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RESUMO
EFEITO DO KNOCKDOWN GENICO DA ELOVL5 SOBRE O
DESENVOLVIMENTO E METABOLISMO LIPiDICO EMBRIONARIO
AUTORA: Franciele Lanzarini
ORIENTADOR: Prof. Dr. Mateus José Sudano

Uruguaiana — RS

Sabe-se que os lipidios sdo parte fundamental da célula embrionaria, seja
para reservas energéticas, fungdes de sinalizagao celular, composicdo de bicamada
lipidica, permeabilidade celular, entre outros. A estreita ligagio dos lipidios com a
baixa criotolerdncia de embrides produzidos in vitro, estimulou grupos de estudo a
compreender melhor o papel dos lipidiosno embrido, visto que representa um
gargalo para a eficiéncia da técnica de produgdo. Embora muito tenha sido
esclarecido, ainda fica o questionamento de o porqué os embrides com maior
actmulo lipidico refletem uma baixa qualidade e competéncia. Deste modo, o
objetivo do presente trabalho foi estudar o envolvimenio da enzima ELOVLS
(membro da familia ELOVL, responsavel pelo alongamento de lipidios}) no
metabolismo lipidico e desenvolvimento. Qdcitos imaturos (n = 2943) foram
recuperados de ovarios originados de abatedouro e maturados, fertilizados e
cultivados in vitro sob condigbes padrao. A clivagem foi registrada no dia 3 apos a
fertilizag&o, e os tratamentos dos experimentos | e Il foram realizados no dia quatro
apods a fertilizacao. O objetivo do Experimento | foi testar a efetividade do ensaio de
Morfolino (Mo} e toxicidade das substéncias que compunham os tratamentos em
questao que foram administrados em meio de culitura dos embrides. No Experimento
|, 345 odcitos foram distribuidos em 3 grupos, o primeiro grupo recebeu um
tratamento composto de Mo acoplado a sonda fluorescente mais Endoporter (EP;
Mo-+EP); o segundo grupo recebeu Mo acoplado a sonda fluorescente sem adicao
do EP (Mo-EP), e o terceiro grupo recebeu um tratamento composto de PBS (meio
de diluicdo) como Controle. Nos dias 7 e 8 do culiivo, foram coletados os
blastocistos expandidos, totalizando 87 estruturas, as quais foram submetidas a
analise de fluorescéncia. O desenvolvimento embrionario, a intensidade de
fluorescéncia e o numero total de células foram analisados com ANOVA usando o

procedimento de modelo linear misto generalizado (GLIMMIX) com o pacote de



software estatistico SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, EUA) apés a confirmacgao de que
os dados foram distribuidos normalmente e as varidncias foram homogéneas. O
tratamento do Experimento | (Placebo, ensaio Mo, EP), dose do BSA do
Experimento | (100 pg/mL vs. & mg/mL), e interagdes de primeira ordem foram
considerados efeitos fixos, enquanto as replicagdes foram consideradas efeitos
aleatérios. Se a ANOVA foi significativa, as médias foram analisadas usando o teste
de probabilidade de diferengas individuais (PDIFF). Os dados sdo relatados como
médias dos minimos quadrados + SEMs. Na auséncia de interacdo tratamento*dose
do BSA, apenas os efeitos principais foram apresentados. O grupo que recebeu
Mo+EP, exibiu a maior (P<0,05) intensidade de fluorescéncia em comparagio aos
outros grupos. As taxas de producgéo embrionaria foram semelhantes (P>0,05) entre
0s grupos. O objetivo do experimento 1l foi observar o efeitio do bloqueio temporario
de ELOVLS no metabolismo lipidico, onde a quantificacdo dos lipideos
citosplasmaticos, avaliagdo dos aumentos e redugdes de espécies lipidicas
especificas, bem como o efeito sobre o desenvolvimento embrionario inicial foram
realizados. No Experimento Il, 2.598 odcitos foram divididos em trés grupos. O
primeiro grupo recebeu Mo especifico para ELOVLS bovino e EP diluido em PBS
(ELOVL5Mo); O segundo grupo recebeu Mo especifico para o gene humano e ndo
presente em bovino associado ao EP e ao PBS diluido (Controle da técnica); O
terceiro grupo recebeu apenas PBS (Controle bioldgico, definido como Placebo). Os
blastocistos expandidos foram coletados e submetidos a preparagdo das amostras
de acordo com as necessidades dos testes analiticos realizados. Na
imunolocalizagao de proteina (n= 16 a 25 por grupo), o grupo ELOVLS Mo
apresentou elevada (P<0,05) abundancia para a proteina ELOVL5 quando
comparado aos demais grupos, os quais ndo diferiram entre si (P>0,05). Na analise
semi-quantitativa do conteddo lipidico (n= 15/grupo) foi observada uma elevagéo
marcante (P<0,05) da quantidade de gotas lipidicas citoplasmatica nos embrides do
grupo ELOVLS Mo comparado aos demais grupos. Adicionaimente, na anélise de
perfil lipidico (n= 15/grupo) através daespectromeiria de massas por
ionizagdo/dessorcédo de matriz assistida a laser (MALDI-MS), foi possivel constatar
uma individualizagdo dos grupos com pouca sobreposi¢do das amostras na analise
discriminante dos quadrados minimosparciais (PLS-DA) e uma redugao (P<0,05) na
abundancia de especies lipidicas encontradas no grupo ELOVL5 Mo comparada

