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1. INTRODUCAO

A paraoxonase-1 (PON1) é uma enzima antioxidante sintetizada no figado e
que circula no plasma ligada exclusivamente a lipoproteina de alta densidade (HDL)
(DRAGANOV et al., 2000). Possui propriedades anti-inflamatéria e antiaterogénica,
prevenindo o aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs), hidrolisando os
peroxidos lipidicos e diminuindo assim a suscetibilidade do HDL a peroxidacao
(SCHRADER; RIMBACH, 2011). Na populacdo humana a sua atividade reduzida
estd associada a inUmeros eventos fisiopatolégicos como aterosclerose, diabetes,
cancer, distarbios neurolégicos, entre outros (LAWLOR et al., 2007; PRECOURT et
al., 2011).

Em bovinos, a PONL1 é caracterizada principalmente como uma proteina de
fase aguda negativa, reduzindo seus niveis circulantes em resposta as citocinas
liberadas durante processos inflamatérios (BIONAZ et al., 2007).0 HDL é a unica
lipoproteina presente no fluido folicular, devido a permeabilidade da membrana basal
do foliculo ovariano (JASPARD et al., 1996), apresentando uma correlagdo positiva
entre os niveis séricos e intrafoliculares tanto de HDL quanto de PON1(SCHNEIDER
et al.,, 2013). A atividade ovariana fisioldgica resulta na producdo de EROs,
envolvidos em processos como a maturacdo oocitaria, esteroidogénese e nas
funcdes do corpo lateo. Estudos in vivo sugerem que a acdo da PON1 esta
relacionada com sua capacidade antioxidante nas membranas celulares, o que pode
melhorar a competéncia do odcito, e, consequente desenvolvimento embrionario
inicial, principalmente por reduzir o estresse oxidativo (BROWNE et al., 2008).

Baseando-se nisso, 0s genes que codificam as proteinas BCL-2 associada a
proteina X (Bax) e linfoma de células B-2 (BCL-2) desempenham um papel na
regulacdo de apoptose, e a proporgdo de Bcl-2/Bax pode indicar se uma célula esti
a sofrer apoptose. Além disso, 0 gene da superoxido dismutase dependente de
manganés (MnSOD) encontra-se associada com a atividade mitocondrial, sendo
uma das principais defesas contra danos oxidativos (LONERGAN e FAIR, 2014).
Desta maneira, € possivel relacionar o estresse oxidativo e o fator protetor da PON1
durante a maturacdo oocitaria e desenvolvimento embrionario inicial. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito da adicdo de diferentes niveis de PON1 ao meio de
maturacédo in vitro (MIV) sobre a expressao dos genes Bax, BCL-2 e MnSOD em
embrides bovinos produzidos in vitro.
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2. METODOLOGIA

Foram coletados ovarios bovinos provenientes de abatedouros locais e
transportados ao laboratorio (Laboratorio de Reproducdo Animal, EMBRAPA Clima
Temperado) em solucdo salina a 30°C. Os complexos cumulos ovécitos (CCOs)
foram recuperados mediante puncdo com auxilio de bomba a vacuo e mantidos em
banho-maria a 30°C. Apos 10 min de decantacdo, o sedimento foi transferido para
placas de Petri, onde foi realizada a recuperacdo e selecdo quanto a qualidade
morfolégica dos CCOs (DE LOOS et al., 1991).

De acordo com a adicdo de PON1 ao meio de MIV foram dispostos 4
tratamentos: TO= 0,0mg/mL; T1= 0,02mg/mL; T2= 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 400uL de meio MIV suplementado com PON1
conforme os tratamentos. Desta maneira foram realizadas 8 repeti¢des totalizando
1600 COCs. Os meios de MIV, Fecundagéao in vitro (FIV), Cultivo in vitro (CIV) e 0
soro fetal bovino foram cedidos gentiimente pela Biotecnologia Animal® (Brasilia, DF,
Brasil).

A MIV ocorreu em estufa com 5% de CO, e 39°C por 24horas. Para andlise
da atividade da PON1 foram coletados 15uL do meio as Ohoras da MIV, e, realizada
a andlise da atividade de PON1 mediante espectrometria. Ap0s a maturacao, foi
conduzida a FIV utilizando palhetas da mesma partida de sémen Bos taurus taurus e
realizada a sele¢é@o espermatica, com gradiente de mini Percoll, apos, foi realizada a
inseminacdo com concentracdo de 1x10° espermatozéides/mL.Os odcitos foram
incubados com os espermatozoides por 20horas sob mesmas condi¢gbes que a MIV.
Apos a fecundacdo, foi realizada a remocédo das células do cumulus mediante
pipetagens. Os provaveis zigotos foram cultivados em gotas de 200uL de meio
SOFaa adicionado de 5% Soro Fetal, sob 6leo mineral, acondicionados em bags e
em estufa com 5% CO, 5% O, e 90%N, a 39°C.

