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RESUMO

O colesterol é essencial para diversos processos fisiologicos, principalmente por sua
funcdo estrutural e como precursor de uma ampla gama de sinalizadores enddcrinos. No
entanto, o consumo excessivo de uma dieta ocidental, a qual é rica em colesterol, pode levar a
obesidade diferentes dislipidemias, o que resulta em um risco elevado para doencas metabdlicas
e cardiovasculares. Além disso, hd um crescente montante de evidéncias sugerindo que pais
com distirbios metabdlicos, incluindo aqueles que envolvem um excesso de colesterol, podem
gerar descendentes com alteragdes provenientes de tais doencas, mesmo que estes nunca
tenham tido contato com os fatores causais destas. Tal possibilidade é preocupante, pois
propiciaria a perpetracdo de efeitos possivelmente deletérios por geracOes através de
mecanismos epigenéticos. Visto que a pesquisa bdsica nessa drea pode ser limitada pelo custo
e tempo envolvidos com o uso de mamiferos e seus longos tempos de geracdo, o nematoide C.
elegans surge como uma alternativa vidvel. Esse invertebrado nao sintetiza colesterol e por isso
seus niveis podem ser controlados essencialmente pela oferta dietética. Além disso, possui
ortologia suficiente com mamiferos para que se formulem hipdteses por vezes extrapoldveis
para organismos mais complexos. Ainda, pelo curto tempo de vida e geracao, C. elegans sdo
ideais para a conducao de estudos que envolvam varias geragdes. Aqui nés mostramos que C.
elegans expostos a uma concentracao alta de colesterol (50 uM; 20 ug/mL) em PO apresentam
diversos fenotipos alterados e herddveis pela geracdo F1. O fenétipo de desenvolvimento
acelerado € devido a maior expressdo de vitelogenina, sobretudo de vit-2/YP170B. Nossos
dados sugerem que miRNAs regulam positivamente a expressdo de vit-2 em PO e F1, o que é
suficiente para fenocopiar a exposicdo aos altos niveis de colesterol. Nds sugerimos que
miRNAs da familia dos let-7 (let-7-fam) regulam a expressdo de vit-2/YP170B, provavelmente
de forma indireta, ocasionando uma maior oferta de vitelo para a progénie, onde possivelmente
algum elemento carregado por este complexo reinicia o ciclo de expressdo do mesmo fenétipo,
incluindo expressdao de miRNAs let-7-fam e vit-2/YP170B. Nossos resultados apontam para
uma relacdo ainda ndo demonstrada entre uma maior oferta de colesterol e a regulacdo da

expressao de vitelogénese 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 uM; 20 pg/mL) in PO 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 viz-2/YP170B. Our data suggest
that miRNAs positively regulate vir-2/YP170B expression in PO 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. Introducio

1.1.Doencas associadas a dieta rica em colesterol

O colesterol (dodecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-ol) é essencial para uma grande
variedade de processos celulares, incluindo sinalizacdo hormonal e metabolismo de 4cidos
graxos, além de participar da composi¢do das membranas bioldgicas, sendo que a desregulacao
de seu metabolismo pode ter sérias implicacdes no desenvolvimento embriondrio e na etiologia
de doencas (1,2). A importancia desse esterol vem da sua necessidade na producdo de uma
ampla gama de sinalizadores enddcrinos lipofilicos, além do neurotransmissor serotonina e da
vitamina D, todos essenciais na fisiologia animal, incluindo a humana (3).

A dieta hiperlipidica é fator de risco para diversas doencas, tais como diabetes, doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas, além de uma série de dislipidemias, reduzindo a
expectativa de vida de humanos e também de diferentes modelos experimentais (1,4). Nao por
acaso, parte dessas patologias também estdo associadas ao envelhecimento. Sabe-se que parte
dos efeitos benéficos da restricao caldrica, intervencao que estende a longevidade de diversos
organismos, estd ligada a diminui¢do da massa adiposa em roedores (5). Nesse contexto, um
importante papel também pode ser atribuido ao colesterol, pois este estd geralmente em excesso
na dieta hiperlipidica ocidental e tem seus niveis séricos correlacionados a mortalidade causada
por doencas como a aterosclerose (6). Niveis séricos elevados de colesterol figuram como
fatores de risco para doencas neurodegenerativas e diabetes (1).

Uma vez que o colesterol e sua homeostase parecem desempenhar papel na génese de
doencas metabdlicas e dislipidémicas, o entendimento dos mecanismos pelos quais esse esterol
influencia na patogénese dessas doencas € de especial interesse, pois a prevaléncia das mesmas
tem aumentado rapidamente e ainda ndo ha estratégias farmacolégicas destacadamente
eficientes para conter esse crescimento (7). Porém, a pesquisa basica acerca do tema pode ser
limitada pelo custo e tempo envolvidos no uso de modelos mamiferos ou pelo desenvolvimento
de linhagens celulares adequadas. Nesse contexto, o nematoide C. elegans pode ser uma
alternativa vidvel, uma vez que possui um intrincado, mas razoavelmente conservado e bem
descrito metabolismo de dcidos graxos e esterdis (8), além de ser um animal de ciclo de vida

curto e de facil manipulagdo genética.
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1.2.Colesterol e vitelo em C. elegans

C. elegans ndo é capaz de realizar a sintese de novo de colesterol, sendo auxotréfico
para tal nutriente, o que permite um controle mais fino de dose-resposta. Assim, deve haver
suplementa¢do do meio de manutencao (Nematode Growth Media — NGM) com colesterol para
que o nematoide se desenvolva normalmente (8). Em relacdo ao armazenamento de gordura, C.
elegans ndo possui tecido adiposo, reservando a maior parte dos seus dcidos graxos
(prevalentemente em forma de triglicerideos) no intestino em estruturas intracelulares

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

Hormonios derivados do colesterol, tais como os acidos A4 e A7-dafacronico sdo
capazes de interagir com receptores nucleares de horménio (NHR), como o DAF-12 (homélogo
do receptor de vitamina D de vertebrados), sendo este o mais bem estudado entre os 248
receptores do tipo em C. elegans (11). Os acidos A4 e A7-dafacrdonico sdo gerados a partir do
colesterol em uma reacdo de dois e trés passos, respectivamente, tendo em comum o passo
catalisado por DAF-9/CYP27A1, uma subunidade catalitica de um complexo enzimatico do
tipo citocromo (12). DAF-12 € reprimido por DIN-1 em situacdes de escassez de comida ou
superpopulacdo, impedindo o crescimento de C. elegans e ocasionando sua entrada no estado
metabolicamente quiescente conhecido como dauer. Na presenga dos seus ligantes, DAF-12 se
transloca para o nicleo e regula diretamente a expressdo da familia let-7 de miRNAs (let-7-
fam), promovendo a progressao entre os estagios larvais até o animal adulto através da inibi¢ao
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 lipideos de gotas lipidicas durante a biogénese do complexo de vitelo
no intestino (15). O vitelo € transportado para o espaco pseudocelomico (cavidade corporal dos
nematoides) na forma de um complexo que inclui 15% de lipideos e colesterol [fosfolipideos
(53%), triacil (27%) e diacilglicerideos (3%), dcidos graxos livres (16%) e colesterol (<1%)]
(16) e complexos proteicos formados por vitelogeninas. A partir do espaco pseudocelomico o
complexo passa através da lamina basal da gonada por meio de uma bainha de poros na gonada
somdtica, antes de sua captacio por odcitos em processo de maturacio através de endocitose
mediada pelo receptor RME-2 (17,18). Além de servir como a principal fonte de nutrientes
(aminodcidos) para a progénie, as vitelogeninas no vitelo sdo importantes também para a
ovulacdo e fertilizagdo dos embrides, mas ndo indispensdveis para a fecundidade e a
embriogénese dos animais, ao contrdrio do que se assumiu por muito tempo (19)(18)(20).

Alternativamente, o vitelo parece ser mais relevante para o desenvolvimento e sobrevivéncia
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da progénie no periodo pds-embriogénico. Além de quantidades considerdveis de vitelo no
corpo da larva apds eclosdao (21), mutantes deficientes em diferentes passos da sintese e
captacdo de vitelo tém niveis diminuidos de sobrevivéncia frente a restricao alimentar (20,22).
Interessantemente, hermafroditas mais velhas produzem ovos com mais vitelogenina e larvas
maiores e de desenvolvimento mais acelerado (23). Assim, uma grande provisdo de vitelo para
a progénie poderia garantir a sobrevivéncia em ambientes onde a comida € escassa, assim como
também permitir que, na situac@o oposta, o animal tenha condi¢ao de chegar a fase adulta mais
cedo e prover os nutrientes necessarios para a sua progénie, oferecendo uma vantagem que pode
ser crucial caso um periodo de escassez futura ocorra (24).

Além de sofrer regulacdo por diversas vias que respondem as condi¢des ambientais,
como a via da insulina/IGF-1 (25), TGF-B (26) e TOR (27), a vitelogénese também pode ser
regulada de forma nao-autdbnoma por miRNAs na hipoderme. Foi demonstrado que isso se da
através da ativacdo e repressio sequencial de genes na hipoderme pela acao repressiva de let-7
e lin-4, o que permite a expressao de /in-29, um fator de transcri¢do, entre o estigio larval L4 e
a fase adulta. lin-29, por sua vez, regula positivamente e de maneira ndo-autdnoma a expressao
de let-363 no intestino, 0 homdélogo de mTOR (TORC?2), ativando a kinase SGK-1, permitindo
a localizac¢do nuclear do ativador transcricional das vitelogeninas, PQM-1 (27). Isso demonstra
um importante meio pelo qual as vitelogeninas podem ter sua expressao regulada por elementos

como os miRNAs.

1.3. Efeitos trans e intergeracionais induzidos por dieta

Desde que August Weissman prop0s o conceito da separacao da linhagem germinativa
e somdtica, foi considerado que a linhagem germinativa e consequentemente 0S tracos
fenotipicos dos descendentes de um individuo estariam livres da influéncia de tecidos somdticos
e, dessa forma, do ambiente. Nas décadas recentes esse conceito foi desafiado, com um foco
em mecanismos epigenéticos de heranga, tais como metilacdo do DNA, modificacdes de
cromatina e pequenos RNAs ndo codificantes (24,28). Quando lidamos com efeitos
epigenéticos transmitidos de uma geragdo para outras, € importante que se faca a distin¢ao entre
heranca intergeracional e transgeracional. Efeitos intergeracionais ocorrem quando a exposi¢ao
ambiental materna (P0O) tem efeitos diretos sobre as células do feto (F1) em desenvolvimento
(incluindo a linhagem germinativa, a qual dard origem a F2). Na linhagem paterna, a exposicao
ambiental do pai pode ter efeitos diretos nas células que formardo a F1, mas ndo na linhagem

germinativa de F1 que formard F2. Portanto, um efeito transgeracional real € apenas
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demonstrado quando o efeito da exposicao € transmitido até F2, no caso da linhagem paterna,
ou F3, no caso da linhagem materna (quando a exposi¢do ambiental se d4 durante a gravidez).

H4 uma crescente linha de evidéncia sugerindo que fendmenos epigenéticos (metilacao
de DNA, modificacio de histonas e expressio de pequenos RNAs ndo-codificadores
funcionais) podem estar associados aos fenétipos causados pela dieta ocidental, tais como o
aumento da massa adiposa e dos marcadores inflamatérios (29). Enquanto ainda ndo € possivel
afirmar se as modificacdes epigenéticas encontradas em doengas metabdlicas sdo causas ou
consequéncias das mesmas (30,31), porém surge outra questdo: poderiam mecanisSmos
epigenéticos perpetuar fendtipos relacionados a dieta de maneira transgeracional? Fullston e
colaboradores demonstraram que a dieta hiperlipidica na geracdo parental de ratos parece
influenciar a fome e o risco para sindrome metabdlica e diabetes tipo 2 nas duas geracdes
seguintes (32), um efeito intergeracional (F1) e transgeracional (F2). Além disso, o mesmo
grupo demonstrou que a saude reprodutiva dos filhotes de pais obesos também parece ser
comprometida (33). Os pesquisadores atribuiram isso a um perfil diferencialmente expresso de
pequenos RNAs nos testiculos dos pais. Similarmente, Barres e colaboradores associaram o
efeito de uma dieta rica em gordura em ratos machos da geracdo parental com a resisténcia a
insulina nas fémeas da geracgao filial (34), portanto um efeito intergeracional. Isso foi atribuido
a expressao do miRNA [et-7¢ em tecidos metabdlicos.

