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Resumo

RINCON, Joao Alveiro Alvarado. Adicdo de paraoxonase-1 durante a maturagao

oocitéria e seu efeito sobre a producdo in vitro de embrides bovinos. 2015. 41f.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pos-Graduacdo em Veterinaria,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

Estudos sugerem que a enzima paraoxonase-l1 (PON1) pode exercer efeito
antioxidante nas membranas celulares, o que poderia melhorar a competéncia do
odcito, principalmente por reduzir o estresse oxidativo. Baseado nisso, objetivou-se
avaliar o efeito da adicdo de diferentes niveis de PON1 recombinante humana
(rPON1) ao meio de maturacdo (MIV), sobre os indices de desenvolvimento
embrionério e expressdo génica em od0citos e embrides bovinos. Em 8 repeti¢cdes,
1600 complexos cumulus oécitos (COCs) foram coletados de ovarios bovinos
provenientes de abatedouros locais e divididos aleatoriamente em quatro grupos de
50 COCs: 0,0; 0,02; 0,04 e 0,08mg/mL de rPON1 no meio de MIV. A maturacdo
ocorreu em estufa com 5% de CO:2 e 39 °C durante 24 horas. ApOs a selecdo
espermatica, com a utilizacdo do mini percoll®, foi procedida a fecundacéo (FIV) com
concentracdo de 1x10° espermatozéides/mL. Decorridas 18 horas os provaveis
zigotos foram cultivados durante 7 dias no meio de cultivo adicionado de 10% de SFB
em condi¢des controladas (5% CO2, 5% O2 e 90%N2) a 39 °C. Foram coletados
odcitos desnudos e células do cumulus (600 COCs, 3 repeticdes) e embrides D7 (8
repeticdes) para extracdo de RNA e andlise da expressdo génica (Bax, Bcl-2 e
MnSOD). A atividade de PONL1 foi avaliada as 0 e 24hs de maturacdo mediante
espectrofotometria. A atividade média de PON1 no meio de MIV foi de 2,15+0,38;
15,51+1,48; 30,24+2,96 e 57,94+5,03 U/mL de acordo a adicdo de rPON1 ao meio de
MIV (0; 0,02; 0,04 e 0.08 mg/mL respectivamente). Nao houve diferenca (P>0,05) nas
taxas de clivagem: 81,7%, 85,1%, 81,0%, 82,5% respectivamente. No entanto, a
adicdo de rPON1 no meio de MIV melhorou o desenvolvimento embrionario de
maneira linear (P<0,0001) de acordo com a quantidade de proteina adicionada,
resultando na producédo de embribes em D7 de 22,1%; 29,2%; 31,7% e 33,8%
respectivamente. Além disso, este efeito foi suportado pela correlacdo positiva entre
o nivel de rPON1 no meio de MIV e a taxa de blastocisto no D7 (r=0,35; P=0,04). N&ao
foi observada diferenca na expressdo dos genes avaliados nos odcitos, células do
cumulus e embrides. Conclui-se que a adi¢do de rPON1 no meio de MIV tem um efeito
positivo na PIV de embrides bovinos, indicando que a PON1 promove uma melhor
taxa de desenvolvimento embrionario.

Palavras-chave: antioxidante; bovino; expressao génica



Abstract

RINCON, Joao Alveiro Alvarado. Effects of the addition of paraoxonase-1 during
oocyte maturation on the in vitro production of bovine embryos. 2015. 41f.
Dissertation (Master degree in Sciences) - Programa de Pdés-Graduacdo em
Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2015.

