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1. INTRODUCAO

O balanco energético negativo (BEN) é comum em vacas leiteiras durante
a fase poés-parto e esta altamente associado ao tempo até a primeira ovulacao
(BUTLER, 2003). Além dos eventos metabdlicos no periparto, as infeccbes
uterinas também tém impacto negativo na ovulacdo e na taxa de concepc¢édo
precoce (FURICHON, et al, 2000). A presenca de bactérias patogénicas no utero
causa inflamacéo endometrial, quando ha um aumento na quantidade de células
imunes no endométrio e liberagcdo de mediadores imunolégicos (KRAUSE, et al,
2014). Esses eventos retardam a primeira onda folicular e, consequentemente,
aumentam o intervalo parto concepcéo. Vacas com intenso BEN e altos niveis de
inflamagéo tendem a ter menores concentragcbes de fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF1) e maiores concentracdes de acidos graxos nao
esterificados (NEFA), bem como crescimento folicular mais lento e menores
concentracgOes séricas e foliculares de estradiol (E2; SHELDON, et al, 2002).

Mecanismos de defesa do corpo contra infeccfes incluem a resposta de
fase aguda que envolve a sintese e secrecao de proteinas de fase aguda (PFA)
pelo figado (WIRA E FAHEY, 2004). A Paraoxonase-1 (PON1) esta entre as
PFAs, sendo considerada uma PFA negativa. Sua atividade diminui quando ha
um processo inflamatério ativo (CAMPOS, et al, 2017). E por isso que a baixa
atividade plasmatica da PON1 no periodo periparto esta associada a incidéncia
de metrite em vacas leiteiras (BIONAZ et al., 2007). A PON1 é uma enzima
sintetizada no figado, que € liberada na corrente sanguinea, circulando associada
a lipoproteina de alta densidade (HDL; DRAGANOQOV et al., 2005). Esta enzima
possui propriedades antioxidantes que inibem a oxidacao da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e das membranas celulares (DEAKIN et al., 2011). Acredita-se
gue a PON1 auxilie na protecédo do odcito contra estresse oxidativo.

Desta maneira, o objetivo deste trabalho foi avaliar a relacdo da atividade
sérica da PON1 com as concentracdes de E2, NEFA e IGF1 e a expressao de
genes relacionados ao retorno da ciclicidade pds-parto de novilhas Holandesas.

2. METODOLOGIA

Foram utilizadas 18 novilhas da raca Holandesa provenientes de uma
fazenda comercial no Rio Grande do Sul. As novilhas estavam em final de
gestacdo e apresentaram um escore de condicdo corporal (ECC) de 2,9 + 0,3 no
inicio do experimento. Todos 0s partos ocorreram em um intervalo de 40 dias. Era
realizada ultrassonografia dos ovarios a cada 3 dias, de 8 dias pds-parto até o dia
em que o maior foliculo alcangava um diametro préximo a 16 mm. Estes foliculos
eram aspirados por puncéo transvaginal guiada por ultrassonografia. O fluido
folicular era centrifugado e o sobrenadante congelado a -80 °C para posterior
analise. O pellet resultante de células foliculares era imediatamente transferido
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para um novo tubo e homogeneizado com reagente Trizol®, congelado em
nitrogénio liquido e armazenado a -80°C.

Amostras de sangue foram coletadas semanalmente de 28 + 1 dias antes
do dia esperado do parto, no dia do parto e nos dias 3, 6, 14 e 28 + 1 p6s-parto
via puncdo da veia ou artéria coccigea em um tubo sem anticoagulante para
avaliar concentracdes de NEFA e IGF-1 . Para as andlises de E2, amostras de
sangue foram coletadas no dia que o foliculo atingiu 16 mm de diametro (DO, dia
previsto da ovulacéo), dois (D2) e quatro (D4) dias prévios a ovulagdo. Todas as
amostras de sangue foram coletadas no intervalo apés a ordenha e antes da
alimentacao, centrifugadas em 2 h da coleta, a 4 °C por 15 min a 1000 x g. Apés
a centrifugacéo, aliquotas de soro foram mantidas a -80 °C.

As concentracbes de NEFA no soro como no fluido folicular foram
mensuradas através de um kit colorimétrico enzimatico comercialmente
disponivel, pelo micro-método. As concentracdes foliculares de IGF-1 e E2 foram
determinadas através do procedimento de radioimunoensaio

Foi medida atividade sérica da PON1 utlizando-se um kit comercial
(Zeptometrix Corporation, Buffalo, USA). As novilhas foram divididas em dois
grupos com base na atividade da PON1 pés-parto: Alta (A; n=10; 49,72 + 10,07
U/ml) e Baixa (B; n=08; 6,40 = 7,42 U/ml).