No dia 7 de desenvolvimento embrionario, foram coletados os embriées no
estadio de blastocisto inicial (Bi), blastocisto (Bl) e blastocisto expandido (Bx), apos
foram transferidos para microtubos contendo 100pl de Quick-Zol (Ludwig®
BiotecLtd.), homogeneizados e armazenados a -70°C até avaliacao.

Foi extraido o RNA utilizando o método do Trizol em conjunto com um
sistema de purificacdo por coluna comercial (Tissue MicroarrayRNeasy® Mini Kit,
Hilden QIAGEN®, NW, Alemanha) seguindo as instrucdes do fabricante. A
transcricdo reversa foi realizada com RNA total (13uL) utilizando o Kit de Sintese
iScriptTM (BioRad® Hercules, CA, EUA) num volume de 20pL e incubaram-se a
25°C/5min, 42°C/30min e 85°C/5min (MyCyclerTM termociclador, BIO RAD®). Para a
PCR foi utilizada a histona H2A (H2a) como gene controle e avaliada a expressao
dos genes Bax, Bcl-2 e MnSOD. As reactes de PCR foram realizadas em duplicata
num volume de 20pul. A fluorescéncia foi medida no sistema ECO Real-Time PCR
(iLLumina® San Diego, CA, EUA). Para cada ensaio foram corridos 50 ciclos (95°C/
3s e 60°C/30s). A analise dos gréficos de amplificacdo foi efetuada utilizando o
software EcoStudy (iLLumina® San Diego, CA, EUA). A expressdo relativa foi
calculada utilizando 2*®/2°P, (MASTERNAK et al.,2005) onde foi comparada a
expressao relativa do grupo controle (sem adicdo de PON1) em relagédo a cada um
dos tratamentos.
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A andlise estatistica foi realizada através do procedimento GLM no programa
SAS (SAS, Cary, NC, EUA) para testar o efeito linear, quadratico e cubico da adicédo
de doses crescentes de PON1 no meio de MIV sobre a expressao dos genes Bax,
Bcl-2 e MNSOD nos embrides bovinos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade de PON1 no meio de MIV foi de 2,15+0,38; 15,51+1,48;
30,24+2,96 e 57,94+5,03U/mL de acordo a adicdo de rPON1 ao meio de MIV nos
tratamentos: TO,T1, T2 e T3 respectivamente, validando o modelo de estudo.

Os genes Bax e o0 BCL-2 tém um papel importante na regulacéo da apoptose,
e sua relacdo pode indicar se uma célula vive ou morre. Ja& o gene MnSOD esta
associado com a atividade mitocondrial, sendo uma das principais defesas contra
danos oxidativos. Neste sentido, alguns autores observaram que substancias
antioxidantes adicionadas ao meio de MIV podem melhorar a maturacédo oocitaria e
em consequencia o desenvolvimento embrionario inicial (WANG et al., 2002). No
entanto, os resultados obtidos neste estudo indicam que a pesar da caracteristica
antioxidante da PON1, a adi¢ao desta enzima durante a MIV n&o teve efeito sobre a
expressdo dos genes Bax, Bcl-2 e MnSOD no dia 7 de embrides bovinos produzidos
in vitro, como observado na Tabela 1.

Tabela 1- Expressao relativa dos genes Bax, Bcl-2 e MnSOD.

rPON1 (mg/uL) Bax Bcl-2 MnSOD

0.00 1,00 +0,23 | 1,00 +0,48 1,00 +0,36

0.02 2,58 +0,36 | 0,61 +0,31 1,15 +0,45

0.04 2,33+0,63 | 0,40 +0,20 0,87 0,28

0.08 1,27 £+0,69 | 0,76 0,47 0,43 +0,15

Valor de P

Linear 0,81 0,78 0,12
Quadratico 0,03 0,34 0,61
Cubico 0,65 0,71 0,86

+ Erro padréo

Desta maneira, mais estudos precisam ser realizados com o intuito de
esclarecer os possiveis mecanismos de acdo da PON1 durante a maturacao
oocitéria, e desenvolvimento embrionério inicial. Além disso, torna-se necessério a
utilizacdo de analises complementares que permitam avaliar provaveis efeitos da
enzima a nivel celular e molecular.

Nés sugerimos que a utilizacdo de embrides em diferentes estadios de
desenvolvimento (Bi, Bl e Bx), assim como a sua qualidade possa ter interferido na
avaliacdo de expressao génica. Isto devido as diferencas na programacao molecular
conforme o estadio de desenvolvimento embrionario, 0 que em conseqiéncia
apresentaria grande variacao entre amostras, como encontrado neste trabalho.

4. CONCLUSOES
A adicdo de niveis crescentes de PON1 ao meio MIV ndo apresentou efeito

sobre a expressdo dos genes Bax, BCL-2 e MnSOD em embrides bovinos
produzidos in vitro.
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