Some studies suggest that the enzyme paraoxonase-1 (PON1) can exert antioxidant
effects on cell membranes, thereby improving the competence of the oocyte,
particularly by reducing oxidative stress. Based on this, the aim of the current study
was to evaluate the effect of different levels of human recombinant PON1 (rPON1) in
the maturation medium, on embryo development and gene expression in bovine
oocytes and embryos. The study was performed in 8 repetitions, using 1600 cumulus
oocyte complexes (COCs) collected from bovine ovaries at local slaughterhouses and
divided randomly into four groups of 50 COCs each containing 0.0; 0.02; 0.04 and 0.08
mg/mL rPONL1 in the IVM medium. Maturation occurred in the incubator at 5% CO:2
and 39 °C for 24 hours. After the sperm selection using the mini Percoll®, IVF was
performed with a sperm concentration of 1x10%ml. After 18 hours, presumptive
zygotes were cultured for 7 days using IVC medium with the addition of 10% FBS
under controlled conditions (5% COz, 5% Oz and 90% N2) at 39°C. In addition, denuded
oocytes and cumulus cells (600 COCs, 3 repetitions) and D7 embryos (8 repetitions)
were collected for RNA extraction and gene expression analysis (Bax, Bcl-2 and
MnSOD). PON1 activity was evaluated at 0 and 24 hours of maturation by
spectrophotometry. The average PONL1 activity in the IVM medium was 2.15+0.38;
15.51+1.48; 30.24+2.96 and 57.94+5.03 U/mL according to the addition of 0.0; 0.02;
0.04 and 0.08 mg/mL of rPONL1 in the IVM medium. There was no difference (P>0.05)
in cleavage rates among treatments: 81.7%; 85.1%; 81.0%. 82.5% respectively.
However, the addition of rPONL1 to the IVM medium improved embryo development
linearly (P<0.0001), resulting in D7 embryo production of 22.1%, 29.2%, 31.7% and
33.8%, respectively. Moreover, this effect was supported by the positive correlation
between the level rPON1 in the IVM medium and the D7 blastocyst rate (r=0.35;
P=0.04). There was no difference in gene expression in oocytes, cumulus cells and
embryos. Finally, the addition of rPONL1 in the IVM medium had a positive effect on the
IVP of bovine embryos, indicating that PON1 improves embryo rate.

Keywords: antioxidant; bovine; gene expression



Figura 1 -

Figura 2 -

Lista de figuras

Atividade enzimatica de PON1 no meio de MIV de acordo com o

nivel de adicdo da proteina recombinante

Produgéo in vitro de embrides bovinos no D7 de acordo com o
nivel de PON1 recombinante no meio de MIV



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Lista de Tabelas

Sequéncia especifica de primers utilizados para Real Time PCR

(GYU-JIN et al., 24
7101070 TP
Producdo média de embrides por estadio de 26

desenvolvimento........

Expressao relativa dos genes Bax, Bcl-2 e 27



Sumario

L TN OAUGED ... 10
2 REVISA0 A€ [ITEratUIa ...ceeeeeieiiie et e e e e e e e e e e e eeann s 14
2.1 Producao in Vitro de emMbBIiBeS .........uuuiiiiii e 14
A\ = (AU = To= Lo I o Yo Lod | €= g - VOSSR 15
2.3 ESTreSSE OXIUALIVO ...ceiiiiiiiiiiiie e e et e et e e e e e e e e et e e e e e e e e e eeenannnnn s 16
2.4 Para0XONaASE-1. ...ttt e e e et a e e e aaee 18
G 1Y/ = (oo Lo ] o o |- PP 20
G0 e o To [V o= To o [0 =T0 0 o] 0 == PO 20
3.2 Amostras para analise da atividade de PON1 e de expressao génica ......... 21
3.3 Andlise da atividade de PONL ... 22
3.4 Andlise de eXPreSSA0 ENICA ......ccevuuuiiiiie e eeeeeeeie e e e 22
3.5 ANAliSe eStatiStiCa ...cceeee e 24
ST U | 1= To o 13U 25
ST o B 177> o P 28
B CONCIUSDES ..o 31

R O N CIAS .o e e e 32



1 Introducéao

A paraoxonase-1 (PON1) é uma enzima sintetizada no figado e liberada na
corrente sanguinea, onde encontra-se ligada exclusivamente a lipoproteina de alta
densidade (HDL) (DRAGANOV et al.,, 2000). A PON1 desempenha um papel
fundamental na capacidade anti-inflamatoria e antiaterogénica do HDL, protegendo o
HDL, as lipoproteinas de baixa densidade (LDL), as células e os lipideos de danos
oxidativos e peroxidativos (DRAGANOQV et al., 2000; 2005). Na populagdo humana
atividade reduzida de PON1 esta associada a inumeros eventos fisiopatoldégicos como
aterosclerose, diabetes, cancer, disturbios neurolégicos (KORDI-TAMANDANI et al.,
2011; LAWLOR et al., 2007; PRECOURT et al., 2011) e cardiovasculares
(DURRINGTON et al., 2001), entre outros. Varios fatores modulam a atividade sérica
da PON1 em humanos, dentre eles podemos citar polimorfismos genéticos, ingestao
de &cidos graxos, ingestéo de colesterol, ingestao de alcool e fumo, sendo que a maior
contribuicdo observada (15% da variacdo total) se deve a um polimorfismo presente
na regido promotora do gene da PON1 (KIM et al., 2013).

