RELACAO DOS NIVEIS DE PARAOXONASE 1 SANGUINEA COM A PRODUCAO
IN VITRO DE EMBRIOES DE VACAS LEITEIRAS.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de novas biotécnicas reprodutivas na pecuaria bovina tem
permitido significativo aumento na producao leiteira. No entanto, a aspiracao folicular
(AF), producéo in vitro de embrides (PIVE) e a transferéncia de embribes (TE)
permitem multiplicar a descendéncia de fémeas de alta qualidade genética de forma
rapida e pratica (ABADIA, 2006). Estas biotécnicas permitem o aumento do numero
de descendentes de animais de alto valor genético, redugdo do intervalo entre
geracbes e aumento na velocidade do melhoramento (ANDRADE et al., 2002). Um
dos pontos criticos da PIVE é a selecao das doadoras, procurando-se fémeas sem
distarbios reprodutivos, com ciclo estral regular, em adequado estado nutricional e
em boas condigbes quanto ao bem-estar animal (REICHENBACH et al., 2002). A
imprevisivel resposta das doadoras a aspiracao folicular e subsequente PIVE tém
resultados varidveis tanto na qualidade dos od6citos, quanto na producdo de
embrides viaveis (PEIXOTO et al., 2002), no entanto a boa qualidade dos odcitos é
requisito no sucesso destes programas reprodutivos (SENEDA et al., 2001).
Foliculos maiores contém odcitos com maior potencial para tornarem-se blastocisto,
quanto foliculos menores precisam ser maturados antes de realizar a FIV (PAVLOK
et al.,, 1992). Atividade metabdlica normal em foliculos ovarianos pode resultar em
estresse oxidativo e danos aos odcitos (SCHNEIDER et al.,, 2013), além disso,
condicbes como o balanco energético negativo (LUCY, 2008), estresse térmico
(MOORE et al., 2005) dietas ricas em proteina e energia (BOLAND et al., 2001)
entre outros, podem alterar a qualidade oocitaria e subsequente producédo de
embrides viaveis.

O estudo dos metabolitos do sangue das fémeas bovinas permite entender a
relacdo entre 0os componentes sanguineos e alguns dos eventos fisiolégicos,
permitindo identificar nos rebanhos caracteristicas ou problemas particulares que
podem afetar direta ou indiretamente a fertilidade e produtividade do sistema
pecuario (RAMOS et al., 2007). A Paraoxonase 1 (PON1) forma parte da familia de
genes da enzima Paraoxonase, € sintetizada no figado e transportada pelo sangue
(FERRE, et al., 2002), esta encontra-se ligada a lipoproteina de alta densidade
(HDL) que é a lipoproteina dominante no fluido folicular e é reconhecida por fornecer
o colesterol para a esteroidogénese no foliculo (SCHNEIDER et al., 2013). Estudos
realizados com mulheres submetidas a fertilizagdo in vitro tém indicado que a
atividade de PON1 no foliculo foi um preditor positivo de qualidade embrionaria e do



namero de células no dia da TE (BROWNE et al., 2008), além disso, SCHNEIDER et
al. (2013) sujeriu que a atividade de PON1 no fluido folicular em bovinos é derivada
da transferéncia a partir do sangue. Os resultados de BROWNE et al. (2008) indicam
gue a PONL1 pode exercer efeitos protetores em geral, melhorando a competéncia
do odcito; principalmente a nivel do estresse oxidativo. Baseado nessas
consideracOes o objetivo deste trabalho foi relacionar a atividade de paraoxonase
sanguinea no momento da aspiracéao folicular com a producéo de odcitos e embrides
vidveis de vacas leiteiras.