Assim, dentre os diferentes mecanismos epigenéticos que podem estar envolvidos em
heranca tanto intergeracional quanto transgeracional, os pequenos RNAs ndo-codificadores
parecem ser bons candidatos. Os microRNAs (miRNAs) sdo importantes reguladores do
transcriptoma por exercerem um controle mais preciso e direcionado sobre a transcri¢io e a
traducdo dos mRNAs (35). Dessa forma, sdo indispensdveis para a manutengdo, sobrevivéncia
e identidade celular. Os miRNAs sdo reguladores negativos da tradugdo e da estabilidade de
mRNAs. Se originam de longos produtos de transcri¢gdo que contém uma estrutura em grampo
(hairpin). Para que miRNAs maduros sejam produzidos e assim cumpram sua fun¢do como
reguladores génicos, € indispensédvel o processamento pela enzima Dicer (endoribonuclease do
tipo III) (36). A fita simples originada deste processo interfere com a expressdo de mRNAs
parcialmente complementares, servindo como guia para o complexo de silenciamento RISC,
onde estdo primariamente associados a proteinas do tipo Argonauta. Dicer atua tanto para
produzir miRNAs quanto siRNAs (small interfering RNAs). Os siRNAs, assim como 0s
miRNAs, também se associam a proteinas do tipo Argonauta, porém siRNAs possuem maior
complementaridade e, portanto, sdo especificos para um alvo, enquanto miRNAs geralmente

podem regular a expressdo de diversos alvos, além de diferencas em suas estruturas originais,
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pois siRNAs ndo 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 IncRNA), tem entre 24-30nt e estdo
associados a subfamilia Piwi de argonautas, estando presentes sobretudo na linhagem
germinativa, onde parecem ser importantes para a sobrevivéncia e manutencio desta (37). E
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 geragdo F1 através do canal SID-1, caracterizando a possibilidade de heranca intergeracional
de RNA pequeno nesse organismo (40).

Como mencionado anteriormente, em C. elegans o receptor hormonal nuclear
responsivo a derivados do colesterol DAF-12 € capaz de regular a expressio de dois
microRNAs importantes na regulacdo 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 ja foram associados aos efeitos de uma série de condi¢des/regimes metabdlicos
e doengas relacionadas, tais como a restri¢cdo caldrica, dieta hiperlipidica, diabetes do tipo II,
sindrome metabdlica e outras (43—45). De fato, nosso grupo demonstrou que a perda parcial ou
total de sintese de miRNAs, particularmente no tecido adiposo, leva a uma reducao do tempo
de vida e a complicacdes relacionadas com a dieta hiperlipidica, tais como a resisténcia a
insulina e dislipidemias (46).

Alteracdes epigenéticas, tais como a expressio de RNAs ndo-codificadores, estdo
presentes em doengas metabdlicas relacionadas a dieta hiperlipidica, como por exemplo a
diabetes do tipo II, onde o locus MEG3-DLKI1 € hipermetilado, causando queda na expressao
de alguns miRNAs nas células beta do pancreas (43). Além disso, Dumortier e colaboradores
estudaram o papel do microRNA-375 na heranca intergeracional (F2) herdada de ratas
alimentadas com baixos niveis de proteina. Uma aumentada expressdao de miR-375 nas maes e
filhotes estava correlacionada com massa anormal das ilhotas pancreéticas e menor secreciao de
insulina (44).

Estes fendmenos epigenéticos parecem estar tdo ligados a heranca inter e
transgeracional que podem inclusive explicar a heranca induzida por uma ampla gama de
fatores ambientais além da dieta, tais como exposicdo a metais pesados, agroquimicos,
psicoestimulantes e toxinas que induzem o acumulo lipidico (fatores obesogénicos) (47,48).
Ainda, Gapp e colaboradores mostraram que estresse traumdtico nos primeiros meses de vida

de ratos pode induzir alteracdes comportamentais e bioquimicas na progénie e que esse efeito
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estd ligado a funcdo epigenética de miRNAs especificos (49). Além disso, Rechavi e
colaboradores observaram como C. elegans é capaz de herdar transgeracionalmente defesa
baseada em RNAIi contra um virus (Flock House Virus) pela expressao de viRNAs (virus
derived RNAs) (50). O mesmo grupo identificou também que siRNAs podem mediar a heranca
transgeracional que resulta em entrada no estdgio quiescente de dauer depois de caréncia
alimentar (51).

Interessantemente, um modelo de obesidade e dislipidemia pode ser gerado em C.
elegans pela adi¢do de altas concentracdes de colesterol no meio, o que leva ao aumento no
acimulo de triglicerideos e diminui¢do na resisténcia ao estresse oxidativo — uma marca de
vulnerabilidade (52). Por ter o corpo totalmente transparente, o acimulo lipidico em C. elegans
pode ser facilmente visualizado in vivo com o auxilio de marcadores. Ainda, estudos que
envolvam mais de uma geragdao podem ser facilmente conduzidos em C. elegans devido ao seu
curto tempo de reprodugdo. Além disso, nocautes do tipo delecao e a técnica de RNAi
possibilitam a interferéncia em vias conhecidas e envolvidas com a sinalizag@o de colesterol (e
seus derivados) e no controle do metabolismo lipidico, além de vias importantes para a fungao

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

2. Hipétese inicial

Durante minha iniciacdo cientifica observei que a suplementacio com uma
concentragdo alta de colesterol (50uM/20ug/mL) em meio NGM (grupo OP50+) reduz o tempo
de vida do nematoide C. elegans quando comparado ao grupo controle (OP50, concentra¢do
padrdao de 12,5uM/5ug/mL de colesterol). Esse efeito é observado na geracdo parental PO e
filial F1 (Figura 1B). O fato de haver alteracio no tempo de vida mesmo na auséncia da
suplementagdo de colesterol, como é o caso na geracdo FI1, sugere heranca intergeracional.
Altos niveis de colesterol ainda ndo foram descritos por seus efeitos sobre a longevidade de C.
elegans, demonstrando que a homeostase de esterdis nesse nematoide pode promover profundas
mudancas em sua fisiologia, mudancas estas que parecem ser herdadas de maneira
intergeracional. Portanto, é importante que haja uma melhor compreensdo tanto dos
mecanismos pelos quais C. elegans tem sua fisiologia alterada por este esterol, quanto da
maneira pela qual essas alteracdes sdo herdadas, uma vez que esse fendmeno perpetraria os
efeitos deletérios da dieta rica em colesterol e poderia servir como base para propormos efeitos

semelhantes em organismos mais complexos, como os mamiferos. Para tal fim, hipotetizamos
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que os altos niveis de colesterol introduzidos na dieta de C. elegans em uma geracido poderiam
alterar a fisiologia da préxima geracao por meio de mecanismos ainda ndo conhecidos e, uma
vez que elementos diretamente responsivos a derivados de colesterol regulam a expressao de
miRNAs que controlam o desenvolvimento de C. elegans, nos propomos a estudar a relacado

entre oS mesmos.

3. Objetivos

3.1.0bjetivos gerais:
- Procurar por fenétipos herddveis e suficientemente robustos decorrentes da
exposicao aos altos niveis de colesterol;
- Caracterizar a origem de pelo menos um fenétipo encontrado;

- Caracterizar a heranga de pelo menos um fenétipo encontrado;

3.2.0bjetivos especificos:
- Caracterizar pelo menos um fené6tipo encontrado em relacio a sua dependéncia de:
Moléculas reguladas pelo ambiente com potencial herdavel: RN As pequenos niao
codificantes e proteinas do vitelo (vitelogeninas);
Definir as relagdes epistéticas entre os alvos encontrados;
- Caracterizar a heranga de pelo menos um fenétipo encontrado em relagdo a sua
dependéncia de:
Sexo da geracdo paterna;
Moléculas reguladas pelo ambiente com potencial herddvel: RN As pequenos nio
codificantes e proteinas do vitelo (vitelogeninas);

Definir as relacOes epistéticas entre os alvos encontrados;
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4. Materiais e métodos

4.1.Manutencao e protocolo de exposicao dos animais aos altos niveis de colesterol

As linhagens de C. elegans foram mantidas a 20°C em placas contendo NGM
(Nematode Growth Media) semissélido (1,7% de dgar para placas de manutengdo 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 concentra¢do de 5 x 10! células/mL,
crescidas overnight em meio LB (Lisogeny Broth). As linhagens utilizadas foram: Bristol N2
(WT); HC108 (cclIs4251 [myo-3::gfp] I; dpy-18 [e364]); RT130 (pwls23 [vit-2p::vit-2::GFP]));
JR667 (wls51 [scmp::GFP]); MT14118 (mir-84 [n4315] V; mir-241 [n4037] X); GR1428
(mgls45 [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 marcagcdo fluorescente na faringe (HCI08 [ccls4251 myo-3::GFP]) com
hermafroditas incapazes de produzir esperma em temperatura nao permissiva (25°C) (BA671
spe-9 [hc88]). Brevemente, populagdes mistas, porém com grande prevaléncia de machos,
foram expostas a altas concentra¢des de colesterol (PO) por 68h. Ao fim deste periodo, varios
machos foram colocados em novas placas, com concentracdes normais de colesterol, para
cruzar com hermafroditas incapazes de produzir esperma (previamente crescidas a 25°C) em
incubadora a 20°C. A prole resultante (F1) é quase 100% GFP positiva e, portanto, descendente
do macho exposto a colesterol em altos niveis.

Para obter populacdes sincronizadas dois processos diferentes foram usados de acordo
com a necessidade especifica: 1) Sincronizacio por bleaching: NaOH 1M e NaClO 0,5% sao
usados para romper hermafroditas gravidos e liberar ovos fecundados, os quais eclodem em
cerca de 9h apds o fim do processo, rendendo populacdes consideravelmente sincronizadas,
porém com diferencas de até 9h; 2) Sincronizacao por oviposi¢do: Um grupo de hermafroditas
gravidos € transferido para novas placas e deixado para botar ovos por 1h (ou mais, dependendo
do tamanho da populacdo desejada), rendendo uma populagdo mais sincronizada, com
diferencas de no maximo 1h entre cada individuo.

O meio de manutencdo de C. elegans é suplementado com 12,5uM (5Spg/mL) de
colesterol, enquanto nosso tratamento consiste na exposi¢ao da geragao parental (P0) a 5S0pM
(20pg/mL). A exposicdo comeca quando os animais ainda sdo ovos e vai até o primeiro dia de

vida adulta (D0), somando cerca de 70-73h. A geracdo PO, exposta aos altos niveis de colesterol,
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em seu DO, € transferida por 1h para placas com niveis normais de colesterol afim de que
deposite seus ovos nesta nova placa. A geracao F1 que se origina deste processo terd sido apenas
exposta intrauterinamente (tanto células somadticas quanto linhagem germinativa), portanto

qualquer heranca aqui observada € intergeracional.

4.2.Screening de fené6tipos herdados de maneira intergeracional

A geracdo parental (PO) foi mantida nas diferentes condi¢des até o dia O de vida adulta
(pico da postura de ovos), quando entao foi transferida por 1h para placas em condi¢des normais
(bactéria/colesterol normais). A quantidade de vermes transferidos foi modificada dependendo
da quantidade de prole necessdria para o ensaio de interesse, variando entre 30 e 50 individuos.
Apés esse tempo, o hermafrodita PO foi descartado e a progénie (F1) se desenvolveu sob

condi¢cdes normais.
4.2.1. Mensuracdo de triglicerideos

500 animais adultos (DO) com cerca de 68h de vida foram recolhidos em tampao M9
(KH2PO4 22 mM, Na2HPO4 42 mM, NaCl 86 mM, pH 6) e ultrasonicados em solucao de lise
propria 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 Smin e o sobrenadante foi reservado.
A quantificacdo de triglicerideos se deu através de kit comercial (LabTest, Triglicérides
Liquiform), sendo as amostras normalizadas por concentracido proteica mensurada através de
Bradford (Pierce Coomassie) (53). O experimento foi repetido 6 vezes com populacdes

independentes.

4.2.2. Tempo de vida

Resumidamente, cerca 150 vermes sincronizados por oviposi¢do foram transferidos
para novas placas NGM contendo o inibidor de mitose FUdR (5- fluoro-2’-deoxiuridina)
(50pg/mL) no primeiro dia de vida adulta (D0). O FUdR ¢ empregado para que ndo haja prole,
garantindo que apenas a populacdo original permaneca na placa. As placas foram acrescidas de
uma camada de E. coli OP50 na concentragio de 5 x 10'". Os animais foram monitorados todos
os dias até o ultimo dia de suas vidas. O experimento foi repetido pelo menos 3 vezes com

populacdes independentes e em periodos distintos.
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4.3.3. “Brood size”’

36 vermes dividido em trés replicatas bioldgicas foram monitorados individualmente a
cada 24h durante seu periodo fértil por um total de 4 dias. A cada 24h os hermafroditas foram
retirados de suas placas e colocados em novas, permitindo que a progénie de um dia nio fosse
confundida com a de outros dias. As larvas foram contadas 48h depois da retirada do animal

adulto da placa, permitindo contar somente a progénie vidvel.