Em bovinos, a PON1 tem sido caracterizada principalmente como uma proteina
de fase aguda, reduzindo seus niveis circulantes em resposta as citocinas liberadas
durante a inflamacdo (BIONAZ et al.,, 2007). Por tanto, a resposta eficiente aos
processos inflamatorios e a recuperacdo dos animais doentes esta atrelada ao
restabelecimento dos niveis normais de PON1 ap0s o periodo de estresse
(BOSSAERT et al., 2012). Alguns estudos sugerem, que a PON1 pode desempenhar
um papel importante na susceptibilidade a varias doencas e deficiéncias imunoldgicas
guando seus niveis apresentam-se muito baixos (PEZZULO et al., 2012), assim como
a importancia da PON1 na deteccéo precoce de doencas do periparto como mastite e
metrite em vacas leiteiras (KRAUSE et al., 2014; SCHNEIDER; CORREA e BUTLER,
2013), sendo as vezes, utilizada como indicador de funcdo hepatica durante
processos inflamatérios (CERON, TECLES e TVARIJONAVICIUTE, 2014).
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A PON1 tem a capacidade de prevenir o aumento das espécies reativas de
oxigénio (EROs), hidrolisar os peroxidos lipidicos, diminuir a susceptibilidade do HDL
a peroxidacdo e aumentar o efluxo do colesterol a partir de macréfagos
(DURRINGTON et al., 2001). Devido a permeabilidade da membrana basal do foliculo
ovariano, o HDL é a Unica lipoproteina presente no fluido folicular (JASPARD et al.,
1996), apresentando uma correlagdo positiva entre os niveis séricos e intrafoliculares.
Da mesma maneira, a PON1 é transferida do soro ao fluido folicular em bovinos
(SCHNEIDER et al., 2013) e em humanos (BROWNE et al., 2008), sugerindo que sua
transferencia a partir do sangue ocorre junto com o HDL, visto que estédo
correlacionados nos dois compartimentos (BROWNE et al., 2008; SCHNEIDER et al.,
2013). Desta maneira, alteracbes nos niveis sanguineos de PON1 alteram
consequentemente sua atividade no fluido folicular, podendo afetar a qualidade do
odcito e a fertilidade. Schneider et al. (2013) encontraram atividade de PON1 de 82,6
U/ml e 53,9 U/mL (P=0.01) em foliculos estrogénio ativos e foliculos atrésicos
respectivamente, indicando variacdes nos niveis de PON1 conforme a atividade
folicular. Em mulheres submetidas a processo de fecundagéo in vitro (FIV) a maior
atividade sérica e intrafolicular de PON1 e maior concentragédo de apolipoproteina A
tipo | (APOAI) estdo relacionadas a melhor qualidade embrionaria e com maior nimero
de blastomeros (BROWNE et al.,, 2008), indicando que o HDL e principalmente a
PON1 podem desempenhar um papel de protecdo na saude do odcito e no
desenvolvimento embrionario inicial (FUJIMOTO et al., 2010).

A atividade ovariana normal resulta na producdo de EROs, envolvidas em
processos fisiolégicos como a maturacao oocitaria, esteroidogénese e nas funcdes do
corpo luteo (AGARWAL; GUPT e SHARMA, 2005). A geracdo excessiva de EROs
e/ou diminuicdo da capacidade antioxidante € denominada estresse oxidativo
(ANDRADE et al., 2010). Tanto em condic¢des in vitro quanto in vivo, somente odcitos
competentes podem retomar a meiose, adquirir a habilidade de serem fertilizados, se
desenvolver até o estagio de blastocisto e ter capacidade de induzir uma gestacéo
(CARREL etal., 2005; FARIN et al., 2007). Para se tornar competente, o odcito precisa
passar gradualmente por mudancas que incluem um remodelamento fisico e
molecular (FAIR et al., 1996). No entanto, o0 estresse oxidativo e as condi¢cOes de
cultivo in vitro (CIV) podem promover profundos efeitos na competéncia genética dos

oocitos maturados in vitro (CARREL et al., 2005). Desta maneira, torna-se
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interessante a pesquisa de possiveis agentes antioxidantes para melhora da
fertilidade tanto para condicdes in vivo como in vitro.