2. METODOLOGIA

Este estudo foi conduzido em uma propriedade do municipio de Bagé, RS,
onde foram utilizadas18 fémeas bovinas da raca Jersey, ndo lactantes, mantidas em
pastejo de azevém (lolium multiflorum) e trevo branco (Trifolium repens) com livre
acesso a agua e uma mistura mineral. As vacas foram submetidas a 3 secdes de AF
e PIVE, com intervalos de 14 dias entre cada secdo. A primeira AF foi realizada com
0 objetivo de sincronizar a onda folicular dos animais para quando a segunda AF
estiverem em semelhantes condi¢cdes ovarianas. A coleta dos odcitos foi realizada
mediante AF segundo descrito por IMAI et al. (2006), todos os foliculos visiveis com
didmetro 22 mm foram aspirados utilizando ultrassom scaner B-mode (Aloka SSD
500, Tokyo, Japan) ligado a transdutor de 5.0 MHz convexo fixo a uma guia
transvaginal. Os odcitos foram maturados, fertilizados e cultivados in vitro como
descrito previamente (MATOBA et al., 2010).

No momento da AF foi coletado sangue do complexo arterio-venoso coccigeo
em tubos vacutainer sem anticoagulante (BD Diagnostics, Sdo Paulo, Brasil), os
tubos foram centrifugados (a 2500 rpm por 15 min) e separado 0 soro em micro
tubos armazenados a -70°C até avaliacdo. A atividade de PON1 foi avaliada
mediante espectrofotometria no laboratério de nutricdo experimental da UFPel.

Para a andlise dos resultados foram dispostos dois grupos em relagdo a
atividade de PON1 encontrada, grupo baixo (atividade de PON1< 60 U/L) e grupo
alto (atividade de PON1>60 U/L). A atividade de PON1 foi relacionada com o
namero total de foliculos aspirados, odcitos recuperados, od6citos viaveis, taxa de
clivagem e embrides viaveis para TE por doadora.

A andlise estatistica foi realizada usando o software Graphpad Prism 5
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) utilizando o teste de “1”.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade media de PONL1 foi de 47.35+11.90 U/L e 82.03£19.19 U/L para o
grupo baixo e alto respetivamente, estes valores séo inferiores ao reportado por
SCHNEIDER et al. (2013) em vacas da raca Holandés no periodo de transicao,
provavelmente porque estes animais encontravam-se em um desafio metabdlico
maior (Balango energético negativo) que os animais deste estudo, além disso, ndo
foram encontrados dados da atividade de PON1 na raca Jersey para efetuar sua
comparacao.

Os resultados das variaveis estudadas neste trabalho em relacdo aos grupos
sao apresentados na tabela 1, onde se observa que ndo houve diferenca estatistica
entre grupos para as variaveis avaliadas, sugerindo a ndo associa¢ao entre os niveis
de atividade de PON1 sanguinea com a producdo de odcitos recuperados, o0citos
viaveis e taxa de clivagem em protocolos de AF e PIVE em vacas Jersey, porém,



cabe salientar que para confirmar esses resultados € necessario realizar mais
estudos com PON1 em bovinos e aumentar o numero de animais avaliados.

Tabela 1. Repostas de vacas Jersey submetidas a aspiragao folicular, fertilizagao e
producéo in vitro de embrides de acordo com a atividade de PONL1.

Variaveis Grupo baixo PON1 Grupo alto PON1 Valor de P
N° Foliculos aspirados 16.61+8.88 19.89+7.14 >0.05
N° Odcitos recuperados 10.06+8.49 13.17+7.06 >0.05
Odcitos viaveis (%) 91+ 20 86+8 >0.05
Taxa de clivagem (%) 36 £ 20 35+16 >0.05

+ Desvio padrédo

Em quanto & producdo de embriBes viaveis, os resultados deste estudo s&o
semelhantes ao reportado por GONCALVES et al. (2007), porém nao foram
diferentes entre grupos, sugerindo que a atividade de PON1 sanguinea nao teve
relacdo com a producdo de embribes in vitro, contrario do exposto em alguns
trabalhos com mulheres, que sugerem a atividade de PON1 sanguinea como
preditor positivo tanto da qualidade oocitaria quanto a do embrido em protocolos de
PIVE (BROWNE et al., 2008), por isto, mais estudos serdo conduzidos com o fim de
validar estes resultados no modelo bovino.

4., CONCLUSOES

Neste estudo, ndo houve relagéo entre o nivel de atividade de PON1 sanguinea
e a producao de embrides in vitro de vacas da raca Jersey submetidas a aspiracao
folicular.
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