4.2.4. Tempo de desenvolvimento

Cerca de 100 vermes, sincronizados por oviposicao, foram monitorados a partir da hora
60 de suas vidas, a contar do momento da oviposi¢do, por pelo menos 10h de hora em hora.
Cada contagem consistiu em classificar os animais entre adultos e nao-adultos. Isso se deu
observando a presenca clara de ovos distinguiveis dentro do tutero dos animais. Apds 12h de
contagem o0s animais que ndo atingiram a fase adulta foram considerados como “censored” para
efeitos de andlise estatistica. Cada experimento foi repetido no minimo 3 vezes com populacdes

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 (100ug/mL) e tetraciclina (12,5ug/mL). Apos crescimento overnight, o meio foi
concentrado para render 5 x 1011 células. 1mM do indutor de expressdao IPTG (isopropil B-D-
1-tiogalactopiranosideo) foi adicionado tanto ao meio NGM quanto diretamente no caldo de
cultura concentrado. Essa metodologia de RNA1 por ingestdo segue o descrito por Kamath et

al., 2001 (54).

4.4. Aquisicao e mensuraciao de imagens fluorescentes

Os animais repOrter para diferentes proteinas foram fotografados usando um Zeiss Axio
Imager Z1 no Instituto Nacional de Ciéncia de Tecnologia em Fotonica Aplicada a Biologia
Celular (INFABIC) da Unicamp. Levamisole 2,5mM foi utilizado para paralisar os animais
numa superficie de agarose 2% coberta com laminula. Os animais RT130 (pwIs23 [vit-2::GFP])

foram fotogratados no primeiro dia de vida adulta (DO). Grupos de 7-10 animais foram
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fotografados juntos e a média a fluorescéncia individual de todos foi plotada como um ponto,
representando uma replicata experimental. Cerca de trés replicatas experimentais foram
mensuradas dentro de uma mesma replicata bioldgica (diferentes populacdes em diferentes
dias). Trés replicatas biologicas foram mensuradas. Os animais JR667 (wls51 [scmp:GFP])
foram fotografados nas primeiras horas do estagio L4 (48h). O niimero 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 (DO).
Grupos de 7-10 animais foram fotografados em conjunto e a média da fluorescéncia individual
de todos foi plotada como um ponto (replicata experimental) totalizando cerca de 50 individuos
entre duas populacdes diferentes (cinco replicatas experimentais para cada uma das duas
replicatas bioldgicas). A ferramenta “free hands” do software Fuji (Imagel) foi utilizada para
selecionais animais individuais, cuja medida da fluorescéncia era normalizada pela &rea.
Enquanto pwls23 (vit-2::GFP) teve a fluorescéncia do corpo inteiro mensurada, GR1428 (mir-

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

4.5. Expressao génica

gRT-PCR foi empregado para avaliar a expressao génica de certos alvos envolvidos no
metabolismo lipidico, biogénese e fungdo de miRNA. Brevemente, nés usamos um protocolo
padrao de extracdo de RNA com Trizol. Apds afericdo da qualidade do RNA através dos
quocientes 260/230 e 260/280 e de uma eletroforese em gel de agarose 1%, 0,5-1pug de RNA
foi usado para sintetizar cDNA. Esse cDNA foi entdo acrescido de primers especificos para o
gene de interesse e SYBR green. A expressdo foi relativizada (2**“") em relagdo ao gene
endégeno his-10. A lista de primers wusados foi a seguinte: daf-I12F —
CCAGTCATCCACAGTCCACC; daf-12R — TCTGACGTCGTCGACTCTCT; din-IF —
CAACTGTTGATCTTGCCGCC; din-IR — GCCAGATTTGCAAGGGAAGC; pash-1F
TGGTGGTCCTCCATTGATGC; pash-IR — ATTCCATTGGTTGAGGCGGT; dcr-IF
CATACTACGGGGCAGTCAGC; dcr-IR — 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. Quantificacao de miRNAs

Animais sob as mesmas condi¢des foram coletados em sequéncia, de modo a obter
diversas populagdes sincronizadas em estdgios larvais diferentes. RNA foi extraido seguindo
um protocolo padrdao empregando Trizol. A transcricdo reversa foi feita usando o miScript II
RT Kit (Qiagen), onde a sintese do cDNA foi conduzida usando o Buffer HiSpec e 500ng de
RNA. A expressio dos miRNAs de interesse foi aferida por qPCR usando os primers

correspondentes inclusos no kit.

4.7. Analise estatistica

A andlise do tempo de vida foram realizadas pelo teste Log-Rank (Mantel Cox). Cada
replicata bioldgica compreendeu cerca de 150 individuos, sendo repetida trés vezes em periodos
distintos e nao sobrepostos de tempo.

A andlise do tempo de desenvolvimento foi feita através do teste Log-Rank (Mantel
Cox). Cada replicata biol6gica compreendeu cerca de 100 individuos, sendo repetida de 3-7
vezes em periodos distintos e ndo sobrepostos de tempo, de acordo com cada caso. As tabelas
aqui contidas mostram apenas o tempo de desenvolvimento médio de uma populagdo (o tempo
que 50% de uma populagdo leva, em horas, para chegar ao estdgio adulto) € obtido pela média
de 3 ou mais replicatas biolégicas. As comparagdes aqui feitas sdo, a menos que explicito o
contrdrio, entre o0 mesmo fendtipo para diferentes tratamentos (colesterol).

As andlises da quantificacao de triglicerideos, brood size, expressao de reporter GFP e
expressdo génica foram realizadas por uma One-Way ANOV A seguida de post hoc de Tukey.
No caso do repérter vit-2p::vit-2::GFP Cada replicata biolégica E importante notar que, no caso
da expressao génica e expressdo de miRNAs, a andlise estatistica foi aferida plotando os valores
aqui apresentados em gréficos de barras simples que inclufam os grupos = e +, assim como seus
eventuais iguais expostos a RNAI, onde a andlise One-Way Anova pode ser conduzida. A
apresentacao destes graficos em um outro layout em nada modifica sua andlise estatistica, uma
vez que as comparagdes feitas foram sempre entre grupos similares em diferentes condicdes de
exposi¢cao ao colesterol.

Para analise dos estdgios larvais no tempo de desenvolvimento, uma Two-Way ANOV A
foi empregada, seguida também de post hoc de Tukey.

Replicata biolégica aqui € usado para denotar diferentes populacdes (originadas de
diferentes placas) em diferentes dias. Enquanto replicata experimental denota diferentes
medidas da mesma populacdo que foi separada para que se levasse em consideracio a

variabilidade do procedimento experimental em questao.
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O software GraphPad Prism 8.0 foi utilizado para conduzir todas as andlises, e para
plotar os graficos. * em todos os graficos representa uma diferenca estatistica significativa,

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

5. Resultados e discussao

Inicialmente buscamos testar se altos niveis de colesterol adicionados a dieta de C.
elegans desde o inicio de suas vidas poderia induzir algum fenétipo, fosse ele deletério ou nao.
De acordo com a literatura, alguns estudos ja haviam utilizado maiores concentragdes de
colesterol (25uM) no meio de manuten¢do de C. elegans para induzir o acimulo excessivo de
dcidos graxos na forma de triacilglicerol (52,55). Aqui, com animais expostos a S0uM
(20pug/mL) de colesterol no meio, além de verificarmos um maior acimulo de triglicérides
(Figura 1A), também observamos fendtipos como redug¢do no tempo de vida (Figura 1B),
aceleracdo no tempo de postura de ovos (P0O) (Figura 1C) e aceleracio no tempo de
desenvolvimento (Figura 1D). Um estudo prévio ja havia identificado que uma maior provisao
de colesterol é capaz de aumentar a capacidade reprodutiva de C. elegans para além dos niveis
basais do tipo selvagem, além de também verificar um maior acimulo de triglicérides (56),
porém este mesmo estudo nio observou redugdo no tempo de vida dos animais. Essa diferenca
pode ser atribuida ao fato de que nosso estudo expds os animais a partir de ovos, enquanto o
estudo aqui mencionado o fez a partir do estagio larval L4. Além disso, a ideia de que o tempo
de vida seria inversamente proporcional a taxa metabdlica (aqui estendida para compreender
um desenvolvimento acelerado) compreende uma teoria cldssica do envelhecimento, conhecida
como “rate of living” (57). Nesta mesma linha, o pleiotropismo antagdnico sugere que genes
benéficos a propagacdo da espécie seriam geralmente deletérios para o envelhecimento da
mesma (58). Isso vai em encontro tanto ao desenvolvimento acelerado (1D) quanto a acelerada

postura de ovos (1C).

Estudos como o de Magner et. al., 2013 (56) iniciam uma exposi¢do tardia ao colesterol
(ou a qualquer outro agente quimico) a partir de um estdgio larval tardio para que se evitem
observacdes provenientes de alteracdes devidas a interferéncia com o desenvolvimento dos
animais, o que foi justamente observado aqui. Diversos estudos anteriores descreveram que a
manuten¢do de niveis apropriados de colesterol na dieta de C. elegans sdo essenciais para que
o desenvolvimento dos animais se dé de forma completa (59). No entanto, nenhum estudo em
C. elegans havia ainda descrito qualquer tipo de heranca intergeracional ligada a suplementacao
de colesterol na dieta relativas a um dos fendtipos aqui descritos. Diferente de todos os outros

fendtipos observados, o tempo de desenvolvimento acelerado se mostrou robusto e de facil
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aferi¢do, o que nos fez utilizé-lo para o estudo dos mecanismos pelos quais tal heranga estaria

ocorrendo.
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Figura 1. A exposi¢do a altos niveis de colesterol (50uM ou 20mg/mL) induz diferentes fendtipos em
ambas PO e F1. A) Niveis de triglicerideos. Cinco replicatas bioldgicas (cinco populagdes crescidas e analisadas
em momentos diferentes e no sobrepostos), cada uma contando com duas replicatas experimentais (duas medidas
da mesma amostra) B) Tempo de vida. Trés replicatas bioldgicas para cada uma das geragdes, cada uma contando
com uma replicata experimental (placa com vermes originados da mesma populacdo). C) Postura de ovos por dia.
Trés replicatas bioldgicas, cada uma contando com 6 replicatas experimentais (seis vermes em seis diferentes
placas, todos originados da mesma populagdo). D) Tempo de desenvolvimento. Cinco replicatas bioldgicas para
PO e sete replicatas bioldgicas para F1, cada uma com uma replicata experimental (placa com vermes originados
da mesma populacdo). + indica animais expostos a maiores niveis de colesterol (PO) ou descendentes de pais que
foram (F1). = indica animais criados em condi¢des normais em todas as geragdes. * indica diferenca estatistica
evidenciada por um p<0.05, pelo menos. Linhas entre dois grupos indicam comparagio estatistica feita entre os

mesmos.

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

desenvolvimento acelerado estaria ligada a um ou outro sexo na geracdo parental. A literatura
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relata comumente a associac@o entre o sexo € a herangca em questdo (60) e enquanto a maioria
dos estudos € focado em intervengdes ou eventos associados a linhagem materna (61)(62)(63),
mais recentemente a linhagem paternal também comecgou a ser explorada como um potencial
contribuidor para a propagacdo de heranca de cariter epigenético (64)(65). Portanto, para
determinar se um ou outro sexo na geracdo parental poderia ser isoladamente responsavel pela
passagem e/ou aquisicdo da heranca observada apds a exposicao ao colesterol, nés isolamos C.
elegans machos GFP+ (myo-2p::myo-2::GFP) e os cruzamos com hermafroditas que tem a
espermatogénese prejudicada em temperatura ndo-permissiva, ou seja, quando mantidos a 25°C
ao invés de 20°C produzem apenas ovdcitos vidveis, mas nao espermatozoides. Desta forma,
podemos aferir dentro de uma populacio quais animais F1 sdo provenientes do cruzamento do
macho GFP+ com a hermafrodita, além de esperar por um grande nimero destes, uma vez que
a reproducao normal da hermafrodita estd prejudicada pelo seu crescimento em 25°C. A Figura
2A mostra que a exposi¢ao da linhagem paterna ndo ¢ suficiente para transmitir e/ou adquirir o
fenétipo de tempo de desenvolvimento acelerado. Infelizmente, uma falha experimental deste
teste € o fato de que os parametros usados para determinar a maturidade reprodutiva de C.
elegans hermafrodita sdo os mesmos parametros por nds 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, ndo fomos capazes de verificar se a geracao PO paternal se desenvolve
mais rapidamente, tal como a geragdo PO composta apenas por hermafroditas, logo ndo
podemos excluir a possibilidade de a heranga intergeracional ndo 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 heranga
observada ser transmitida e/ou adquirida por C. elegans macho, o préximo passo foi aferir a
participacdo do animal hermafrodita neste mesmo cendrio de aquisicdo e transmissdo de
fendtipo de desenvolvimento acelerado. Neste contexto, aferir a expressao de vitelogeninas nos
pareceu uma opg¢ao vidvel, pois além de ser produzida apenas por C. elegans hermafroditas
(66), também toma parte no transporte de colesterol (além de lipideos e aminodcidos em forma
de proteinas) das células somdticas para a linhagem germinativa (17). Além disso, também ¢é
um potencial veiculo para o transporte de moléculas que medeiam herancga intergeracional, ja
que € passada diretamente da hermafrodita para a proxima geragdo e sua producao € controlada
por diversas vias metabdlicas responsivas a condigdes ambientais (24). De fato, observamos
que ambas PO e F1 possuem elevados niveis de expressdo de vitelogenina a nivel de proteina