com o grupo Placebo. Especulamos que houve a ocorréncia de um possivel efeito



compensatorio de rebote no grupo ELOVLS Mo, visto que tanto a proteina como os
lipidios citoplasmaticos apresentaram-se elevados, enquanto que a abundancia
relativa de espécies lipidicas especificas estava reduzida no perfil lipidico dos
blastocistos ELOVLS5 Mo. Conclui-se que a ELOVLS esta envolvida no metabolismo

lipidico de embrides bovinos durante o periodo de desenvolvimento inicial.

Palavras chave: ELOVLS; embrido; knockdown; lipidios, desenvolvimento

inicial.



ABSTRACT

EFFECT OF GENEKNOCKDOWN ELOVL5 ON EMBRYONIC LIPID
DEVELOPMENT AND METABOLISM

AUTHOR: Franciele l.anzarini
ORIENTING PROFESSOR : Prof. Dr. Mateus Jose Sudano
Uruguaiana - RS, march 14, 2019.

It is known that lipids are a fundamental part of the embryonic cell, either for
energy reserves, cell signaling functions, lipid bilayer composition, cell permeability,
among others. The close link of lipids with the low cryotolerance of embryos
produced in vitro stimulated research groups to betier understand the role of lipids in
the embryo. Although much information of embryo lipids has been documented, the
question remains as to why the embryos with the greaterlipid accumulation reflect a
poor quality and competence. Thus, the objective of the present study was to study
the involvement of ELOVLS enzyme (member of the ELOVL family,responsible for
lipid elongation) in lipid metabolism and development. Immature oocytes (n = 2943)
were recovered from ovaries from slaughterhouse and matured, fertilized and
cultured in vitro under standard conditions. Cleavage was recorded on day 3 after
fertilization, and the treatments of experiments | and il were performed on day four
after fertilization. The objective of Experiment | was to test the effectiveness of the
Morfolino (Mo) assay and toxicity of the substances composing the treatments in
question that were administered in embryo culture medium. In Experiment [, 345
oocytes were distributed in 3 groups, the first group received a treaiment consisting
of Mo coupled to the fluorescent probe plus Endoporter (EP; Mo + EP); the second
group received Mo coupled to the fluorescent probe without EP addition (Mo-EP);
and the third group received a treatment consisting of PBS (dilution medium) as
Control. On days 7 and 8 of the culture, the expanded blastocysts were collected,
totalizing 87 structures, which were submitted to fluorescence analysis.The objective
of experiment Il was to observe the effect of the temporary blockade of ELOVLS on
the lipid metabolism, where the quantification of the cytosplasmatic lipids, evaluation
of the increases and reductions of specific lipid species, as well as the effect on the

initial embryonic development were performed. In Experiment [, 2,598 cocytes were