Apesar dos recentes avangos biotecnolégicos, a eficiéncia da producao in vitro
de embrides bovinos (PIVE) ainda é considerada baixa (LONERGAN e FAIR, 2014).
Fatores como a qualidade oocitaria, sistemas de maturacdo oocitaria e CIV séo
determinantes para o éxito da técnica (KITAGAWA, et al., 2004). Considerando que
somente 25-40% dos odcitos submetidos a maturacao in vitro (MIV) sdo competentes
para o desenvolvimento até o estagio de blastocisto (FARIN et al., 2007), pode-se
sugerir que a maturacdo ainda é um dos problemas na PIVE. In vitro, a producao de
EROs é favorecida pela alta tensdo de oxigénio associada a interferéncia de luz,
temperatura, presenca de espermatozoides e auséncia de antioxidantes naturalmente
presentes no fluido folicular (WANG, et al., 2002). Portanto, o estresse oxidativo na
MIV consiste numa das principais causas da baixa eficiéncia da maturacéo oocitaria
e o0 desenvolvimento embrionario em vérias espécies (AGARWAL; GUPTA e
SHARMA, 2005).

Um dos efeitos citotdxicos mais importantes decorrentes do estresse oxidativo
€ a peroxidacéo lipidica, definida como a deteriorizacdo oxidativa dos acidos graxos
poli-insaturados (AGPI), resultando em alteracdes celulares irreversiveis (LIMA e
ABDALLA, 2001). Dentre os componentes celulares, as membranas sdo mais
susceptiveis a peroxidacéo lipidica, devido a grande quantidade de AGPI, acarretando
sua destruicdo ou alterando sua permeabilidade. Em consequéncia, ha perda da
seletividade para entrada e saida de substéncias da célula, liberacdo do conteudo das
organelas, formacdo de produtos citotoxicos, alteragcdo do DNA, culminando em
apoptose ou morte celular (HERSHKO, 1989; MELLO, et al., 1983; WANG et al.,
2002). Evidéncias indicam que a peroxidacao lipidica € uma das principais causas da
baixa eficiéncia da maturacdo oocitaria e cultivo embrionario in vitro, principalmente
por induzir o bloqueio do desenvolvimento e comprometimento da qualidade oocitaria
e embrionaria (NASR-ESFAHANI, AITKEN e JOHNSON, 1990; WANG et al., 2002)

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, principalmente por reduzir o estresse oxidativo, dentre
diversos outros fatores presentes no fluido folicular (BROWNE et al., 2008). Baseado
no exposto anteriormente é possivel relacionar o estresse oxidativo e o fator protetor

da PON1 a qualidade do odcito e ao desenvolvimento embrionario inicial. Neste
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sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da adicdo de diferentes niveis de
PON1 ao meio de maturacdo, sobre os indices de desenvolvimento embrionario e

expressao génica em odcitos e embrides bovinos.



2 Revisao de literatura

2.1 Producado in vitro de embrides

A PIVE é uma biotécnica eficiente na producdo de animais de alto valor
genético, tornando-se uma importante ferramenta na exploracdo do potencial
reprodutivo dos rebanhos, aumentando o nimero de descendentes, diminuindo o
intervalo entre geracdes e aumentando a velocidade do melhoramento (ANDRADE et
al., 2002; VARAGO; MENDONCA e LAGARES, 2008). Além disso, esta biotécnica é
base para outras biotecnologias como a transferéncia nuclear e transgenia (MERTON
et al., 2003).

A PIVE surgiu na década de 80 do século passado, com o nascimento do
primeiro bezerro a partir de um odcito fecundado e cultivado in vitro e, seguidamente
transferido para o oviduto de uma receptora (BRACKETT et al., 1982). Desde entao,
todos os processos envolvidos na PIVE vem sendo estudados, esclarecidos e, em
consequéncia detalhados. Apds amplas pesquisas em biotecnologia, o Brasil passou
por um crescimento significativo na ultima década, chegando a dominar biotécnicas
como a aspiragao folicular e a PIVE (SENEDA et al., 2002), tornando-se o maior
produtor de embrides do mundo (IBGE, 2011; SBTE, 2012).