(Figura 2B e C) (aferida pelo reporter GFP traducional) e de mRNA (Figuras 2D).
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Interessantemente, 0 mRNA de vif-2 estd mais expresso apenas em F1, enquanto vit-3 e vit-6
estdo superexpressas em PO, porém o reporter traducional estd regulado em ambas PO e F1. Isso
pode ser devido ao fato de que YP170B € codificado por ambos vit-1 e vit-2, porém nao foi até
relativamente recentemente que vit-/ foi descrito como um gene funcional (67), assim esse
poderia ser o transcrito regulado em PO, ndao excluindo a possibilidade de também haver
regulacdo do mesmo em F1. Dentre os 6 genes que codificam para os quatro polipeptideos que
compdem a vitelogenina de C. elegans (YP170A=vit-3,4,5, YP170B=vit-1,2 YP115/88=vit-6),
nds escolhemos aferir a expressdao daqueles que contribuem com o maior nimero de transcritos
para cada polipetideo. De fato, as maiores quantidades de vitelogenina que uma hermafrofita
mais velha € capaz de fornecer aos seus ovos € fator causal para o desenvolvimento acelerado
desta progénie tardia (23). Assim, nossas evidéncias apontam para um papel maior ou exclusivo
da hermafrodita na aquisi¢do e/ou passagem da heranca que desencadeia um desenvolvimento
acelerado da progénie, processo esse que parece estar ligado a sua capacidade de fazer

vitelogénese e, especificamente aqui, se engajar em uma maior expressao de vitelogeninas,

principalmente vit-2/YP170B.
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Figura 2. O fen6tipo ndo parece nfo ser transmitido por C. elegans macho, pois pode estar associado a

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

N

expostos a colesterol e hermafroditas mantidas em condi¢des normais. Trés replicatas bioldgicas, cada uma
contando com uma replicata experimental. B) Figura representativa do repdrter traducional vit-2::GFP (pwls23)
(PO, 30ms de exposi¢ao). C) Mensuracdo dos niveis de vir-2::GFP. Trés replicatas bioldgicas, cada uma contando
com cerca de 15 vermes. D) Expressdo relativa de mRNA de viz-2, vit-3 e vit-6. Cinco replicatas bioldgicas, cada
uma contando com duas replicatas experimentais. + indica animais expostos a maiores niveis de colesterol (P0)
ou descendentes de pais que foram crescidos em maiores niveis de colesterol (F1). = indica animais criados em
condic¢des normais em todas as geracdes. * indica diferenca estatistica evidenciada por um p<0.05, pelo menos.

Linhas entre dois grupos indicam comparag¢ao estatistica feita entre os mesmos.

Levando em consideracdo que observamos o envolvimento de vitelogeninas em um
fendtipo herdavel ligado a desenvolvimento, hipotetizamos que miRNAs poderiam estar, de
alguma forma, envolvidos. Além de controlarem o desenvolvimento de C. elegans (68),
membros da familia let-7 de miRNAs (let-7-fam = let-7, mir-48, mir-84 e mir-241) sdo capazes
de regular a vitelogénese no intestino (viz-2 e vit-3) a partir da hipoderme. Isso se dé através da
ativacdo e repressao sequencial de genes na hipoderme pela acdo repressiva de let-7 e lin-4,
permitindo expressdo de lin-29, o qual regula positivamente e de maneira ndo-autonoma o
homélogo de mTOR (TORC2) no intestino, ativando a quinase SGK-1, permitindo a
localizag@o nuclear do ativador transcricional das vitelogeninas, PQM-1 (27). Também ¢ digno
de nota o fato de que a familia de miRNAs let-7 pode ser transcricionalmente regulada pelo
receptor nuclear DAF-12 (42), que € responsivo a colesterol, uma vez que a sintese de seus
ligantes depende da oferta deste (12). Finalmente, um outro estudo identificou que dsRNA
exdgeno pode ser transportado juntamente com o vitelo (yolk) a partir do intestino para os ovos
(40), sendo o receptor SID-1 nos ovos responsavel pela captagdo desse dSRNA em paralelo com

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

Assim, alimentamos os animais com RNAI1 para pash-1, o homélogo de DGCRS e
especifico para a biossintese de miRNAs, na geracdo PO e F1. Observamos que o fenotipo de
desenvolvimento acelerado nio mais se manifestava (Figura 3A), sendo que o mesmo ndo é
observado em F1 quando o RNAI € oferecido para a geracdo PO, indicando a nio participacao
de miRNAs na passagem da heranca de PO para F1. Adicionalmente, nem siRNAs ou piRNAS
sdo capazes de inibir o fenétipo de desenvolvimento acelerado de modo consistente e robusto,
uma vez que alimentando os animais com RNAi para a argonauta rde-1 (especifica para
siRNAs) e prg-1 (especifica para a sintese de piRNAs) em diferentes momentos entre diferentes
geracdes nao inibe a aquisicdo ou passagem do fendétipo (dados nao mostrados). De modo a

confirmar que o nosso fendtipo estava ligado a regulacio da expressao de miRNAs e/ou de seus
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alvos, aferimos a quantidade de “seam cells” que animais de ambas as geragcdes PO e F1
possufam em um determinado momento (L4). As seam cells de C. elegans formam duas bordas
laterais no corpo de C. elegans e sdo importantes para a formacao de cuticulas especificas de
cada estdgio larval através da sintese de diversos coldgenos (69). O nimero de seam cells é
altamente regulado e especifico de cada estdgio larval, sendo que um animal L4 possui 16 € o
adulto nenhuma, uma vez que no dltimo elas se diferenciam terminalmente em células hyp7 ou
neurdnios e glia (70). A familia let-7 de miRNAs regula a expressado 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 nimero aberrante de seam cells em um determinado estagio,
além de ndo atingirem a maturidade sexual em um tempo apropriado e/ou sincronizado com o
resto da populagdo, portanto um fendtipo heterocronico (68). A Figura 3B mostra que ambas
PO e F1 possuem um nimero significativamente maior de seam cells nas primeiras horas do
estdgio larval L4 nos grupos expostos as maiores concentracdes colesterol. Além disso, a
passagem entre o estdgio larval L2 e L3 se deu de forma mais acelerada nos grupos expostos as
maiores concentragdes 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
possivel envolvimento da let-7-fam no nosso fenétipo, uma vez que os miRNAs mir-48, mir-
241 e mir-84 devem ser expressos ao final do estdgio L2 para que haja a muda em tempo correto
para L3, assim como para que haja uma maior expressdo de let-7 no final do estigio L4,
permitindo a muda final para o estdgio adulto e um nimero correto de seam cells em um
determinado momento (13,14). Portanto, no caso da Figura 3C, o bloqueio da biossintese de
miRNAs que deveria ser causado pelo RNAIi contra pash-1 poderia interferir com a expressao
destes miRNAs, de modo que a transi¢c@o entre os estdgios larvais L2 e L3 se dé de forma ndo-

acelerada.

Além de observarmos indicacOes de uma regulacdo por parte de miRNAs no nosso
fendtipo intergeracional de desenvolvimento acelerado, também aferimos a expressdo da
maquinaria envolvida com a sintese, tais como dcr-1 e pash-1, e a acdo de miRNAs, no caso a
argonauta alg- I (Figura 3D), porém tal aumento de expressao no nivel de mRNA se deu apenas
da geracdo F1. Se aregulacdo positiva de miRNAs € necessdria para o nosso fendtipo em ambas
as geracdes como acreditamos ser, a auséncia de maior expressdo da mesma em PO poderia se
dar por uma diferenga temporal em sua regulacao, pois aferimos os niveis de mRNA apenas em
adultos, quando nossas evidéncias sugerem que o papel dessas moléculas poderia estar se dando
tao cedo quanto no estagio L2. Como mencionado anteriormente, o receptor nuclear DAF-12 é

capaz de ativar diretamente a expressao de let-7-fam, sendo que a translocacdo de DAF-12 para
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o nucleo depende da ligacdo deste com 4cidos dafacronicos, cuja sintese depende de DAF-9
(12), e de sua liberacdo do repressor DIN-1 (73). Embora ndo tenhamos observado diferenca
nos niveis de mRNA de daf-12 em PO ou em F1, seu repressor din-1 e daf-9 estavam

superexpressos em PO (Figura 3E).

Desta forma, acreditamos que a maior expressao de din-I, assim como a maior
expressao de daf-9 e consequentemente dos ligantes dcidos dafacronicos de DAF-12, quando
observados em conjunto com o restante dos nossos dados, sugere um feedback negativo em
resposta a uma possivel maior atividade do receptor nuclear de horménio DAF-12. Finalmente,
RNAI contra daf-12 é apenas capaz de inibir o fenétipo de desenvolvimento acelerado em PO,
mas ndo em F1 quando administrado em PO (Figura 3F). Isso sugere que enquanto a expressao
do fendtipo, pelo menos em PO, é dependente de daf-12, a transmiss@ao do mesmo para F1 é
independente. Se nossa hipdtese for correta e DAF-12 realmente for necessario para regular a
expressao de let-7-fam e, ultimamente, o fenétipo observado, isso implicaria também em uma
inibicdo do fendtipo quando o RNAI fosse aplicado em F1, porém este experimento nao foi
conduzido. Da mesma forma, se a maior expressao de din-1 e daf-9 forem resultados da ativagcao
de DAF-12, isso requereria sua ativagao de forma independente, talvez pela passagem de acidos

dafacrOnicos através das proteinas do vitelo, dispensando DAF-9 em F1.

Levando em conta o fato de que animais com pash-1 silenciado em PO ainda expressam
o fen6tipo em F1 (Figura 3A) e que DAF-12, um regulador da expressdao dos miRNAs [let-7-
fam, é necessdrio para a expressao do fenétipo em PO mas nio para a passagem do mesmo para
F1 (Figura 3F), o papel destes RNAs nao codificantes parece ser necessario e/ou suficiente
para a expressdo do fendtipo em uma dada geragdo, mas o mesmo ndo pode ser dito para a
transmissao do mesmo. De acordo, observamos que, dentre trés mutantes duplos para let-7-fam,
apenas um foi capaz de influenciar nosso fendtipo, mir-84/241, e este o fez fenocopiando o
silenciamento de pash-1 (Figura 4A), mais uma vez nio sendo capaz de inibir a transmissao
do fendtipo e apenas sua aquisicao/expressao. Quando consideramos o fato de que a expressao
de mir-84 e mir-241 € temporalmente controlada para permitir a muda de L2 para e L3 e,
sequencialmente, regular /et-7 na muda final de L4 para o estdgio adulto, decidimos mensurar
os niveis desses dois miRNAs em tempos especificos desde o estdgio larval L2 até o estagio
adulto. A Figura 4B mostra que em ambas PO e F1 hd expressdo diferencial entre o grupo
exposto a altas concentragdes de colesterol e o controle, sobretudo de mir-84 desde as primeiras
horas do estégio larval L2, com discreto aumento de mir-241 algumas horas mais tarde, proximo
a muda L2/L.3. Esse aumento segue se acentuando até o ultimo ponto aferido, no estdgio larval

L4, sendo que ndo parece haver diferenca de tendéncia ou de valores absolutos entre as
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diferentes geracdes. Confirmamos os dados de expressdao com um reporter GFP de mir-84, o
qual teve expressdo diferencial mais acentuada, onde € observavel a maior expressdo desse
miRNA em ambas PO e F1 expostas a maiores concentragdes de colesterol (Figura 4C e D).
Porém, a expressdao deste repérter nao foi capaz de fenocopiar a exposicdo as maiores
concentragdes de colesterol por si s6, mesmo sendo um construto funcional [assim a insercao
desta copia extra no genoma (no minimo uma cépia € inserida, o nimero € varidvel e aleatorio)
deveria constituir uma superexpressdao funcional] (Figura 4A). Assim mir-84 parece ser
necessdrio para a aquisi¢ao/expressao do fen6tipo, mas ndo o suficiente para causa-lo, uma vez
que a falta deste (em conjunto com mir-241) inibe a expressdo do fendtipo, mas sua
superexpressao nao o recapitula. Esse resultado sugere que, epistaticamente, deve haver outro

elemento a jusante dos miRNAs.
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Figura 3. O fendtipo de desenvolvimento acelerado depende de miRNAs e pode estar associado a sua regulagdo
transcricional. A) Tempo de desenvolvimento médio apresentado em horas. A comparag@o estatistica foi
conduzida entre o0 mesmo RNAI nas diferentes condi¢des (= e +). A segunda célula da primeira coluna indica que
o silenciamento se deu na mesma geracdo em que o ensaio de desenvolvimento foi conduzido. A quinta linha da
primeira coluna indica que o silenciamento ocorreu em PO e o ensaio em F1. Quatro replicatas bioldgicas para
cada grupo, sendo cada uma composta por uma replicata experimental. B) Animais transgénicos para scmp::GFP
(seam cells) (50ms de exposi¢ao). O nimero médio de seam cells de 50 animais por grupo esté representado abaixo
das imagens. Uma replicata bioldgica. C) Numero de animais em diferentes estdgios com 36h de idade. A
comparacdo estatistica foi feita dentro dos mesmos estdgios larvais no mesmo RNAI entre as diferentes condi¢des
(= e +). Duas replicatas bioldgicas, sendo cada uma composta por uma replicata experimental. D) Expressdo
relativa de mRNA de pash-1, dcr-1 e alg-1. Cinco replicatas bioldgicas, sendo cada uma composta por 2 replicatas
experimentais. E) Expressao relativa de mRNA de daf-12, din-1 e daf-9. Cinco replicatas bioldgicas, sendo cada
uma composta por duas replicatas experimentais. F) Tempo de desenvolvimento médio apresentado em horas.