divided into three groups. The first group received specific Mo for bovine ELOVLS
and EP diluted in PBS (ELOVL5 Mo); The second group received Mo specific for
human gene and not present in bovine associated with EP and diluted PBS (Control
of technique); The third group received only PBS (Biological Control, defined as
Placebo). The expanded blastocysts were collected and submitted to the preparation
of samples according to the needs of the analytical tests performed.Embryonic
development, fluorescence intensity and total number of cells were analyzed with
ANOVA using the generalized linear mixed-model procedure (GLIMMIX) with the
statistical software package SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA) after confirmation
that the data were normally distributed and the variances were homogeneous.
Treatment (Placebo, Mo Assay, EP), BSA dose (100 mg / mL vs. 5§ mg / mL}, and
first-order interactions were considered fixed effects, while replication was considered
random effects. If the ANOVA was significant, the means were analyzed using the
Iindividual Differences Probability (PDIFF) test. Data are reported as means of least
squares £ SEMs. In the absence of interaction treatment * dose of BSA, only the
major effects were presented. The group receiving Mo + EP, exhibited the highest (P
<0.05) fluorescence intensity compared to the other groups. Embryo production
rates were similar (P> 0.05) among groups. In the protein immunolocalization (n = 16
to 25 per group), the ELOVLS Mo group presented highest (P <0.05) abundance for
the ELOVLS5 protein when compared to the other groups, which did not differ among
them (P> 0.05). In the semi-quantitative analysis of the lipid content (n = 15 / group)
a marked increase (P <0.05) in the number of cytoplasmic lipid droplets was
observed in ELOVL5 Mo embryos compared to the other groups. Additionally, in the
lipid profile analysis (n = 15 / group) through mass spectrometry by ionization /
desorption of laser assisted matrix (MALDI-MS), it was possible to observe an
individualization of the groups with little overlap of the samples in the discriminant
analysis of the least partial squares (PLS-DA) and a reduction (P <0.05) in the
abundance of lipid species found in the ELOVL5 Mo group compared to the Placebo
group. We speculated that there was a possible compensatory effect in the ELOVLS
Mo group, since both the protein and the cytoplasmic lipids were elevated, while the
relative abundance of specific lipid species was reduced in the lipid profile of ELOVL5S
Mo blastocysts. It is concluded that ELOVLS is involved in the lipid metabolism of
bovine embryos during the preimplantation development.

Keywords: ELOVL5; embryo; knockdown; lipids; initial development.
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1 INTRODUGAO

A PIVE (Produgéo In Vitro de Embrides) bovinos iniciou no Brasil na década
de 1990 culminando nos primeiros nascimentos de bezerros em meados de 1994
apos a aprovacao de um projeio de inovacgao tecnoldgica financiado pela FAPESP
(Fundagdo de Apoio a Pesquisa do Estado de Sao Paulo), e pelas empresas
Beabisa Agricultura Ltda e Gertec Tecnologia de Embribes, localizadas no estado de
Séao Paulo. Em 2017, o Brasil registrou a maior produgéo mundial de embrides,
cerca de 280.000 embrides/ano, representando em forno de 62% do total mundial
(lets, 2016)Grande parte deste sucesso se deve ac tamanho expressivo do rebanho
bovino brasileiro, que conta com cerca de 215 milhées de cabecas, segundo dados
da Fao (2017), e a caracteristica do rebanho zebuino predominante, relacicnada a
alta produgao de odécitos por coleta.

Desde o inicio de sua utilizagdo, a técnica vem sendo constantemente
aprimorada, permitindo novas oportunidades para produtores, podendo superar a
infertilidade do rebanho e aumentar a disseminagdo de animais com alto mérito
genético, favorecendo ainda a comercializagao internacional de embrides. Ainda,
pelofato de o desenvolvimento embrionario inicial de bovinos e outros mamiferos
seja semelhante, embrides bovinos podem ser utilizados como sistema modelo para
o estudo da embriogénese em diversas espécies, inclusive humanos.

Apesar dos varios estudos acerca da técnica, muitos pontos ainda seguem
incompreendidos, como a criopreservacido de embrides. Apesar de ser primordiai
para o avango da técnica, o processo de criopreservagdo expbde o embrido a
condicdes extremas, levando a perdas importantes, e, portanto, representando um
gargalo significativo para ampla disseminacgdo da técnica de PIVE. Sabe-se que a
crioinjuria esta intimamente relacionada ao conteldo lipidico embrionario, carecendo
de maiores estudos para compreender o seu papel no organismo embrionario.

