdado de maneira 

intergeracional. Nossos dados apontaram que a expressão do fenótipo em ambas as gerações 

P0 e F1 depende, finalmente, de uma maior expressão de vitelogenina, sobretudo de vit-

2/YP170B, com papéis não explorados para vit-3/YP170A e vit-6/YP88 e YP115 em P0. Nós 

hipotetizamos que a expressão de miRNAs (e aqui estudamos principalmente mir-84) é capaz 

de regular positivamente a expressão de vit-2/YP170B, provavelmente de forma indireta por 

mecanismos aqui não explorados, mas já sugeridos na literatura. Além disso, a forma com que 

esse fenótipo é herdado para a geração F1 parece também ser dependente de vit-2/YP170B, mas 

não da expressão de miRNAs no momento da exposição ao colesterol. Isso sugere que, embora 

seja necessária a maior expressão de mir-84 e/ou um grupo de miRNAs para que haja 

superexpressão de vit-2/YP170 em uma dada geração, a passagem desses miRNAs de uma 

geração para outra não parece ser importante para a propagação do fenótipo. 

Alternativamente, nós sugerimos que algum elemento herdado dentro do complexo de 

vitelo poderia ser o responsável por iniciar a expressão em F1 do mesmo fenótipo iniciado em 

P0 por colesterol. Nossos dados sugerem, ainda que de maneira discreta, que esse elemento 

poderia ser o próprio colesterol ou algum derivado, pois o mesmo é capaz de regular elementos 

que diretamente influenciariam na expressão de miRNAs, como DAF-12. Um resumo da nossa 

hipótese atual é mostrado na Figura 6. 
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Figura 6. Hipótese atual que atribuí um papel de efetor e transmissor da herança à vit-2/YP170B e a 

miRNAs membros da let-7-fam o papel de reguladores da expressão desta vitelogenina. Sugerimos que maiores 

quantidades de colesterol ou derivados são incorporados no vitelo, que é passado e reinicia a resposta que leva ao 

desenvolvimento acelerado em F1. 

 

7. Perspectivas futuras 

 

Nos resta elucidar qual ou quais elemento(s) estariam sendo diretamente transmitidos e 

iniciando o programa que leva ao desenvolvimento acelerado em F1, além de determinar qual 

ou quais miRNAs podem efetivamente reproduzir o fenótipo de desenvolvimento acelerado por 

si só(s) através da regulação positiva de vit-2/YP170B. Adicionalmente, o laço que DAF-12 

constituí entre o colesterol e a maior expressão de miRNAs precisa ser estreitado com 

experimentos que demonstrem sua importância em F1 e a tentativa de reproduzir nossos 

achados com ligantes de DAF-12 adicionados à dieta. 
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ANEXOS 

1) A declaração de que o trabalho não versou sobre pesquisa envolvendo seres 

humanos, animais, patrimônio genético ou temas afetos a biossegurança. 
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2)   Declaração de que a dissertação ou tese não infringe os dispositivos da lei nº 9610/98, nem 

o direito autoral de qualquer editora. 
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