Apesar disso, a eficiéncia da PIVE ainda esta longe de ser ideal. Em bovinos,
90% dos odcitos recuperados e submetidos a MIV atingem a fase de metafase I,
aproximadamente 80% sao fecundados e somente 30 a 40% conseguem-se
desenvolver até a fase de blastocisto (LONERGAN e FAIR, 2014). Um dos pontos
determinantes para o sucesso da PIVE é o fator materno (contetdo citoplasmatico do
o0cito como proteinas e RNAmM) que é fundamental para que os oécitos suportem a
fecundacdo e desenvolvimento embrionario (LI e ALBERTINI, 2013). Durante o
processo de crescimento até a aquisicdo de competéncia para o reinicio da meiose, 0
oocito sofre diversas mudancas bioquimicas, estruturais e citoesqueléticas
importantes (BERTAGNOLLI et al., 2004), assim como modificagcdo de estruturas e
finalizacdo da sintese de RNA, determinantes para o desenvolvimento futuro (LI e
ALBERTINI, 2013).
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Assim, o ambiente folicular no qual os odcitos foram mantidos antes da
recuperacdo afeta diretamente sua capacidade de desenvolvimento in vitro
(ARLOTTO et al., 1996; CAMARGO et al., 2006). Concomitantemente Peixoto et al.
(2002) mencionam que a resposta das doadoras aos tratamentos de superovulagéo,
aspiracao folicular e subsequente PIVE tém resultados variaveis tanto na qualidade
dos odcitos, quanto na producdo de embrides viaveis, enquanto Seneda et al. (2001)
afirmam que a boa qualidade dos odcitos € requisito no sucesso destes programas
reprodutivos. A atividade metabdlica normal em foliculos ovarianos pode resultar em
estresse oxidativo e danos aos odcitos (AGARWAL; GUPTA e SHARMA, 2005), além
disso, condi¢cdes como o balango energético negativo (LUCY, 2008), estresse térmico
(MOORE et al., 2005) e dietas ricas em proteina e energia (BOLAND et al., 2001)
entre outros, podem alterar a qualidade oocitaria e subsequente producdo de

embrides viaveis.

2.2 Maturacdao oocitéaria

A maturacgdo oocitaria consiste em uma série de transformacdes nucleares e
citoplasmaticas que tornam ao odécito competente (COMBELLES, 2002), capaz de
retomar a meiose, adquirir a habilidade de ser fertilizado, se desenvolver até o estagio
de blastocisto e ter capacidade de induzir uma gestacado (CARREL et al., 2005; FARIN
et al., 2007). Quando in vivo os o0citos permanecem em estadio inicial da divisdo
meiotica (vesicula germinativa - VG) até o pico pré-ovulatério de gonadotrofinas
(RICHARD e SIRARD, 1996), o que estimula a maturacdo do odcito e induz a
alteracdes fisioldgicas na atividade das células do cumulus (FAIR, 2003; RODRIGUEZ
E FARIN, 2004). Em cultivo in vitro, os complexos cumulus odcito (COCs) isolados em
meio simples de cultivo retomam a meiose espontaneamente, mesmo na completa
auséncia de horménios (PINCUS e ENZMANN, 1935), provavelmente pela simples
remocao de algum fator inibitério presente no foliculo integro. O odcito recomeca o
ciclo celular a partir da fase de dipléteno da préfase |, passa pelos estadios de
metafase |, anafase I, teléfase | (término da primeira divisdo meidtica) e progride até
0 estadio de metafase da segunda divisdo meiotica (MEINECKE et al., 2001). No
intervalo que compreende os estadios de préfase | a metafase Il, 0s cromossomos se
condensam e o envelope nuclear € desfeito, marcando o inicio da maturag@o nuclear
(JONES, 2004; MEINECKE et al., 2001). Na sequéncia, os cromossomos homologos
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séo divididos em dois grupos, sendo que metade do nimero original de cromossomos
permanece no oocito (célula haploide) e a outra metade é incorporada ao primeiro
corpusculo polar. Ao término da primeira divisdo meidtica, o citoplasma € dividido
assimetricamente (CAN et al., 2003), gerando duas células de tamanhos diferentes:
uma pequena chamada de corpusculo polar e outra maior, 0 o6cito secundario. Apés
a maturacdo nuclear, o odécito permanece nesse estadio do ciclo celular até a
fecundacdo (MAYES E SIRARD, 2001). Entretanto, durante a maturacao
citoplasmatica ocorrem alteracbes metabdlicas altamente complexas, que envolvem
varios eventos simultaneos, como sintese de proteinas (SIRARD et al., 1998),
modificacdes moleculares (KUBELKA et al., 2000), migracdo e reorganizacao de
organelas no citoplasma (STOJKOVIC et al., 2001).