Alguns estudos foram essenciais para definir alguns conceitos ja bem aceitos
pela comunidade cientifica, como o de Farin ef al., (2004), que definiu “A Sindrome
da Prole Gigante”, fendémeno observado quando da suplementacdo de Soro Fetal
Bovino (SFB) em meio de cultura; a feoria do embrido silencioso de Leese (2002),
que descreve que embrides de melhor qualidade s8oc os que apresentam um
metabolismo mais lento, geralmente originados de producéo in vivo, diferentemente
dos in vifro, que demonstram um metabolismo mais acelerado e menores taxas de

sobrevivéncia.
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Sabendo que o acUmulo lipidico em embrides provoca uma baixa fluidez de
membrana, representando um impedimento para penetracdo do crioprotetor no
embrido criopreservado, levando a criocinjuria, e elevadas taxas de morte embrionaria
pds descongelamento, Analisamos as fungtes dos lipidios para a célula, e nos
deparamos uma familia de enzimas chamada ELOVL (elongases de acidos graxos
de cadeia muito longa), € composta de 7 membros. Cada um desses membros
promovem o alongamento de lipidios especificos em mamiferos, adicionando duas
moléculas de carbono ao final da cadeia carbonada de Aacidos graxos de cadeia
muito longa (Bond ef al., 2016). Esse processo faz parte da biosintese de acidos
graxos, e, portanto, & essencial para o funcionamento homeostatico da célula.
Segundo Carvalho e Recco-Pimentel (2013), acidos graxos contendo cadeias
carbbnicas mais longas conferem menor fluidez para as membranas. Considerando
que a enzima ira promover um alongamento adicional em lipidios que ja possuem
uma cadeia muito longa, elas representam um agravante para a reducéo da fluidez
da membrana do embrido. Desta maneira, observamos que a enzima ELOVL5 é
responsavel por alongar os lipidios presentes em odcitos bovinos (16 a 20
carbonos), e devido a sua fungdo provocar a reducdo da fluidez de membrana,
tornou-se objeto do presente estudo. Até o momento, nosso grupo foi o primeiro a
estudar a relagéo desta com lipidios de embriGes bovinos produzidos in vitro. Deste
modo, estudaremos o comportamento dos lipidios embrionarios frente ao bloqueio
temporario da ELOVLS.

2.  CAPITULOI

21 EMBASAMENTO TEORICO

2.1.1 Competéncia e viabilidade embriondria

De um modo geral, a producéo in vifro de embrifes visa a formagdo de uma
nova progénie a fim de acelerar a expansdo de material genético de exceléncia.
Para que este objetivo seja atingido, existem muitas etapas a serem vencidas. Sirard
et al. (2006) descreve os cinco niveis de competéncia. Eles representam os
principais passos que caracterizam a competéncia de desenvolvimento, que sio:
retomada da meiose; clivagem apos a ferlilizagdo; evolugdo para o estagio de
blastocisto; inducdo a prenhez e leva-la a termo; desenvolvimento a termo em boa
salde. Ainda ressalta que cada um desses niveis sdo eventos separados e o

sucesso nos primeiros eventos nao garante o sucesso dos subsequentes.



16

E importante destacar que os sistemas de produgdo de embries —~ in vitro e
in vivo - sao fatores decisivos sobre a taxa de sobrevivéncia embrionaria. Rizos ef al.
(2002) demonstra que oocitos maturados /n vivo sdo mais competentes do que
aqueles maturados in vifro, e essa afirma¢io podemos ver refletida nas atuais taxas
de produgdo embrionaria de 30% a 40% quando produzidos in vitrocontra 70% a
80% quando produzidos in vivo. Tal diferenca é decorrente de miuiltiplos fatores
oriundos da PIVE, que inicia na selegao dos odciios e se estendem durante todas as
etapas de manipulacgdo in vitro.

Atualmente, muitos embrioclogistas definem o embrido de qualidade
baseando-se em aspectos morfocinéticos, utilizando estereomicroscépio, e
comparando a tabela definida pela International Embryo Technology Society (IETS),
que estabelece as fases do desenvolvimento embrionario para sua classificagao.
Para Farin et a/.(1999), a avaliagdo morfolégica acontece de forma muito subjetiva e
pode variar entre os avaliadores.

Para minimizar essa subjetividade, softwares para avaliagdo morfolégica de
blastocistos estdo sendo desenvolvidos e aprimorados, onde o programa de
computador & abastecido com imagens de blastocistos em diferentes graus, e, por
comparacéo, ele pode classificar os blastocistos semi-automaticamente (Filho ef al.,
2012) ou automaticamente (Rocha ef al., 2017).

