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1. INTRODUCAO

O periparto € considerado um periodo critico para definir o desempenho
reprodutivo de vacas leiteiras. Nesta fase as demandas de nutrientes aumentam
muito em relacdo a ingestdo de matéria seca, fazendo com que a vaca entre em
balanco energético negativo (BEN) (BAUMAN; CURRIE, 1980). Entretanto, a
intensidade e duracdo do BEN estdo negativamente relacionadas com o
desempenho reprodutivo. Desta maneira, vacas que apresentam um BEN mais
severo tém um atraso no retorno da atividade ovariana e em consequéncia um
atraso na concepcao (BUTLER; SMITH, 1989).

O BEN é caracterizado por diversas alteracdes metabdlicas, incluindo as
relacionadas ao perfil lipidico (WATHES et al., 2007) e consequentemente da
lipoproteina de alta densidade (HDL) e a paraoxonase-1 (PON1). A PON1 é uma
enzima antioxidante, que circula no plasma exclusivamente ligada ao HDL,
contribuindo com suas propriedades anti-inflamatérias e antiaterogénicas, ao
prevenir o aumento da quantidade de espécies reativas de oxigénio, hidrolisar os
perdxidos lipidicos e diminuir a suscetibilidade do HDL a peroxidacao
(SCHRADER; RIMBACH, 2011). Ela é caracterizada como uma proteina de fase
aguda negativa, reduzindo seus niveis circulantes em resposta as citocinas
liberadas durante a inflamacdo (BIONAZ et al., 2007). A resposta eficiente aos
processos inflamatdérios e a recuperacdo dos animais doentes esta atrelada ao
restabelecimento dos niveis normais da PON1 ap0s o periodo de estresse
(BOSSAERT et al., 2012). Observacgdes prévias indicam uma correlacdo positiva
entre o0s niveis séricos e intrafoliculares de HDL e PON1 em bovinos
(SCHNEIDER et al.,, 2013), da mesma forma que observado em mulheres
(BROWNE et al., 2008).

Em humanos, a maior atividade sérica e intrafolicular de PON1 esta
relacionada ao maior numero de blastbmeros no momento da transferéncia e
maior qualidade do embrido (BROWNE et al., 2008), indicando que o HDL e
principalmente a PON1 podem desempenhar um papel de prote¢do na saude do
oocito e no desenvolvimento embrionario inicial (FUJIMOTO et al., 2010). Sua
acdo é relacionada como antioxidante nas membranas celulares, o que pode
melhorar a competéncia do ovocito, principalmente por reduzir o estresse
oxidativo (BROWNE et al., 2008).

Através disso, é possivel relacionarmos o estresse oxidativo e o fator
protetor da PON1 a qualidade do odcito e ao desenvolvimento embrionario inicial.
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da adicdo de diferentes niveis de
PON1 ao meio de maturacéo, durante a producéo in vitro de embrides bovinos.



2. METODOLOGIA

Foram coletados ovéarios bovinos provenientes de abatedouros locais e
transportados ao laboratério em solucdo salina a temperatura de 30°C. Os
complexos cumulos ovocitos (CCOs) foram recuperados mediante puncdo de
foliculos com diametro entre 2 e 8 mm. Durante a puncado, o liquido folicular
juntamente com os CCOs foi mantido em banho-maria a 30°C e, finalmente
permaneceu por 10 min para decantagcdo. O sedimento (pellet) foi entdo
transferido para placas de Petri, onde foi realizada a recuperacdo e selecao
guanto a qualidade morfolégica dos CCOs.

Foram dispostos 4 tratamentos de acordo com a adicdo de PON1 ao meio
de maturagéao in vitro (MIV): To = 0,0 mg/mL, T1 = 0,02mg/mL, T,= 0,04mg/mL e
T3= 0,08mg/mL de PON1 recombinante (Chesapeake PERL Inc., Savage, EUA).
Os CCOs previamente selecionados foram distribuidos aleatoriamente em grupos
de 50 por tratamento, e colocados em gotas de 400 pL de meio MIV
suplementado com PON1. Desta maneira foram realizadas 8 repeticbes
totalizando 1600 COCs.