Duas replicatas bioldgicas, sendo cada uma composta por uma replicata experimental. + indica animais expostos
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a maiores niveis de colesterol (PO) ou descendentes de pais que foram (F1). = indica animais criados em condi¢des
normais em todas as geragdes. * indica diferenga estatistica evidenciada por um p<0.05, pelo menos. Linhas entre

dois grupos indicam comparacdo estatistica feita entre os mesmos.
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Figura 4. A expressdo de miRNAs € necessdria, mas ndo suficiente para o fenétipo de desenvolvimento
acelerado. A) Tempo de desenvolvimento médio apresentado em horas para nocautes mir-84/241 e vermes
transgénicos vit-2::GFP. Quatro replicatas bioldgicas para mir84/241 e trés para mir-84::GFP, cada uma composta
por uma replicata experimental. B) Expressao relativa de mir-84 e mir-241 em animais PO e F1 expostos as maiores
concentracdes de colesterol em diferentes estdgios larvais. Quatro replicatas bioldgicas, cada uma composta de
trés replicatas experimentais. A comparacdo estatistica se deu entre os grupos mostrados e seus respectivos
controles individuais (mesmo miRNA em comparagio com o grupo criado em condi¢des normais =). Embora cada
grupo controle seja diferente, aqui todos estdo representados pela linha tracejada, j4 que a média aritmética de
todas as replicatas € igual a 1. C) Imagem representativa do repérter traducional de mir-84::GFP (100ms de
exposi¢do). D) Mensuragdo dos niveis de expressdo do repdrter traducional mir-84::GFP em grupos de 7-10
vermes entre 10 imagens obtidas a partir de duas replicatas biol6gicas no mesmo dia. + indica animais expostos a
maiores niveis de colesterol (PO) ou descendentes de pais que foram (F1). = indica animais criados em condi¢des
normais em todas as geracdes. * indica diferenca estatistica evidenciada por um p<0.05, pelo menos. Linhas entre

dois grupos indicam comparacdo estatistica feita entre os mesmos.

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

desenvolvimento acelerado quanto de sua transmissdo, uma vez que uma maior provisao desta

+
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causa desenvolvimento acelerado na progénie de maes mais velhas e também por sua expressao
ser controlada por diversos fatores ambientais, sendo passada diretamente a progénie (23,24).
Assim, resolvemos silenciar viz-2 para definirmos se sua maior expressao em PO e F1 é causal
para o fen6tipo de desenvolvimento acelerado e também definir se poderia estar envolvida com
a heranca do mesmo. A Figura SA mostra que o silenciamento de vit-2 € capaz de suprimir o
fenétipo em qualquer uma das condicOes, seja em PO, em F1 ou em F1 quando feito em PO.
Ainda, a superexpressao de vi-2/YP170B no animal repérter traducional (o reporter transcreve
uma cépia completa e funcional de YP170B end6gena) fenocopia a exposi¢do aos altos niveis
de colesterol, ou seja, o grupo controle destes animais tem desenvolvimento acelerado. Assim,
nossos resultados sugerem que vir-2/YP170B € necessdria e suficiente para a expressao do
fendtipo de desenvolvimento acelerado observado, além de ser necessdria também para a

heranca do mesmo pela geracao F1.

Em busca de aferir se poderia haver alguma forma de conversa entre ambos os elementos
até aqui identificados como necessdrios para a aquisicdo/expressdo de fendtipo de
desenvolvimento acelerado induzido por altas concentragdes de colesterol, e considerando que
miRNAs controlam diretamente a expressao de diversos alvos, silenciamos pash-1 e aferimos
a expressao do mRNA de vir-2. A Figura SB mostra que a superexpressao de vit-2 em F1 &
perdida quando pash-1 € silenciado nessa mesma geracdo. Uma rdpida andlise de predicao de

alvos online (TargetScan Worm - http://www.targetscan.org/worm 52/) ndo identificou

nenhum sitio de ligacdo para let-7-fam na regido 3°’UTR de vit-2. De forma geral, a maior forca
por tras da ligacao de miRNAs com seus alvos ¢ a regido “seed” na por¢do inicial de suas
sequéncias, porém a regido 3’ também pode contribuir para a ligacdo diferencial de alguns
miRNAs dentro da mesma familia (74) e nao costuma ser considerada por ferramentas de
predicdo simples como a que empregamos. Assim, embora haja regulacdo da expressao de vit-
2/YP170B por miRNAs, esta poderia ser indireta ou se dar através de outros miRNAs que nao
let-7-fam. Por outro lado, o silenciamento de vit-2 em PO e F1 ndo inibe a maior expressao de
mir-84 no periodo préoximo a muda L2/L3 e no animal L4 (Figura 5C). Finalmente, o
silenciamento de pash-1 em F1 e PO no animal reporter para vit-2/YP170B (superexpressdo de
vit-2) nao é capaz de resgatar o fenétipo de desenvolvimento acelerado deste animal (Figura
SD), sugerindo que mesmo com deficiéncia de miRNAs, a superexpressao de vit-2/YP170B €
suficiente para gerar o fenotipo e sua heranca. De modo geral, podemos concluir que miRNAs
estariam a montante de vit-2/YP170B no caminho que leva a expressdo e heranca do fenétipo

de desenvolvimento acelerado.
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Interessantemente, animais com superexpressdo de vif-2 expostos a maiores niveis de
colesterol ndo aceleram seu desenvolvimento (Figura SA e SD). Portanto, essa falta de efeito
aditivo sugere que ndo ha uma via paralela de acdo para colesterol que nao inclua vit-2/YP170B
no tocante a indu¢do do desenvolvimento acelerado, pois se este fosse o caso a exposi¢ao ao
colesterol induziria desenvolvimento ainda mais acelerado. Soma-se a isso o fato de que ndo ha
diferenca estatistica entre o grupo controle e aquele onde pash-1 foi silenciado nos animais com
superexpressao de vit-2/YP170B (Figura 5D). Embora a superexpressdo de vit-2 seja o
suficiente para a expressao do fenétipo de forma independente de miRNAs, sua maior expressao
enddgena quando da exposi¢do aos maiores niveis de colesterol deve ser resultado de alguma
regulacdo ligada a miRNAs, jad que o knockdown de pash-1 e mir-84/241 abolem o fendtipo
(Figura 3A e 4A). E necessdrio notar que para nossa hipétese ser verdadeira, outros fatores,
possivelmente miRNAs, deveriam se somar a mir-84 para regular positivamente vit-2, visto que
somente a superexpressdo do primeiro nao leva ao fenétipo de desenvolvimento acelerado
(Figura 4A). Infelizmente ndo tivemos acesso a outros transgenes, como por exemplo mir-
241::GFP, para verificar se a superexpressdao um ou mais miRNAs sozinhos ou em conjunto

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

Infelizmente ndo conseguimos aferir se a superexpressao de vit-2 resgata o fenétipo dos
animais mutantes para mir-84/241 a cimentar a posicdo a montante do primeiro em relacao ao
ultimo, pois o transgene (pwls23) estd inserido no mesmo Cromossomo em que a mutacao
(n4315;n4017) se localiza (cruzamentos que se baseiam em crossing-over demandam tempo
que, devido as circunstancias atuais, nao dispusemos). No mesmo sentido, também nao
conseguimos fenocopiar o desenvolvimento acelerado apenas superexpressando mir-84, sendo
que temos no mir-241 o candidato mais plausivel a ser testado, porém no momento nao
dispomos deste transgene no laboratério. Adicionalmente, o papel de DAF-12 em F1 deve ser
averiguado, pois se confirmado, apontaria para um papel desse elemento responsivo a colesterol
na expressdo do fendtipo em F1 e reforcaria seu papel como o regulador da expressdo de let-7-
fam no nosso fendtipo. Por outro lado, uma negativa sugeriria que o mesmo fen6tipo poderia
ser expresso de formas diferentes nas duas geracdes, onde let-7-fam poderia ser regulado por
diferentes elementos entre as geracOes. Portanto, no presente momento nossos dados podem
apenas sugerir que miRNAs, tais como mir-84 e possivelmente outros let-7-fam, estdo a
montante de viz-2 para induzir o fenétipo observado, o que vai em encontro ao fato de que let-
7 na hipoderme € capaz de controlar a vitelogénese (majoritariamente vit-3/YP170A, mas
alguns experimentos também foram conduzidos com o repdrter de viz-2) no intestino por meio

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

o faz ainda ndo pdde ser discriminado pelos nossos dados.

B
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Figura 5. miRNAs parecem estar upstream do efetor do fenétipo de desenvolvimento acelerado, vit-
2/YP170B. A) Tempo de desenvolvimento médio apresentado em horas para vermes WT em RNAI para vit-2 e
transgénicos vit-2::GFP. Trés replicatas bioldgicas 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 compara¢do do grupo + com =, hd também a
comparacdo entre WT e transgénico no grupo ndo exposto as maiores concentracdes de colesterol. B) Expressdo
relativa do mRNA de vif-2 em F1 em animais onde pash-1 foi silenciado nesta mesma geragdo. Quatro replicatas
bioldgicas, sendo cada uma composta de 2 replicatas experimentais. A comparagdo estatistica foi feita entre os
grupos + e — dentro de um mesmo RNAi. C) Expressdo de mir-84 em animais onde vit-2 foi silenciado em PO e
F1 e medido nestas mesmas geragdes em dois momentos distintos: na transicdo L2/L.3 e em L4. Quatro replicatas
bioldgicas, onde cada uma é composta por duas replicatas experimentais. As comparagdes estatisticas 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 PO e F1 e o ensaio de desenvolvimento foi conduzido
nestas mesmas geracdes. Trés replicatas bioldgicas, onde cada uma € composta por uma replicata experimental. +
indica animais expostos a maiores niveis de colesterol (PO) ou descendentes de pais que foram (F1). = indica
animais criados em condi¢des normais em todas as geracdes. * indica diferenca estatistica evidenciada por um

p<0.05, pelo menos. Linhas entre dois grupos indicam comparagao estatistica feita entre os mesmos.
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Deste modo, nds sugerimos que o elemento decisivo para a heranca poderia ser o proprio
colesterol ou algum derivado, como os 4cidos dafacronicos, herdados de PO para F1 dentro do
vitelo. Embora o colesterol dentro desse complexo componha a menor por¢do 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 hipétese seja factivel, uma vez que observamos
superexpressao de daf-9 e din-1 em PO. O fato destes genes ndo estarem superexpressos em F1
(e de ndo termos testado a importancia de DAF-12 em F1 quando silenciado nesta mesma
geracdo) ndo nos permite fazer qualquer afirmacdo, mas apenas sugerir este mecanismo.
Alternativamente, outros componentes nao derivados do colesterol no vitelo também poderiam
estar diferencialmente mobilizados em FI, como por exemplo triacilglicerdis, os quais
constituem cerca de 25% do complexo vitelo (16) e estdo presentes em maiores quantidades em
ambas PO e F1 segundo nossos dados. Ambos 4cidos linoleico e estedrico podem encurtar o
tempo de vida de C. elegans e modificar o tamanho do corpo dos nematoides (75). Além disso,
dcidos graxos poli-insaturados 6mega-6 controlam o acimulo de vitelo no pseudoceloma de C.
elegans (76). Porém, para a nossa hipétese se confirmar, a auséncia de vit-2 no vitelo ndo
poderia comprometer sua capacidade de transportar a molécula mediadora da heranca (seja ela
colesterol, dcidos graxos ou qualquer outra), pois nossos resultados mostram que o knockdown
de vit-2 em F1 ndo inibe pelo menos os primeiros passos que levam ao nosso fendtipo, no caso
a superexpressao de mir-84 (e potencialmente de outros miRNAs) (Figura 5C), sugestivo de
que mesmo sem vit-2 o elemento mediador da heranca foi passado. O fato de o knockdown de
vit-2 abolir o fendtipo independente da superexpressao de mir-84 reforca a posi¢ao a jusante do

primeiro em relagdo ao ultimo.
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6. Conclusoes e Hipotese Atual
Em resumo, nosso trabalho concluiu que:

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

geracgdo;

- O fendtipo de desenvolvimento acelerado parece ser devido a produ¢do aumentada de

proteinas do vitelo, sobretudo vit-2/YP170B;

- A maior expressao de vir-2/YP170B € regulada, provavelmente de forma indireta, por

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

- Desta forma, ambos vit-2 e mir-84/mir-241 desempenham papéis fundamentais na
expressao do fenétipo de desenvolvimento acelerado, sendo que o primeiro também € requerido

para sua heranca.