Porém, como mencionado anteriormente, a analise morfolégica somente ndo
basta. Overstrém (1996) chama a atengdo para integridade de membrana do
blastébmero, e afirma que se a mesma, que atua como barreira seletiva, estiver
comprometida, a homeostase celular é afetada negativamente, levando a rapida
morte celular.

Leese (2012) analisa detalhadamente a relagdo enire o metabolismo
embrionario e o seu desenvolvimento, onde cada fase corresponde a utilizaggo
maior ou menor de diferentes nutrientes e geracao de metabdlitos. O autor ainda
correlaciona o metabolismo embrionario a sua teoria do “Embrido Silencioso” onde
afirma que um embrido viavel fende a consumir menores quantidades de nutrientes
e, devido o genoma, transcriptoma e proteoma ndo se apresentam exageradamente
comprometidos, séo maiores as possibilidades de sustentar o desenvolvimento. Em
contrapartida, embribes menos viaveis com maior dano molecular apresentam-se

menos capazes de superar situacdes adversas e, na tentativa de realizar reparos ou
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sofrerem processos apoptoticos, tendem a ativar mais o0 seu metabolismo (Leese,
2002).

Embora muito tenha sido desenvolvido, ainda ndo existe uma metodologia
definitiva para atestar a qualidade embrionaria, Ha necessidade de desenvolver
alternativas que sejam rapidas, néo invasivas e objetivas (Overstrém, 1996). Apesar
de ser um método subjetivo, a avaliagdo morfolégica ainda é o metodo mais
uiilizado, pois todas as outras metodologias abordadas acabam tornando-se
inviaveis, seja por seu alto custo, letalidade embrionaria ou pela elevada exigéncia
da técnica.

2.1.2 Lipidios

Os lipidios biolégicos sdo um grupo de compostos quimicos diversos. A
caracteristica que todos tém em comum € a insolubilidade & agua. Suas fungées
englobam armazenamenio de energia, estruturacédo de membranas, atuagdo como
co-fatoer enzimatico, transporte de elétrons, &ncoras hidrofobicas para proteinas,
entre outras fungbes. Os lipidios de armazenamento sdo chamados acidos graxos,
que sao acidos carboxilicos com cadeias hidrocarbonadas e de comprimento
variando entre 4 a 36 carbonos. Essas cadeias podem apresentar uma ou mais
ligagbes duplas, caracterizando a insaturagéo. Para o acidooléico, por exemplo, sua
nomenclatura simplificada & representada por 18:1 (A9} pois contém 18 carbonos em
sua cadeia hidrocarbonada, e uma ligagdo dupla entre os carbonos C9 e C10. O
acido graxo pode ainda ndo conter nenhuma ligacdo dupla, caracterizando a
saturagdo, como € o caso do acido palmitico, representado por 16:0, pois contém 16
carbonos e nenhuma dupla ligagdo. Outros ainda podem apresentar anéis de trés
carbonos, hidroxila ou ramificacbes de grupos metila (Nelson e Cox, 2014). No que
se trata das propriedades fisicas dos acidos graxos, 0 mesmo autor afirma que,
quanto maior o comprimento da cadeia acila @ menores as quantidades de ligagbes
duplas, maior a insclubilidade a agua. Ja o ponto de fusao é influenciado quanto ac
grau de insaturacdo e comprimento da cadeia hidrocarbonada.Por exemplo, os
acidos graxos 12:0 e 24:0, que nao possuem ligacbes duplas, e, portanto,
denominados acidos graxos saturados, quando em temperatura ambiente de 25°C,
possuem consisténcia de cera. Ja os &acidos graxos insaturados com mesmo
comprimento de cadeia, possuem consisténcia de liquidos oleosos a mesma
temperatura.Som ponto de fusdo consideraveimente mais baixo que os &cidos

graxos saturados de mesmo comprimento de cadeia € devido aos arranjos
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fracamente ordenados oriundos de duplas ligages. Os lipidios mais simples sao
formados a partir de trés acidos graxos, sdo os chamados triglicerideos. Na maioria
das células eucaridticas, eles sao armazenados no citoplasma celular sob a forma
de goticulas, para serem usados como combustivel metabdlico (Nelson e Cox,
2014).