A gualidade e a competéncia do odcito estdo intimamente relacionadas a fase
de crescimento e saude do foliculo, visto que alteracdes enddcrinas ou metabdlicas
estdo acompanhadas de alteracdes na composic¢ao do fluido folicular, comprometendo
a capacidade de desenvolvimento dos odcitos, em virtude que sdo altamente
sensiveis a qualquer distdrbio no seu microambiente (LEROY et al., 2008). In vitro, a
alta tensd@o de oxigénio associada a interferéncia de luz, temperatura, presenca de
espermatozoides e auséncia de antioxidantes naturalmente presentes no fluido
folicular favorecem a producao de EROs que diminuem a eficiéncia da MIV (WANG,
et al., 2002). Além disso, a capacidade de fecundacdo e de desenvolvimento
embrionario depende da maturacao nuclear e citoplasméatica do oécito (FERREIRA et
al., 2008). Considerando que somente 25-40% dos odcitos submetidos a MIV sdo
competentes para o desenvolvimento até o estagio de blastocisto (FARIN et al., 2007),

pode-se sugerir que a maturacéo ainda é um dos entraves na PIVE.

2.3 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é definido como a condi¢cdo biolégica onde ocorre um
desequilibrio entre a formacdo e remocdo de agentes oxidantes no organismo,
decorrente da geracdo excessiva de EROs e/ou diminuicdo de antioxidantes
(ANDRADE et al., 2010). Em processos metabdlicos normais como a respiragao,
atividade das células do sistema imune e no metabolismo energético, ha formacao de
EROs, que em situacdo fisiologica normal, em baixas concentracdes s&o



17

responsaveis pelo transporte de elétrons na cadeia respiratéria (DOWNLING e
SIMMONS, 20009).

As EROs também estdo envolvidas em processos fisiolégicos como a
maturacdo oocitaria, esteroidogénese e nas func¢des do corpo lateo (AGARWAL;
GUPTA e SHARMA, 2005). Neste sentido, Appasamy et al. (2007) sugerem que a
esteroidogénese esté relacionada com a atividade enzimética antioxidante e que o
oocito dentro do foliculo esteja naturalmente exposto a um certo nivel de estresse
oxidativo. Altas concentracdes de estrogeno contribuem no aumento da atividade
antioxidante, porém, o estresse oxidativo influencia a producdo de hormdnios
esteroides produzidos pelas células da granulosa, principalmente o estrégeno
(APPASAMY et al., 2007). Entéo, o estresse oxidativo pode contribuir ainda para uma
reducdo da atividade antioxidante, o que dificulta o seu controle. Além disso,
fenbmenos de peroxidacdo lipidica parecem estar envolvidos nesse processo,
influenciando também a producéo de outras glicoproteinas pelas células da granulosa,
como a inibina A, inibina B, ativina A e o horménio antimulleriano, que tém sido
estudados como marcadores da resposta ovariana e reserva folicular (APPASAMY et
al., 2007).

O estresse oxidativo parece danificar od6citos e embrides por levar a
peroxidacdo dos fosfolipidios da membrana e a alteracdo de grande parte dos tipos
de moléculas celulares, tais como lipidios, proteinas e acidos nucléicos, incluindo
alteracdes mitocondriais, bloqueio do desenvolvimento embrionario e apoptose
(WANG et al.,, 2002). Os mesmos autores mencionam que o00citos e embrides
parecem estar protegidos do estresse oxidativo pela presenca de antioxidantes dos
fluidos folicular e do oviduto. Porém, quando os odcitos séo tirados do seu ambiente
natural e inclusos nos sistemas de cultivo in vitro, eles perdem a sua defesa natural e,
portanto, cuidados especiais como a adicdo de antioxidantes ao meio de cultivo
devem ser tomados para evitar que o0 estresse oxidativo ocorra e reduza a eficiéncia
da PIVE (De MATOS et al., 2002; WANG et al., 2002). Neste contexto, Livingston et
al. (2009) sugeriram a existéncia de um reservatério de enzimas antioxidantes no
o0cito, as quais sdo armazenadas na forma de mRNA, presumivelmente para prevenir
0 estresse oxidativo e garantir o desenvolvimento futuro até o estagio de blastocisto.