De forma mais especifica, nosso trabalho identificou um fenétipo de desenvolvimento
acelerado induzido por altas concentracdes de colesterol que pode ser herdado de maneira
intergeracional. Nossos dados apontaram que a expressao do fenétipo em ambas as geragdes
PO e F1 depende, finalmente, de uma maior expressdo de vitelogenina, sobretudo de vit-
2/YP170B, com papéis nao explorados para vit-3/YP170A e vit-6/YP88 e YP115 em PO. N6s
hipotetizamos que a expressao de miRNAs (e aqui estudamos principalmente mir-84) é capaz
de regular positivamente a expressao de vit-2/YP170B, provavelmente de forma indireta por
mecanismos aqui ndo explorados, mas ja sugeridos na literatura. Além disso, a forma com que
esse fenotipo € herdado para a geragdo F1 parece também ser dependente de vit-2/YP170B, mas
ndo da expressdo de miRNAs no momento da exposi¢do ao colesterol. Isso sugere que, embora
seja necessdria a maior expressdo de mir-84 e/ou um grupo de miRNAs para que haja
superexpressao de vit-2/YP170 em uma dada geracdo, a passagem desses miRNAs de uma

geragdo para outra ndo parece ser importante para a propagacao do fendtipo.

Alternativamente, nés sugerimos que algum elemento herdado dentro do complexo de
vitelo poderia ser o responsavel por iniciar a expressao em F1 do mesmo fenétipo iniciado em
PO por colesterol. Nossos dados sugerem, ainda que de maneira discreta, que esse elemento
poderia ser o proprio colesterol ou algum derivado, pois o mesmo € capaz de regular elementos
que diretamente influenciariam na expressao de miRNAs, como DAF-12. Um resumo da nossa

hipétese atual € mostrado na Figura 6.
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Figura 6. Hipdtese atual que atribui um papel de efetor e transmissor da herancga a vir-2/YP170B e a

miRNAs membros da let-7-fam o papel de reguladores da expressdo desta vitelogenina. Sugerimos que maiores
quantidades de colesterol ou derivados sdo incorporados no vitelo, que € 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 fenétipo de desenvolvimento acelerado por
si s6(s) através da regulacdo positiva de vir-2/YP170B. Adicionalmente, o laco que DAF-12
constitui entre o colesterol e a maior expressio de miRNAs precisa ser estreitado com
experimentos que demonstrem sua importancia em F1 e a tentativa de reproduzir nossos

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

1) A declaracdo de que o trabalho ndo versou sobre pesquisa envolvendo seres

humanos, animais, patrimdnio genético ou temas afetos a biosseguranca.


http://www.ib.unicamp.br/pos/sites/www.ib.unicamp.br.pos/files/bioetica_biosseg.doc
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Relatorio anual CIBio

MNo. do projeto:

5/ 2016

Titule do projeto de

Interferinda com o Envelhecimente por Meio da Via de Interferéncia por RNA

pesquisa

Nome do

pesquisador Marcelo Alves da Silva Mori

principal

Situacdo Em andamento

Unidade Instituto de Biologia

Departamento BIOQUiMICﬁ- E BIOLOGIA TECIDUAL
Nome do

laboratoric/ casa de |Laboratorio de Biclogia do Envelhecimento
wagetacio/bioctério

OGMs do projeto
original extintos ou
eliminados

- Camundongos MyfStm3{cre)Sor = Myf5Cre: Modificag3o genética (knock-in) que resulta em expressio de
Cre recombinase de bactericfago P1 sob o comande do premotor endégenc do gene MyfS de camundonge.
A construgdo interrompe a regido 5-UTR do gene endogenc e portanto nocauteia o gene; - Camundonges
MyfStml(cre/Esrl® ) Trdo = MyfSCreER : Modificagio genética (knock-in) que insara um intemal ribosome
entry site (IRES) fundido ao cDNA que codifica para CreERTM (CreERTM; Cre recombinase de bactericfago
P1 fundida 3 forma mutante G525R do dominio da ligag3o 3 estrégens do receptor de astrdgeno) 3 jusante
do codon de terminacio no exon 3 do gene MyfS.

DGMs em estoque
{congelado) no
laboratdrio

Todos as cepas de C. elegans & E. coli tem amestras congeladas no laboratério.

0GMs usados no pericdo:

Organismeo |/ Subproj

eto

Nome comum do
OGM

Casnorhabditis elegans (C. elegans)

Nome cientifico do
OGM

Caenorhabditis elegans

Espécie de origem
do gene

Caesnorhabditis elegans, Homo sapiens

Gene/sequéncias
introduzido(as) ou
mwdificadas (Evitar
siglas)

- Componentes da via de RNAi: Dicar, Argonautas, Sids, Rsds, Rdes, Nrdas, Rff-1, Adrs, Prg-1. - Genes
envolvidos no controle do envelhaedmento: eat-2, daf-18, daf-2, daf-12, daf-3, skn-1, hsf1, impt-1, gen-2,
gen-1, atf-3, glp-1, lin-4, clk-1, aak-2, mir-71, mir-34, pha-1, hsp-&, hsp-4, hsp-18, isp-1, nuo-&, sod-3,
lin-14 (todas mutacies espontineas). - Proteinas flucrescentes: GFP, mCheny, YFP - Peptidecs com
potancial para formar agregados: repsticio de glutaminas, peptideo beta-amildide humano

Vetor

Os transgénicos foram gerados por microinjecdo na linhagem germinativa & formacio de arranjos extra-
cromossomais, que em alguns cases foram insaridos no genoma por radiacdo. As mutagdes espontinsas
foram induzidas por agentes mutagénicos.

Como resultado da
alteracdc génica, o
OGM podera passa a
ser:

patogénico

produtor de toxina
virulento/infeccioso
vantagem adaptativa

¥ nenhuma das anteriores

Funcdes do gene

- Componentes da via de RNAI: 530 genes fundamentais para a expresso, processamento, transporte ou
funcio de RMAs pequenos regulatdrics.

- Genes envolvidos no controle do envelhecimento: genes que de alguma forma afetam o tempo ou a
qualidade da vida do verms.

- Proteinas flucrescentes: usadas para marcar estruturas & a express3o de genes & proteinas.

- Peptidecs com potencial para formar agregados: pepbidecs que s2 agregam com a idade & servem como
modelos de protectoxicidade nos nematoides,

Forma de
identificacdo do
OGM em relacio ao
organismo selvagem
{macroscopica,
fenctipica ou
genotipica)

Fenotipagem (os alelos maodificados geralmente tem marcadores de facil identificacdo visual) afou
genctipagem por PCR ou HRM (high resolution melting).

httpsfintranetib.unicamp.briintranet/cibio/exiberelatorio. php?codrel atorio=2588&volta=meusrelatonios php#
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Origem [ procedéncia
do OGM
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Blackwell lab (Harvard University, EUA) e Caencrhabditis Genetics Center (University of Minnesota, EUA)

Classificacio de
risco do OGM

Tipo I

Organismo / Subprojeto

Nome comum do
OGM

Bactéria E. coli

Home cientifico do
OGM

Escherichia coli das cepas OP50, OP30-1, OP50-GFP, HT115(DE3), DH5a TOP10

Espécie de origem
do gene

Caenorhabditis elegans, Mus musculus & Homo sapiens

Gene/sequéncias
introduzido(as) ou
modificadas (Evitar
siglas)

- Fragmentos de genes de Caenorhabditis elegans para silenciamento por RNAi: dor-1, atf-5, skn-1, blmp-
1, daf-16, dpl-1, alt-3, =or-1, hlh-8, hpl-2, lin-15b, lin-35, w03f9.2, ceh-14, elg-5, sor-1, fos-1, gmeb-1,
hlh-8, lin-13, lin-39, nhi-77, pha-4, pqm-1, r02d3.7, snpc-4, lin-1, pos-1, unc-22, cco-1, impt-1, aak-2. -
Dicerl {Homo sapiens & Mus musculus) - Proteinas marcadoras: GFP (Aequorea victaria), RFP (modificado
de GFP), luciferase (Renilla & Firefly)

Vetor

L4440, pAD12, pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro, pLKO.1, pFRT/TO/FLAG/HA-DEST, pShuttle-IRES-hrGFP-1, pMir-
Report, pRL, pGIPZ, pGL3

Como resultado da
alteracio génica, o
OGM podera passa a
ser:

patogénico
produtor de toxina
virulenta/infeccioso
vantagem adaptativa

¥ nenhuma das anteriores

Funcides do gene

- Fragmentos de genes de Caenorhabditis elegans para silenciamento por RNAi: s30 fragmentas génicos
que quande clonados no MCS do vetor L4440 & expressos em bactérias E. coli HT115{DE3) d3o origem a
RMAs dupla-fita longos. Ao se alimentar dessas bactérias, oz RNAs s30 absorvidos pelos vermes,
processados pela maguinaria de RNAI e silenciam seus alvos complamentares. Este mecanismo & seguro &
nio oferece perigo & sadde humana ja que a absorcdo de RNA dupla-fita longo a partir do meioc ambients
nic acontece em mamiferas.

- Dicerl: enzima central no processamento de RMAs, Seu cDMA ou shRMNAs complementares serdo
clonados em wetores de express3c em ceélulas de sucariotos.

- Proteinas marcadoras: servem como controle de transfecgdo & para marcar células.

Forma de
identificacdo do
OGM em relacio ao
organismo selvagem
{macroscopica,
fenotipica ou
genotipica)

As bactérias transformadas pelos vetores acima apresentam resistaéncia a antibidticos que permitemn sua
selegio em relacdo 2 linhagem parental ndo transformada. Os clones selecionados serdo expandidos =
cengelados, Essas s3o praticas comuns em laboratdrios de biclegia molecular certificados com NB-1 e n3o
representam nenhum tipe de risco a sadde.

Origem/ procedéncia
do OGM

As cepas OP50, OP50-1, OP50-GFP e HT115(DEZ) foram obtidas do Casnorhabditis Genetics Center (CGC).
As cepas DHSa & TOP10 foram obtidas da Invitrogen.

Classificacdo de
risco do OGM

Tipo I

Organisma | Subproj

ato

Nome comum do
OGM

Camundongo

Nome cientifico do
OGM

Mus musculus

Especie de origem
do gene

Mus musculus, Homo sapiens, Bactericfago P1

Gene/sequéncias
introduzido(as) ou
modificadas (Evitar
siglas)

httpszifintranst.ib.unicamp.briintranst/cibic’exdberelatorio php? codrel storio=2588&volta=meusrelatonos php

- Tg{Adipo-cra)1Evdr: Transgene que expressa a Cre recombinase de bactericfage P1 sob o comando do
promotor de Adipog de camundonge; - DicerdoxP : Modificag3o genética (knock-in) em que os exons 20 e
21 do gene da Dicer do camundenge estdo flanqueados por sitios LoxP; - GenllexP : Medificacdo genstica
(knock-in) em que os exons 51 a 54 do gens Gonl do camundonge estio flanqueados por sitios LoxP; -
Tg(APPswe, PSEN1dES)8350bo = APP/PSEN1: Duple transgene que exprassa uma forma guimeérica
(camundonge/humana) do precursor amiléide (Mo/HuAPPESSswe) e um alelo mutante da presenilin 1
humana (PS1-dE%) ambes direcionados ao sistema nerveso central. - FVE-Tg(CAG-luc,~GFP)L2GE5Chea/d:
Expressa firefly luciferase e GFP dirigido pele promotor ubiquo CAG, Quantidade de animais importados: 1

pelie]
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machao & 2 fémeaas da linhagem. - B&(12954)-1132<tm1.1Bryc>/1: Possui sitios loxP flanqueando os exons
5-7 do gene da interleucina 33 (IL33). Quantidade de animais importados: 1 machos & 2 fémeas. -
B5.12956(SIL)-Faf21<tml.20jm >/1: Possui sitios loxP flangueando os exons 1-3 do gene fibroblast growth
factor 21 (Fgf21). Quantidade de animais importados: 1 machos & 2 fémeas, - B6.12954-
Il2rg<tmi1Wjl=/1: deficiente em IL-2Ry-chain. Quantidade de animais importados: 1 machos e 2 fémeas. -
CS57BL/6-GH{ROSA)265ar<tml{CAG-ECFP* /Rapgef3/Venus* )Kam: Exprassa o sensor de cAMP TEpacWV sob
o comando dos promotores GT{ROSA)2650r & CAG quando o cassete floxed-STOP & deletado pelo
cruzamenta com uma linhagem que expressa Cre. Quantidade de animais importados: 1 macho e 1 fémea.
- B&.129-Tg{Adipog-cre/Esr1*)1Evdr/]: Expressa Cre recombinase sob o comando do promotor de
adiponactina & & funcional apenas quando os animais s3o tratados com tamoxifeno. Quantidade de animais
importados: 2 machos. - B6.FWB-Tg(Ucpl-cra)1Ewvdr/]: Expressa Cre recombinase sob o comando do
promotor de Ucpl. Quantidade de animais importados: 2 maches. - B&(129X1)-Tg{Cd4-cre/ERT2)11Gnri/1:
Expressa Cre recombinase sob o comando do prometor de €04 = & funcional apenas quando os animais sdo
tratados com tamexifeno. Quantidade de animais importados: 2 maches. - B&(Cg)-Mir203<tm1.1Yir>=/1. O
locus do mir203 & flanqueado por dois sitios LoxP. Quantidade de animais importados ndo especificada
(crie-recuperagdo de linhagem)}. Machos e fémeas, - BE.129P2-ApoaltmiUnc/): Stock No: 002055, A
proteina ApoAl € deletada nestes animais atraves da substituigdo do exon 2 por um cassete resistents a
neomicina. Quantidade de animais importados: 1 mache e 2 fémeas. - BSN.1295-Pnpla2tm1Eek/1: Stock
MNo: 024278 - Estes camundongos possuem sitios lax-p flanqueando os exons 2 a0 7 do gens PnplaZ.
Quantidade de animais importados: 1 mache e 2 fémeas.