Os trés tipos principais de lipidios de membranas sdo os fosfolipidios, os
glicolipidios e o colesterol. Os fosfolipidios possuem um papel muito importante para
a fluidez e permeabilidade seletiva da membrana celular (Voelker, 2008).Constituem
a bicamada lipidica, formada por cabeca hidrofilicas, voltada para a parte externa da
bicamada lipidica, por sua afinidade em meio aquoso, e caudas hidrofébicas,
posicionadas para o interior da bicamada lipidica, por sua repulsdo aoc meio aquoso.

Estudos acerca dos lipidios foram realizados em odcitos e embrides,
analisando composi¢do de acidos graxos e conteldo de triglicerideos. Ferguson e
Leese (1999) quantificaram o contetido de friglicerides de odcitos bovinos e
embrides pré-implantados até o estagio de blastocisto eclodido, e concluiram que os
triglicerideos podem atuar como fonte de energia durante a maturacao e fertilizagao
de odcitos bovinos. Ainda observaram que a presen¢a de SFB como suplemento em
meio de cultivo, causa excessiva sintese ou acumulo de triglicérides em embrides
iniciais. Sudano et al. (2014)relataram que gquanto mais alta concentragdo de SFB,
melhores sado as taxas de produgdo de blastocistos, porém ocorre maior actimulo
lipidico, niveis de apoptose mais elevados e piores indices de sobrevivéncia a
criopreservagao. Apesar da relacao consolidada entre SFB e acumulo lipidico em
odcitos e embribes, ainda ndo foi possivel esclarecer por qual mecanismo este
acumulo acontece.

Mcevoy et al. (2000) observaram que dos 24 acidos graxos detectados, os
acidos palmitico, estearico e oleico foram os mais proeminentes em oécitos imaturos
de suinos, bovinos e ovinos. Posteriormente, Kim ef a/.(2001) obtiveram os mesmos
resultados ao comparar a composicdo dos acidos graxos de obdcitos bovinos
imaturos, frescos e congelados e odcitos bovinos maturados in vifro em meio
suplementado SFB ou alcool polivinilico. Matorras ef al. (1998) ja havia encontrado
resultados semelhantes estudando odcitos humanos que n&o obtiveram sucesso

apos a fertilizacéo.

2.1.3 Elongases de acidos graxos
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Em mamiferos, as elongases desempenham papéis fundamentais na
regulagdo do comprimento e do grau de insaturagdo dos acidos graxos e,
consequentemente, de suas fungdes e destinos metabdlicos. A diversidade de
funcbes biologicas exercidas pelos lipidios reflete no fato de que a maioria das
células tem a capacidade de sintetizar acidos graxos mais simples. Para que haja a
manutencao da homeostase, € necessario que ocorram processos como o de
elongamento de lipidios, que originam acidos graxos mais complexos destinados a
fungdes especificas. E importante destacar que a interrupgao destes processos pode
levar a resultados negativos, como os encontrados por Moon ef al.(2009) onde
descreveu que camundongos ELOVLS knockout desenvolvem esteatose hepatica,
com niveis elevados de triacilgliceréis hepaticos devido as atividades aumentadas de
SREBP-1¢ e aos produtos de seus genes alvo, como o transportador de glicose
sensivel a insulina tipo 4 e acetilcolina, além de problemas reprodutivos em fémeas.

Na célula eucaridtica, acidos graxos sintetizados no citosol pela enzima acido
graxo sintase ou derivados da dieta podem ser ainda dessaturados e/ou alongados
em acidos graxos de cadeia longa (16C, 18C) e de cadeia muito longa (C20) por
enzimas especificas ligadas a membrana localizadas no reticulo endoplasmatico
(Guillou et al., 2010).

Como € também o caso das reacgdes realizadas apenas pela acido graxo
sintase citosdlica, o alongamento do acido graxo microssomal envolve a adigdo de
unidades de dois carbonos a um acil-CoA graxo empregando malonil-CoA como
dador e NADPH como agente redutor. O alongamento é conseguido com quatro
reacdes enzimaticas separadas: condensacéo entre o acil-CoA graxo e malonil-CoA
para produzir 3-cetoacil-CoA; reducio de 3-cetoacil-CoA para gerar 3-hidroxi-acil-
CoA; desidratagdo de 3-hidroxi-acil-CoA para produzir trans-2-enocil-CoA; e,
finalmente, redugdo de trans-2-enoil-CoA para formar o acil-CoA alongado (Cinti ef
al., 1992). Em mamiferos, as duas redugdes sdo realizadas pela 3-cetoacil-CoA
redutase e trans-2,3, -enoil-CoAredutase, respectivamente (Moon e Horton, 2003).
Em mamiferos, a reagdo de condensagado inicial & catalisada pelas enzimas
elongase, conhecidas como elongagdo de acidos graxos de cadeia muito longa
(ELOVLs) (Moon ef al., 2001). Até o momento, sete proieinas ELOVL (ELOVL1-7)
foram identificadas, sdo elas ELOVL1, ELOVL3, ELOVLS e ELOVL7 utilizando