O RNA total foi extraido usando o reagente Trizol®, tratado com DNAse
para remover a contaminagdo do DNA génico e convertido para cDNA de cadeia
simples. As amplificagcbes por PCR e a deteccdo de fluorescéncia foram
realizadas em duplicata no sistema ECO Real Time PCR, usando SYBR Green
para deteccdo. A expressdo de cada gene alvo de interesse foi calculada em
relacdo a expressdao de H2AFZ. Apenas foliculos estrogénicos ativos,
selecionados com base na razdo E2:P4 foram utilizados, vacas que apresentaram
razdo E2:P4 menor que 1 (n=4) foram excluidas do experimento.

A expressao genica nas células foliculares foi avaliada para 3 beta-
hydroxysteroid dehydrogenase (HSD-3B1), Cytochrome P450 Family 19
Subfamily A Member 1 (CYP19Al), Steroidogenic acute regulatory protein
(STAR), Luteinizing  Hormone/Choriogonadotropin  Receptor (LHCGR),
Cytochrome P450 Family 11 Subfamily A Member 1 (P450scc), (P450c17) insulin
like growth factor 1 receptor (IGFr), Transportador de glicose tipo 4 (GLUT 4),
Fator de necrose tumoral (TNF), Substrato do receptor de insulina (IRS1), Fator
de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) e Receptor toll like 4 (TLR4).

Para a analise estatistica foiu usado o software Graphpad Prism 6.0.
Realizou-se teste t para comparar os valores de expressao génica, NEFA e IGF-1
entre os grupos de Alta e Baixa PON1. Para comparar as concentracdes de E2
dos 3 dias medidos entre os grupos utilizou-se o procedimento ANOVA de
medidas repetidas com comparacfes multiplas ajustadas pelo teste de Tukey. Foi
considerado significativo um P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para nenhum dos genes avaliados foi encontrada diferenca na expressao
génica nas células foliculares entre os grupos de Alta e Baixa PON1 (Tabela 1).

Tabela 1: Expressao génica nas células foliculares de vacas com alta e baixa PON1 sérica

Gene ALTA PON1 BAIXA PON1 p
Esteroidogenese
HSD-3B1 1.00 £ 0.58 0.41+0.09 0.3396
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CYP19A1 1.00 + 0.50 0.98+0.46 0.9821
STAR 1.00 £ 0.35 1.06 +0.59 0.2364
LHCGR 1.00 + 0.46 0.72+0.43 0.8767
P450scc 1.00 £ 0.41 1.72+0.55 0.4906
P450c17 1.00 £ 0.42 446 +3.34 0.2881
Metabolismo e Energia
IGFr 1.00 £ 0.41 0.62+0.36 0.9119
GLUT4 1.00 £ 0.43 1.00+0.52 0.9999
IRS1 1.00 £ 0.27 0.57+0.26 0.2980
Inflamacéo
TNF 1.00 + 0.86 0.10+0.09 0.3321
NFKB 1.00 + 0.40 0.30+0.14 0.1913
TLR4 1.00 + 0.58 0.36 £+ 0.34 0.4196

N&o foi encontrada diferenca significativa dentre os grupos na concentracao
sérica de NEFA (p= 0.2069) e folicular de NEFA (p= 0.3421) e IGF1 (p= 0.1295),
0 que sugere que nao ha relacdo entre atividade da PON e concentracdes de
NEFA e IGF1. KRAUSE et al (2014) ndo observaram diferenga nos niveis de
NEFA de vacas que retornaram a ciclicidade e aquelas que permaneceram
anovulatérias, indicando que este metabolito ndo é essencial para o retorno da
fungéo ovariana.

As concentracOes séricas de E2 apresentaram tendéncia (p = 0.062) a
serem maiores nas vacas do grupo Alta PON1 (Figura 1). Maiores concentracdes
de E2 implicam em maiores chances de retorno a ovulacéao, que resultam em um
menor intervalo parto-concepcéao.
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Figura 1. Concentracdes séricas de E2 dos grupos Alta e Baixa PON no dia da aspiracédo
folicular (DO, foliculos com 16mm), 2 e 4 dias prévios a aspiracéo.

Trabalhos anteriores, como o desenvolvido por BURKE et al, (2010),
indicaram associacdo entre PFAs, salde uterina e retorno a atividade ovariana
pos-parto. KRAUSE, et al (2014) encontraram menor contagem de células
inflamatoérias no Utero e uma tendéncia a menores concentracbes de PON em
vacas que apresentaram atraso no retorno a ciclicidade pdés-parto. Isto vem ao
encontro dos nossos dados atuais que indicam que vacas com menor nivel de
PON1 tem menor producdo de E2, o que acarreta num atraso da primeira
ovulacao, possivelmente ligado a alguma condi¢éo inflamatoria.

4. CONCLUSOES
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Neste estudo observou-se uma tendencia das vacas com altos niveis de
PONL1 terem maiores concentracdes séricas de E2, o que podera ter um efeito
positivo na txa de ovulagdo. No entanto, ndo foi encontrada diferengca na
expressdo de genes das celulas foliculares, concentracdes de NEFA e IGF1 de
vacas com nivel alto e baixo de atividade sérica da PON1. No entanto,
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