Vetor

As construgdes foram geradas em outros laboratérios por meio de bransfecgdo ou micro-injegde dos
fragmentos de DNA, resultando em recombinag3o homédloga ou inserc3o aleatdria, respactivamente.

Como resultado da
alteracic génica, o
OGM podera passa a
ser:

patogénico

produtor de toxina
virulento/infeccioso
wvantagem adaptativa

¥ nenhuma das anteriores

Funcdes do gene

Os transgenes inseridos gue carregam Cre recombinase ndo apresentam nenhum tipo de fungdo descrita
além de recombinar sitios LoxP. Esses animais ndo apresantam nenhum tipo de caracteristica fenctipica a
nac ser que cruzados com animais gue carregam alelos modificados contendo sities LoxP. Os sitios LoxP,
por outra lado, s& ndo recombinades, ndo causam alteracio descrita na expressio do gane hospedeiro,
Ciicer: RMase III responsavel pele processamento de miRNAs = siRNAs

GCN1: Proteina que se liga ao ribossomo 2 3 quinase GCN2, que fosforila e inibe eIF2a em resposta 2
restrigio de aminoacidos.

APP/PSENL: Genes mutantes gque resultam em risco elevado a doenca de Alzhaimer

Firefly luciferase: Enzima que reage com luciferina e produz luz.

IL23: interleucina envelvida em processos inflamatérios & imunes.

FiGF21: fator de crescimento envolvido em processos metabdlicos.

IL-2Ry-chain: proteina de células NK.

TEpacWV: sensor de AMP ciclico.

mir203: microRMNA com funcdo em grande parte desconhecida. Esta associado & cidncer de pale.

ApoAl: proteina envelvida no metabolismo de lipideos

Prnpla2: proteina envolvida no metabolismo de lipideas

Forma de
identificacio do
0OGM em relacio ao
organismo selvagem
{macroscopica,
fenotipica ou
genotipica)

Genotipagem e presenca dos alelos medificados.

Origem/ procedéncia
do OGM

UNIFESP e Jackson Laboratory

Classificacio de
risco do OGM

Tipo I

Resultados

Resumo dos
principais
resultados obtidos
no pericdo

httpsfintranetib.unicamp.briintranet'cibic/exiberslatorio. php T codrel atorio=258 &volta=meusrelatorios_php#

Os DGMs utilizados durante o anc de 2018 foram essenciais para a geragao de novos dados e publicagdo de
artigos. Apos cruzamento des camundonges MyfSCre & MyfSCreER com camundongos DicerdoxP & GenlloxP,
decidimos descartar essas linhagens pois essas estavam causando letalidade embriondria. Os camundongos
Ta(Adipo-cra)1Evdr também foram cruzados com GenlloxP para caracterizacdo, & dados estdo sendo
gerados com esses animais quanto ao seu fenctipo metabolico em resposta a diferentes tipos de dietas. Em
paralelo, animais Tg{Adipo-cre) 1Evdr; DicedoxP (AdicerkKO) continuaram a ser estudados extensivaments
em vares protocolos do laboratdric. Nossos estudos também se weltaram 2 andlise do tempo de vida,
resposta ao estresse oxidativo & térmico, desenvaolvimento, movimentac3o, fertilidade & outros parametros
fisiolégicos dos nematoides C. elegans gensticamente modificados. Por fim, bactérias gensticamente
modificadas foram usadas para a clonagem de genes e para 2 alimentacio de C. elegans & consequente
silenciamenta génico.
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Artigos publicactes
relacionados ao
projeto no periodo

1. Monte GG, Nani IV, de Almeida Campos MR, Dal Mas C, Marins LAN, Martins LG, Tasic L, Mori MA,
Hayashi MAF. Impact of nuclear distribution element genes in the typical and atypical antipsychotics effects
on nematode Casnorhabditis elegans: Putative animal model for studying the pathways comrelated to
schizophrenia. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. 2018 Dec 19:92:19-30.

2. de-Lima-Jinior 1C, Souza GF, Moura-Assis A, Gaspar RS, Gaspar JM, Rocha AL, Ferrucd DL, Lima TI,
Victdrio SC, Bonfante ILR, Cavaglieri CR, Parsja JC, Brunstto SQ, Ramos CD, Gelonazz B, Mori MA, Silveira
LR, Segundo GRS, Ropelle ER, Velloso LA, Abnormal brown adipose tissue mitochondrial structure and
function in IL10 deficiency. EBioMedicine, 2019 Jan;39:436-447,

3. da Silva I, da Costa Vieira R, Stella C, Loturce E, Carvalho AL, Weo C, Neto C, Silva SM, D'Amara P,
Salzgeber M, Matos D, Silva CR, Oliveira JR, Rabela I, Yamakawa P, Maciel R, Biscolla R, Chiamalera M,
Fraietta R, Reis F, Mori M, Marchioni D, Carioca A, Maciel G, Tomicka R, Baracat E, Silva C, Granato C, Diaz
R, Scarpellini B, Egle [, Fiegl H, Himmel I, Trei C, Nagourney R. Inborn-like arrors of metabelism are
determinants of breast cancer risk, dinical response and survival: a study of human biochemical
individuality. Oncotarget. 2018 Aug 3;9(60):31664-31681.

4, Pinte 5, Sato VN, De-Souza EA, Ferraz RC, Camara H. Pinca APF, Mazzotti DR, Lowa MT, Tonen G,
Lopes-Ramos CM, Parmigiani RE, Wurtele M, Massirer KB, Mori MA, Enoxacin extends lifespan of C. elegans
by inhibiting miR-34-5p and prometing mitohormesis, Redox Biol. 2018 Sep;18:84-%2. Mafra FF, Gattai PP,
Macedo MM, Mori MA, Araujo RC. The angiotensin-I-converting enzyme insertion/deletion in polymorphic
element codes for an AluYaS RMA that downregulates gene exprassion, The Pharmacogenomics Joumal.
2018 Online.

5. Otton R, Bolin AP, Ferreira LT, Marinovic MP, Rocha ALS, Mori MA. Polyphenol-rich green tea extract
improves adipose tissue metabolism by down-regulating miR-335 expression and mitigating insulin
resistance and inflammation. 1 Nutr Biochem. 2018 Apr 7;57:170-179. 2.

&.  Mori MA, Editorial: Non-Coding RNAs: Entwining Metabolism and Aging. Frent Endocrinel (Lausanne).
2018 Mar 19;9:111.

7. Sardeli AV, Komatsu TR, Mori MA, Gaspari AR, Chacon-Mikahil MPT. Resistance Training Prevents
Muscle Loss Induced by Caloric Restriction in Obese Elderdy Individuals: A Systematic Review and Mata-
Analysis. Nutrents. 2018 Mar 29;10(4). pii: E423.

8.  Marinovic MP, Campeiro JD, Lima SC, Rocha AL, Mering MB, Oliveira EB, Mori MA, Hayashi MAF
Crotamine induces browning of adipose tissue and increases energy expenditure in mice, Sci Rep. 2018 Mar
22;8(1}:5057.

9.  Ludwig RG, Rocha AL, Mori MA. Circulating molecules that control brown/beige adipocyts
differentiation and thermogenic capacity. Cell Biol Int. 2018 Jan 31. Review.

Dissertagoes de
mestrado em
andamento

1.
Sweta Sarmah. Identificacdo de novos reguladores da axpress3o DAF-16/FOX0, Inicio: 2018, Dissertagdo
(Mestrado am Genética e Biologia Molecular) - Universidade Estadual de Campinas, Coordanagdo de
Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superion {Orientadar).

2.

Willian Goulart Szlgusire. Estudo dos efeitos fisiclégicos & de sua heranga transgeracional induzidos pele
excesso de colesterol na dieta de Caenorhabditis elegans. Inicio: 20138, Dissertacio (Mestrado profissional
am Geneética e Biologia Molecular) - Universidade Estadual de Campinas. (Orientadaor).

3.
Guilherme Tenen. Investigagio da interacdo de Dicer com a via de sinalizag3o de NAD+ no contexto do
metabolismo e do envelhecimanto em C. elegans. Inicio: 2017, Dissertagdo (Mestrado em Genética e
Biologia Molecular) - Universidade Estadual de Campinas, Coordenagdo de Aperfeigoamento de Pessoal de
Nivel Superion. (Orientador).

4,
Thiago Leite Knittel. Caracterizacdo de Alteracdes Proteicas Tecido-Especificas com o Envelhecimento  a
Restricio Calorica em C. Elegans. Inicio: 2017. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) -
Universidade Estadual de Campinas, Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
{Orientadar}.

Teses de doutorado
em andamento

Raissa Guimarides Ludwig. Varredura e caracterizacdo de moléculas circulantes que afetam o gasto
energetico. Inicio: 2018, Tese (Doutorado em Genstica e Biclogia Melecular) - Universidade Estadual de
Campinas, Fundacdc de Ampare 3 Pesquisa do Estado de S3o Paulo. (Orientador).

2.

Gerson Profeta de Souza. TRIAGEM E GQR.I‘\CTERIZAQEO DE COMPOSTOS FLUORDQUINDL&JN]COS E SUA
INFLUENCIA SOBRE A BIOGENESE DE miRMAs. Inicio: 2018, Tese (Doutorado em Genstica = Biclogia
Molecular) - Universidade Estadual de Campinas, Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo.
{Orientador}.

3.
Deisi Lilian Braga. Caracterizacdo em C. elegans de Novos Genes Emvalvides no Envelheciments & nos
Mecanismaos Conservados de Miméticos de Restrigdo Dietética. Inicio: 2018, Tese (Doutorado em Genética e
Biclogia Molecular) - Universidade Estadual de Campinas, Fundacio de Amparo 3 Pesquisa do Estado de
Sdo Paule. (Crientador).

4,
Henrigue Camara. Desvendando Macanismeos de Contrele da Longevidade por RNAs Mowveis. Inicio: 2017,

hitpszifintranet.ib.unicamp.briintranst/cibic’exberelatono. php? codrel storo=2588&volta=meusrelatonos php 49
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Tese (Doutorado em Genetica e Biologia Melecular) - Universidade Estadual de Campinas, Fundagdo de
Amparo a Pesquisa do Estado de S8o Paulo. (Orvientador).

5.
Andréa Livia Silva Rocha, Papel de Dicer em Adipdcitos Controlando a Fungdo Imune & a Ativagdo das
Calulas Beges no Tecido Adiposo. Inicio: 2017, Tese (Doutorado em Genética & Biclogia Maolecular) -
Universidade Estadual de Campinas, Fundag3o de Amparo a Pesquisa do Estade de S8o Paulo. (Orientador).

6.
Silas Pinto da Silva. Estudo dos efeitos de Dicer sobre a fungdo mitocondrial, o metabalismeo 2 o
envelhecimento em nematoides C. elegans. Inicio: 2017, Tess (Doutcrado em Genética = Biologia
Malecular) - Universidade Estadual de Campinas, Fundacdo de Ampare & Pesquisa do Estado de S3o Paulo.
[Orientadar).

7.
Baatriz Alves Guamra. Estude do Papel da Proteina GCN1 na Génese de Dosngas Metabolicas em
Camundongas. Inicio: 2015, Tese (Doutorado em Ciéncias Biologicas (Biclegia Malecular)) - Universidade
Federal de S3o Paulo, Fundasdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S3o Paulo. (Crientador).

Teses defendidas no

1.
Juliana Ramirez Arruda. Metansdlise & Caracterizacdo de Novos miRMAs com Fungdo no Envelhecimento de
Nematoides C. elegans, 2018, Dissertacdo (Mestrado em Genstica & Biclogia Melecular) - Universidade
Estadual de Campinas, . Orientador: Marcele Alves da Silva Mori.