acidos graxos saturados e monoinsaturados como substrato e ELOVL2, ELOVL4 e
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ELOVLS com seletividade para acidos graxos poliinsaturados (Leonard ef al., 2000;
Tvrdik et al., 2000; Moon et al., 2001},

Dos diferentes genes ELOVL, ELOVLT, ELOVLS E ELOVL6 sao expressos de
forma generalizada em todos os tecidos, enquanto que ELOVL2, ELOVL3, ELOVL4
e ELOVL7 apresentam niveis de expressdo mais especificos do tecido. Embora as
consequéncias fisiolégicas de tais padroes de expressao especificos de tecido ainda
ndo sejam conhecidas, estudos in vivo, incluindo os que envolvem vérias novas
estirpes transgénicas de ratos, indicam que isto estd relacionado com as
necessidades especificas do tecido para o VLCFA (acido graxos de cadeia muito
longa) sintetizado pelas diferentes elongases (Guillou et al., 2010).

ELOVLS é expresso ubiquamente, segundo estudos realizados ate o presente
momento, com niveis mais altos no figado, testiculos e gldndulas supra-renais
(Leonard et al.,, 2000). Embora a expressdo de ELOVLS possa ser detectada na
maioria dos tecidos humanos, os niveis mais altos de mRNA foram encontrados nos
testiculos e na gidndula adrenal, consistente com o fato de que esses dois tecidos
contém altos niveis de acido docosapentanoico (22: 5n-6), um metabolito de PUFA
(acidos graxos poliinsaturados). Rat ELO1 / ELOVL5 (rELO1) demonstraram alongar
varias espécies diferentes de PUFA, especialmente acido estearidonico (18: 4n-3) e
acido y-linolénico (18: 3n-6) (Jakobsson ef al., 2006). Wang et al. (2005) sugere que
essa enzima desempenha um papel importante no desenvolvimento do figado
durante o pericdo poés-natal. ELOVL5 foi proposto para estar envolvido no
alongamento de acidos graxos com 18 e 20 carbonos.

2.1.4 Knockdown génico

Os agentes que inibem a expressdo de genes selecionados através de um
mecanismo de emparethamento de bases de Watson / Crick sdo habitualmente
referidos como agentes anti-sentido ou knockdown de genes. Este agente deve
alcancar alta especificidade e ndo deve ter efeitos fora do alvo para o qual foi
desenvolvido. Na atualidade existem trés ferramentas mais comumente utilizadas: 1)
S-DNA (DNA ligado ao fosforoticato); 2) siRNA (RNA interferente curto); e 3) Mo
(Morpholino). Os S-DNAs causam muitiplos efeitos fora do alvo, em grande parte
porque os enxofres em sua espinha dorsal se ligam a muitas proteinas diferentes e
ainda alcangam uma baixa especificidade de sequéncia porque os duplexes de S-
DNA / RNA séo tdo curtos quanto os 7 pares de bases, sendo clivados pela RNase

H. Os siRNAs também causam efeitos fora do alvo, mas designs melhorados podem
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em breve evitar tais efeitos. Os siRNAs também proporcionam apenas uma
especificidade de sequéncia limitada, porque as suas sequéncias-guia curtas
determinam largamente quais os transcritos de genes que serdo bloqueados ou
clivados, e essas sequéncias-guia parecem reconhecer informacédo insuficiente para
atingir unicamente um transcrito de gene selecionado. Os Mo s&o virtualmente livres
de efeitos fora do alvo - provaveimenie porque eles ndc podem interagir
eletrostaticamente com as proteinas. Atingem uma especificidade de sequéncia
requintada - em grande parte porque eles devem se ligar pelo menos de 14 a 15
bases contiguas para bloquear um transcrito génico, e isso constitui informacao de
seqiiéncia suficiente para direcionar unicamente um transcrito de gene selecionado.
Devido a sua liberdade de efeitos fora do alvo, excelente especificidade de
seqléncia, estabilidade completa em sistemas biologicos e alvos altamente
previsiveis, os Mo dominam as mais exigentes de todas as aplicagdes de knockdown
génico, o estudo em embrides em desenvolvimento (James, 2007).