Os meios de MIV, FIV, CIV e o soro fetal bovino foram cedidos gentilmente
pela Biotecnologia Animal® (Brasilia, DF, Brasil).

A MIV ocorreu em estufa com 5% de CO; e 39 °C por 24hs. Para analise da
atividade da PON1 foram coletados 15 pL do meio as 0 e 24hs de maturagéo.
Apoés a maturacado, os odcitos foram lavados e transferidos para gotas de 400 pL
do meio de Fecundacdo in vitro (FIV). Para a inseminacdao foram utilizadas
palhetas da mesma partida de sémen Bos taurus taurus. ApOGs a selecao
espermética, com a utilizacdo do mini gradiente de Percoll, foi realizada
inseminacdo com concentracdo de 1x10° espermatozdides/mL. Apés a
inseminacao (DO0), os odcitos foram incubados com os espermatozoéides por 20hs,
nas mesmas condicdes da MIV.

Apés a fecundacdo, as estruturas foram transferidas para o meio de
manipulacdo, para remocdo das células do cumulus oophorus mediante
pipetagem. As estruturas recuperadas foram lavadas trés vezes e transferidas
para 0 meio de cultivo acrescido de 10% de soro fetal bovino inativado. Os
presumiveis zigotos foram cultivados em gotas de 200 uL, sob éleo mineral nas
mesmas condi¢cbes que a MIV. Apds 48h do inicio da FIV (D2), foi realizada a
avaliacdo da clivagem (clivados/inseminados) e ao sétimo dia (D7) as taxas de
desenvolvimento embrionario (nimero de blastocistos/niamero de inseminados).

Para determinagéo da atividade PONL1 foi utilizado um tamp&o Tris/HCI 20
mM, cloreto de calcio 1 mM e fenilacetato 4mM para preparo da solucdo de
trabalho. As amostras foram diluidas (1:3) em Tampdo 20mM Tris/HCI. A leitura
foi realizada em espectrofotbmetro, adicionando-se 3,3 pl da amostra diluida e
500 ul da solucao de trabalho. O comprimento de onda utilizado foi de 270 nm e
um tempo de leitura de 1 minuto. A atividade da enzima foi determinada pela
seqguinte férmula: A Absorbancia x 115 x 3.

A andlise estatistica foi realizada através do procedimento GLM no programa
SAS (SAS, Cary, NC, EUA) para o teste do efeito linear, quadratico e cubico da
adicdo de doses crescentes de PON1 no meio de MIV sobre a atividade da
enzima, taxa de clivagem e producéo de embrides.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO



A atividade média de PON1 no meio de MIV foi de 2,1+2; 15,2+2; 28,5+2 e
52,4+2 U/mL para Ty, T1, T2 e T3 respectivamente. Nao houve diferenca nas taxas
de clivagem (81,7%, 85,1%, 81,0%, 82,5%; para o To Ti, T, e T3
respectivamente). No entanto, a adicdo de PON1 no meio de MIV melhorou o
desenvolvimento embrionario de maneira linear (P<0,0001), resultando na
producdo de embrides em D7 de 22,1% (To), 29,2% (T1), 32,6% (T,) e 34,4% (T3),
conforme a figura 1. Além disso, este efeito foi suportado pela correlacéo positiva
entre o nivel de PON1 no meio de MIV e a taxa de blastocisto no D7 (r=0.35,
P=0.04).
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Figura 1. Producéo in vitro de embrides bovinos no D7 com adi¢ao de diferentes
niveis de PONL1.

Esses resultados concordam com o exposto por BROWNE et al. (2008) que
em mulheres encontrou relacdo positiva entre a atividade de PONL1 intrafolicular e
o desenvolvimento embrionario, sugerindo que o nivel de PON1 a que o odcito é
exposto tem potencial de proteger suas membranas do estresse oxidativo gerado
no meio e ser fundamental na determinacdo da fertilidade in vivo, tanto em
humanos quanto em animais domésticos.

4. CONCLUSAO

Conclui-se que a adicdo de PON1 no meio de MIV tem um efeito positivo na
producdo in vitro de embribes bovinos, sugerindo que a PON promove uma
melhor maturagao ovocitaria.
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