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1. INTRODUCAO

A paraoxonase 1 (PON1) € uma enzima antioxidante hidrolitica com uma
gama muito grande de substratos (Litvinov et al., 2012). A PON1 plasmatica é
exclusivamente associada a lipoproteina de alta densidade (HDL) e é responsavel
pela maior parte da atividade antioxidante de HDL (Razavi et al., 2012). A PON1
associada ao HDL hidrolisa peroxido de hidrogénio e contribui para efeitos de
protecdo contra a peroxidacéo lipidica e formacao de oxidados das lipoproteinas
de baixa densidade (LDL) (Aviram et al., 1998). A PON1 tem atividade hidrolitica
contra algumas bactérias gram-negativas e € um forte agente anti-inflamatério e
anti-oxidante (Furlong et al., 2010).

A PONL1 por estar ligada ao HDL que é a lipoproteina dominante no fluido
folicular, também é transferida para o interior do foliculo em bovinos
(SCHNEIDER et al., 2013), assim como em mulheres (Browne et al. 2008). A
presenca da enzima PON1 no fluido folicular (FF) € muito importante, pois a
atividade de PONL1 no FF foi associada positivamente com o desenvolvimento do
embrido em mulheres, devido as suas propriedades antioxidantes (Browne et al.
2008).

Browne et al. (2008), indica que a associacdo da concentracdo de HDL e
atividade de PON1 tem relagdo com as caracteristicas morfolégicas do embrido e
sugerem que a atividade de PONL1 € importante para a competéncia do ovdcito e
0 inicio desenvolvimento embrionério em mulheres. Em humanos a divisédo celular
in vitro do embrido pode ser dependente do metabolismo de HDL e colesterol no
FF e a taxa de clivagem do potencial antioxidante da PON1 (Fujimoto et al.,
2010).

Baseado nestas evidéncias o objetivo do presente estudo foi avaliar o nivel
sérico de PON1 em ovelhas, algo ainda ndo descrito na literatura, assim como
observar sua relacdo com a taxa de concepcao e o nivel intrafolicular de PON1.

2. METODOLOGIA

Para este estudo foram utilizadas 27 ovelhas da raca crioula lanada, com
peso médio de 37,5Kg e ECC de 3,5. O ciclo estral das femeas foi sincronizado
com protocolo de inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) com uma pré
sincronizacao onde foi utilizada duas doses de prostaglandina F 2a (PGF2a) no
DO e no D9, e em seguida iniciou a sincronizacdo, 36 horas apos a ultima
aplicacao de PGF2a foi administrado GnRh, no D11 foi colocado o CIDR e no D17
retirou-se o CIDR e foi aplicada PGF2a conforme descrito pro Souza et al (1998).
A IA foi realizada no dia 19 (considerando DO como inicio do protocolo). No D19
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oito ovelhas foram submetidas ao frigorifico para abate, momento em que o par
de ovarios foi coletado.

No momento da IA (D 19) e 1 hora antes dos animais entrarem na sala de
abate, foi coletado sangue da veia jugular em tubos vacutainer sem
anticoagulante. Os tubos foram centrifugados (2500 rpm por 15 min) e foi
separado o soro em tubos que foram armazenados até avaliagcdo. Os ovarios
foram coletados no frigorifico e encaminhados para o Laboratério de Reproducéo
onde foram aspirados todos os foliculos > 4mm com o auxilio de uma seringa de 1
mL.

A atividade da enzima PON1 no soro e no fluido folicular foi determinada
utilizando a solucédo de trabalho que é composta de tampéao 20Mm Tris/HCI, 1mM
cloreto de céalcio e 4mM fenilacetato. As amostras foram diluidas na solugéo
tampéao na proporcao de 1:7. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro usando
3,3 yl da amostra diluida em 500 ul da solugéo de trabalho por um periodo de 60
segundos no comprimento de onda de 270 nm. A atividade da enzima foi
expressa em U/mL.

O diagnostico gestacional foi realizado com o auxilio do ultrassom por via
retal 30 dias apos a IA.

A andlise estatistica foi realizada usando o software Graphpad Pris'm 6
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) utilizando o teste de “t” e o teste de
“Pearson”. Os dados foram analisados, comparando atividade de PON1 no soro das
ovelhas que conceberam ou ndo, comparado a atividade da PON1 no soro e no fluido
folicular, e avaliando a atividade da enzima no fluido folicular dos dois maiores
foliculos presentes nos ovarios.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo revisao bibliografica efetuada este é o primeiro trabalho em que se
estuda a atividade de PON1 em relagéo a reproducdo em ovinos. A atividade da
PON1 encontrada no presente estudo, em média 307,8 + 17,5 U/mL nas ovelhas
prenhes e 327,5 £ 19,6 U/mL nas néo prenhes, foi 2,5 vezes superior a atividade
descrita por SCHNEIDER et al. (2013) em vacas da raca Holandésa. A atividade
da PON1 encontrada foi também consideravelmente superior ao encontrado em
mulheres por BROWNE et al. (2008), em ratos por Salam et al. (2014) e em
camundongos por WANG et al. (2014). Isto indica que as concentracdes em
ovelhas sdo elevadas em relacdo as demais espécies, por iSSO é necessario
maiores estudos em ovelhas para que possamos determinar a natureza destas
diferencas.

Conforme pode ser observado na Figura 1 ndo houve diferenca (P>0.05) na
atividade de PON1 no soro de ovelhas ndo prenhes em comparacdo com o de
ovelhas prenhes. A hipotese era de que as ovelhas prenhes teriam uma atividade
superior de PON1 no dia da IA, pois BROWNE et al. (2008) relata a importancia
da PON1 na competéncia do ovoécito e no desenvolvimento embriondrio em
mulheres, no entanto, 0 mesmo néo foi observado nesta situacéao.
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Figura 1 — Atividade de PON1 no dia de IA das ovelhas que foram
diagnosticas prenhes com as que nao conceberam.

Conforme observado na Figura 2 a atividade de PON1 no fluido folicular foi
metade da observada no soro. Este resultado foi o mesmo encontrado por
SCHNEIDER et al.(2013), onde a atividade da PON1 no FF é cerca de 50% do

gue encontrado no soro. O mesmo foi observado nos ovarios de mulheres por
BROWNE et al. (2008).
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Figura 2 — Atividade de PON1 comparando a atividade da enzima no soro e no FF

N&o houve diferenca (P>0.05) na atividade de PON1 no FF de diferentes
foliculos do mesmo animal, evidenciando que esta transferéncia é sistémica é nédo
influenciada por fatores locais.
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Figura 3 — Atividade de PONL1 no FF dos diferentes foliculos de ovelhas

Apesar de ndo haver diferenca estatistica na atividade de PON1 dos
diferentes foliculos no mesmo animal foi observada uma correlacdo entre a



atividade da PON1 do soro e do fluido do maior foliculo (r= 0,74, P=0,03), porém
nao correlacionou com o fluido do segundo maior foliculo (r=0,32, P=0,47).

4. CONCLUSOES
Este trabalho indica que a atividade de PON1 nos ovinos é maior em
relacdo as demais espécies ja estudadas e que as propor¢des nos ovarios é
metade do encontrado no soro sanguineo concordando com o que foi descrito em
mulheres e vacas.
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