Oligonucleotideosde Morpholino (Cligos) sdo cadeias curtas de cerca de 25
subunidades de Mo. Cada subunidade & composta de uma base de &acidos
nucleicos, um anel de morfolina e uma ligacao intersubunidade nao ibnica de
fosforodiamidato. Os Mo ndo degradam seus alvos de RNA, mas atuam através de
um mecanismo de bloqueio estérico independente de RNAse H. Eles sao
completamente estaveis nas células e ndo induzem respostas imunes (Genetools,
1980). Para se obter uma sequéncia de Oligos, deve-se selecionar uma sequéncia
genética alvo que se deseja estudar em seguida, monta-se um oligémero de bases
geneticas (adenina, citosina, guanina e timina ou uracila) complementares aquela
sequéncia selecionada. Quando esse oligo se liga a sua sequéncia alvo, ocorre a
sua desativagédo (Summerton e Weller, 1997). Além de serem utilizados para estudar
fungbes de transcritos de mRNA em embrides de Zebrafish (Daniorerio){Nasevicius
e Ekker, 2000), anfibios Xenopus (Heasman et al., 2000), ourigos-do-mar (Howard et
al., 2001) e ratos {(Coonrod et al., 2001), esta ferramenta esta sendo estudada para
uso em humanos, no tratamento da Distrofia Muscular de Duchenne (DMD)(Corinne,
2013).
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2.3 OBJETIVOS

2.3.1 Objetivos gerais
Compreender o papel da enzima ELOVL5 sobre o desenvolvimenio e

metabolismo lipidico embrionario.

2.3.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos do Knockdown do gene ELOVLS5 sobre o desenvolvimento,
conteido e composigdo lipidica e imunolocalizagdo de proteinas de embribes
bovinos produzidos in vitro.

Estabelecer o uso da tecnologia Morfolinoantisenseoligonucleotideos para o

Knockdown génico durante o cultivo de embrides bovinos produzidos in vitro.

24 Hipoteses

A enzima ELOVLS5 aitera o metabolismo lipidico embrionario;

A enzima ELLOVLS5 ndo afeta o desenvolvimento embrionario inicial;
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3 CAPITULO Il

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de artigo cientifico e encontra-se preparado para posterior publicagao em
revista na qual sera submetido para apreciagdo. As sec¢bes [ntfrodugado, Materiais e
Métodos, Resultados, Discusséo, Conclusdo e Referéncias Bibliograficas, econtram-
se no préprio manuscrito.

3.1 ARTIGO CIENTIFICO

ROLE OF ELOVL5 ON EMBRYONIC DEVELOPMENT AND LIPID
METABOLISM

O conteldo do artigo foi suprimido para nac prejudicar o processo de

publicagdo em revista cientifica.
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4 CONCLUSOES

O knockdown génico para ELOVLS alterou o metabolismo lipidico
embrionario, expresso pelo favorecimento do acumulo citoplasmatico de gotas
lipidicas e pela alteracdo do perfil de expressdo de algumas espécies lipidicas
(fosfatidilcolinas, fosfatidiletolaminas e triacilglicercl), porém, sem sinais do
comprometimento do desenvolvimento e qualidade dos embrides bovinos produzidos
in vitro.

Diante desses resultados, podemos afirmar a importdncias dos lipidios no
metabolismo embrionario. Foram levantadas muitas hipdteses, como por exemplo a
do efeito compensatério, embora acreditemos que tenha sido esta a explicacéo para
o aumenio de proteinas ftraduzidas, originadas do mRNA temporariamente
bloqueado, seria interessante que mais experimentos fossem conduzidos para
esclarecer os mecanismos associados a este achado,

Sabe-se que este tema ainda esta longe de ser esgotado ou compreendido
em toda sua forma, porém € animador notar o interesse de varios grupos de estudos
engajados para obter mais resultados e chegar mais proximo dos esclarecimentos.

Como sendo o primeiro trabalho realizado dedicado ao estudo desta enzima
em embrides bovinos, os estudos devem sem complementados com pesquisas

futuras.