2.
Raissa Guimaries Ludwig. Caracterizagdo Metabelica de Adipdditos em Resposta ao Soro de Rosedores
Submetidos 2 Restrigdo Distética, 2018, Dissertagio (Mastrado em Genética e Biclogia Malecular) -
Universidade Estadual de Campinas, Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado de S3o Paulo. Orientador:
Marcela Alves da Silva Mori.

Gloria Alejandra Galle Enamorado. Caracterizagio Estrutural da Preteina CSM2, uma proteina do sistema
CRISPR-Cas. 2018, Tese (Doutorado em Bictecnolegia) - Universidade Federal de S3o Paule, Coordenacic
de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superion Orientador: Marcelo Alves da Silva Mori,

Relacionar os nomes, CPF, formacio profissional, titulacdo e capacitacdo em biosseguranca da equipe técnica
envolvida no trabalho com OGM e seus derivados, apresentando curriculum vitae de cada participante que nao estiver

inscrito na Plataforma Lattes,

Membro da equipe

profissional

Nome Carlos Alberto Vergani Junior
CPF (Apenas 41602475806

nameros)

Email cavergani@hotmail .com
Formacao

Ensing superior complato

Titulagao

Bacharel em Ciéncias Biomedicas

Treinamento am
biosseguranca no
periodo

Treinado pela Dra. Elzira E. Saviani (técnica do LaBE = funcionaria da Gestio Ambiental), pele Sk Luiz
Henrigque Gonzaga Ribeire (facilitadeor de residucs de DBET) & pelo Prof. Marcele A. Mori em guesties de
biossaguranca.

Membro da equipe

profissional

Nome Narayana P. B. Fazelini
CPF (Apenas

. 07088063689
nimeros)
Email narafazolini@gmail.com
Formacio

Doutorado

Titulacio

Doutor em Ciéncias

Treinamento em
biosseguranca no
pericdo

Treinada pela Dra. Elzira E. Saviani (técnica do LaBE = fundionaria da Gest3o Ambiental), pele Sr Luiz
Henrigue Gonzaga Ribeire (facilitador de residucs do DEET) e pelo Prof. Marcele A. Mori em guestdes de
biossaguranca.

Membro da equipe

Nome Dreisi Lilian Braga
CPF (Apenas

. 023053244193
namearos)

https:/fintranet ib. unicamp. briintranet/cibicfexiberelatorio. php T codrel storio=2588volta=meusrelatonos_php
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Email

INTRANET IB

braga.deisi@gmail.com

Formacao
profissional

Ensing Superior Completo

Titulacio

Bacharal em Ciéncias Biomédicas

Treinamento em
biosseguranca no
pericdo

Treinada pela Dra. Elzira E. Saviani (técnica do LaBE e fundionaria da Gest3o Ambiental), pele Sr Luiz
Henrigue Gonzaga Ribeire (facilitador de residucs do DBET) e pelo Prof. Marcele A. Mori em guestdes de
biossaguranga.

Membro da equipe

profissional

Nome Luiz Osdria Leiria
CPF (4

PF( penas 82635196087
nimeros)

Email loleiria@gmail.com
Formacao

Doutorada

Titulacdo

Daoutor em Ciéncias

Treinamento em
biosseguranca no
pericdo

Foi treinado no exterior (Joslin Diabetes Canter) no usa de OGMs nos niveis NB-1 & NB-2. Tem 8 anos de
experiéncia na area de biologia molecular utilizando transgénicos & outros OGMs.

Membro da equipe

profissional

Nome Gabriel Palermo Ruiz
CPF (Apenas

. . 45807254307
nimeros)
Email gpalermoruiz@gmail .com
Formacio

Ensino Medio Completo

Titulacio

Cursando Bacharelade em Biomedicina

Treinamento em
biosseguranca no
pericdo

Treinade diretamente pelo Prof. Marczlo A. Mari em questies de biosseguranga

Membro da equipe

profissional

Nome Carolina Mie Kawagosi Onodera
CPF (Apenas

. N 37411627879
nimeros)
Email kawagosi.mis@gmail.com
Formacao

Ensino Superior Completo

Titulagao

Mestre em Ciéncias

Treinamento em
biosseguranca no
periodo

Treinada diretamente pelo Prof. Marcalo A. Maori am questias de biosseguranca

Membro da equipe

profissional

Nome Willian Goulart Salgueiro
CPF (A

PF (Apenas 02744142018
nimeros)

Email willian_cgs@ hotmail.com
Formacao

Ensino Superior Completo

Titulacdo

Bacharal am Ciéncias Farmacéuticas

Treinamento em
biosseguranca no
periodo

Treinado diretamente pelo Prof. Marcalo A, Mari em questdes de bicsseguranca

Membro da equipe

Nome

Danilo Lopes Ferrucci

https:/fintranet ib. unicamp. briintranet/cibicfexiberelatorio. php T codrel storio=2588volta=meusrelatonos_php
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CPF (Apenas 31085017300
nimeros)
Email daniloferrucci@yahoo.com.br
Formacao

profissional

Doutorado

Titulagao

Doutor em Ciéncias

Treinamento em
biosseguranca no
pericdo

Treinado diretamente pelo Prof. Marcelo A. Mori em questdes de biosseguranca

Membro da equipe

profissional

Home Juliano Quintella Dantas Redrigues
CPF (Apenas

R R 28273887320
nimeros)
Email quintella.juliano@gmail.com
Formacao

Doutorado

Titulagao

Coutor em Ciéncias

Treinamento em
biosseguranca no
pericdo

Treinado diretamente pelo Prof. Marcelo A, Mori em questdes de biosseguranca

Membro da equipe

profissional

HNome Raissa de Paula Moro
CPF (A

PF (Apenas 41849799806
nimeros)
Email mouraissa@gmail.com
Formacao

Ensino Superior Completo

Titulagao

Bacharal em Ciéncias Biomedicas

Treinamento em
biosseguranca no
pericdo

Treinado diretamente pelo Prof. Marcelo A, Mori em questdes de biosseguranca

Membro da equipe

profissional

Nome Guilherme Tonon

CPF (A

PF( penas 39800510800

numeros)

Email tonon.guisilva@gmail .com
Formacao

Ensing Medio Completo

Titulagao

Cursando Ciéncias Biomedicas

Treinamento em
biosseguranca no
pericdo

Treinado diretamente pelo Prof. Marcelo A, Mori em questdes de biosseguranca

Membro da equipe

profissional

Nome Thiago Leite Knittel
CPF (Apenas 36828353854
nimeros)

Email tknittinho@ hotmail.com
Formacao

Ensing Medio Completo

Titulagao

Cursando Ciéncias Biomédicas

Treinamento em
biosseguranca no
pericdo

Treinado diretamente pelo Prof. Marcelo A. Mori em questdes de biosseguranca

https:ifintranet ib.unicamp. briintranet/cibiofexiberelatorio php? codral atorio=2588volta=meusrelatorios_php
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Membro da equipe

INTRAMET IB

profissional

Nome Raissa Guimarides Ludwig
CPF (A

PF (Apenas 35641847836

nimeros)

Email raissa.gludwig@gmail .com
Formacio

Superior Completo

Titulagao

Mestre em Ciéncias

Treinamento em
biosseguranca no
pericdo

Treinada diretamente pelo Prof. Marcalo A, Mori em questies de biosseguranca

Membro da equipe

profissional

HNome Andréa Livia Rocha
CPF (Apenas 01047851440
nameros)

Email andrearctcha@live.com
Formacao

Superior Completo

Titulagdo

Mestre em Ciéncias

Treinamento em
biosseguranca no
pericdo

Treinada diretamente pelo Prof. Marcelo A. Mori em questdes de biosseguranca

Membro da equipe

profissional

HNome Silas Pinto da Silva
CPF (Apenas

- . 31732194856
nimeros)
Email silasD08@gmail.com
Formagcao

Superior Completo

Titulagdo

Mestre em Ciéncias

Treinamento em
biosseguranca no
pericdo

Treinado diretamente pelo Prof. Marcelo A, Mori em questdes de biossegurancga

Membro da equipe

profissional

Nome Henrique Camara

CPF (A

PF (Apenas 41970278854

numeros)

Email henriguecamara.45@@gmail.c
Formagcao

Superior Completo

Titulagdo

Mestre em Ciéncias

Treinamento em
biosseguranca no
pericdo

Treinado diretamente pelo Prof. Marcelo A, Mori em questdes de biossegurancga

Membro da equipe

profissional

MNome Baatriz Alves Guerra

CPF (Apenas 34832093878

namearos)

Email bia.a.guermra@hotmail.com
Formacao

Superior Completo

Titulacio

Mestre em Ciéncias

Treinamento em

Treinada diretamente pelo Prof. Marcelo A, Mori em questdes de biosseguranga

https-ifintranst ib.unicamp. briintranst/cibic’exdberelatoio php? codrel storio=258&volta=meusrelatonos phpE

8

54



280672019 INTRANET IB

biosseguranca no
pericdo

Membro da equipe

Nome Elzira Elisabeth Sawviani

CPF (Apenas

. 08276235859
nimeros)

Email esaviani@unicamp.br

Formagao

. Ciencias Biclogas - PUC CAMPINAS
profissional

Titulacio Doutorado em Biclogia Vegetal - UNICAMP

Treinamento em

_ Trabalhou no Laboratério da Profa. Ione Salgado por muitos anos em Nivel de Biosseguranga 1, porém
biosseguranca no

periode obteve treinamento na pratica, nunca formal.

Membro da equipe

Nome Marcela A, Mori

CPF (Apenas 25457455841
nimeros)

Email morima@unicamp.br
Formacao

profissional Superior Completo

Titulagao Doutor em Cigncias

Trei & -
-remamen @ em Foi treinado no exterior (Joslin Diabetes Centar) no uso de OGMs nos niveis NB-1 & NB-2. Temn 15 anos de
biosseguranca no

periodo experiéncia na area de biclogia molecular utilizando transgénicos 2 cutros OGMs.

Termo de responsabilidade

Resolugdo Nermativa NO 1, de 20 de Junhe de 2006 (it s ctnbio gow brfindes. php/ content/vice /3486 htm|)

¥ Li e cumprirei a Resolugdo Normativa N2 1/2006

Resolugdo Normativa NO 2, de 27 de novembro de 2006
(Bttpu/ S, cbnbio.aov. brfindex php'content/view/321 2 himl)

¥ Li e cumprirei a Resolucio Normativa N2 2/2006

Diretrizes Gerais para ¢ Trabalho em Contengdo com Agentes Biolegicos
(http: /S ib. unicamp. br/comissoes/sites/ v ib. unicamp.br. comissoes/ files/ DiretrizesAganBiclogicos 2010 3Edic.pdf)

#| Estou ciente

Classificagdo de Risco dos Agentes Bislagicos
¥ Estou ciente

Comprometo-me a dar treinamento especializade adequado ao nivel de biosseguranca a equipe que participa deste projeto.

¥ Confirmo

Comprometo-me a, em caso de qualguer acidente cu contaminacdo ou liberacdo acidental envolvendo ofs) OGM(s) do projeta,
notificar imediatamente a CIBio/IB-UNICAMP
¥ Confirmo

Comprometo-me a solicitar nova aprovagic a ClBio sempre que ocorra alteragado significativa nos objetivos, procedimentos =
instalagdes aprovadas.

¥ Confirma

Comprometo-me a encaminhar 3 CIBic um relatério anual de andamento de projeto aprovado até 15 de feversiro de cada anc.
¥ Confirmar

¥ Tudo gue foi declarado & a absoluta express3o da verdade. Estou ciente de gue o eventual ndo cumprimento das Resolugdes

Normativas da CTNBio & de minha total responsabilidade e que estarei sujeito 3s punigdes previstas na legislagdo em vigon

htips:fintranet.ib.unicamp.briintranet/cibic/exiberelatoric. php T codrel atorio=258&volta=meusrelatorios. php e
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2) Declaracdo de que a dissertacdo ou tese nao infringe os dispositivos da lei n° 9610/98, nem

o direito autoral de qualquer editora.


http://www.ib.unicamp.br/pos/sites/www.ib.unicamp.br.pos/files/direitos_autorais.doc
http://www.ib.unicamp.br/pos/sites/www.ib.unicamp.br.pos/files/direitos_autorais.doc

Declaragao

As coépias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, ja publicados ou submetidos
para publicacdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a arbitragem, que
constam da minha Dissertagdo/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada A HERANCA
INTERGERACIONAL INDUZIDA POR ALTOS NIVEIS DE COLESTEROL EM C. elegans
E DEVIDO A VITELOGENINA E CONTROLADA POR miRNAS, ndo infringem os
dispositivos da Lei n.” 9.610/98, nem o direito autoral de qualquer editora.

Campinas, 28/08/2020

Assinatura : U\“nn \ 6:.(“4'« »

Nome do(a) autor(a):MlﬁnAGon‘l’a'ﬁ\Salgueiro
RG n.? 2106546753

—— - = i —
— rr————

Assinatura :
Nome do(a) orientador(a): Marcelo Alves da Silva Mori

RG n.° 32684904x
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