Assim, pode ser concluido que apesar das recentes pesquisas e avangos
biotecnoldgicos, a eficiéncia da PIVE em bovinos ainda € baixa quando comparada
com resultados obtidos in vivo (LONERGAN e FAIR, 2014). Fatores como a qualidade
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dos odcitos, as condicbes de maturacdo oocitaria e cultivo de embrides in vitro
parecem ser determinantes no sucesso destas biotécnicas. In vitro as altas tensées
de oxigénio associadas a interferéncia da luz favorecem a producédo de EROs, além
disso, a presenca de espermatozoides e auséncia de antioxidantes maternos ajudam
no incremento de EROs (WANG et al., 2002). Portanto, estratégias que visem diminuir
0 estresse oxidativo in vitro e in vivo podem favorecer o desenvolvimento embrionario

inicial.

2.4 Paraoxonase-1

Em mamiferos, a paraoxonase (PON) é uma familia multigénica de enzimas
composta por trés membros PON1, PON2 e PON3 (PRIMO-PARMO et al., 1996). A
nomenclatura da PON ¢é atribuida a fungéo original, a hidrolise do paraoxon, porém,
estudos recentes demostraram que também é capaz de hidrolisar outros substratos
metabdlicos como ésteres aromaticos (fenilacetato) e lactonas aromaticas (COSTA et
al., 2003; DRAGANOQV e LA DU, 2004), entre outros. A funcdo exata das PONs ainda
ndo foi completamente elucidada, e atualmente é objeto de estudo em diversos
campos de pesquisa. A PON2 é exclusivamente intracelular e expressada unicamente
em tecidos, enquanto a PON3 é encontrada no soro associada ao HDL, mas em niveis
menos abundantes (100 vezes) do que a PON1 (DRAGANOV et al., 2000; NG et al.,
2001).

A PONL1 é definida como uma esterase célcio-dependente, sintetizada no
figado e liberada na corrente sanguinea, onde encontra-se ligada exclusivamente ao
HDL e desempenha um papel fundamental na capacidade do HDL para proteger o
LDL, células e lipideos de danos oxidativos e peroxidativos (DRAGANOV et al., 2000,
2005). Na populacdo humana a PON1 esta associada a inumeros eventos
fisiopatologicos como aterosclerose, diabetes, cancer, disturbios neuroldgicos, entre
outros (KORDI-TAMANDANI et al., 2011; LAWLOR et al., 2007; PRECOURT et al.,
2011). Além disso, Schrader e Rimbach (2011) indicam que a atividade sérica de
PON1 pode ser influenciada por diversos parametros, tais como fatores genéticos,
nutricionais, estilo de vida, idade, uso de farmacos, estado de saude e estresse
oxidativo. Da mesma forma, alguns polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNPs)
identificados no gene da PON1 demostram estar associados com o0s niveis de
atividade sérica da enzima (DA COSTA, 2012).
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J& em bovinos, a PONL1 é caracterizada principalmente como uma proteina de
fase aguda negativa, reduzindo seus niveis circulantes em resposta as citocinas
liberadas durante o processo inflamatorio (BIONAZ et al., 2007). Desta maneira, a
resposta eficiente aos processos inflamatoérios e a recuperacéo dos animais doentes
esta atrelada ao restabelecimento dos niveis normais de PON1 apds o periodo de
estresse (BOSSAERT et al., 2012). J& Pezzulo et al. (2012) sugerem que a PON1
pode desempenhar um papel importante na susceptibilidade a varias doencas e
deficiéncias imunoldgicas quando seus niveis apresentam-se muito baixos. Da
mesma forma, a PON1 pode ser usada para a deteccdo precoce de doencas do
periparto como a metrite e endometrite em vacas leiteiras (KRAUSE et al., 2014;
SCHNEIDER; CORREA e BUTLER, 2013), sendo as vezes utilizada como indicador
de funcdo hepatica durante processos inflamatorios (CERON et al., 2014).

Considerando que a PON1 exerce um efeito antioxidante nas membranas
celulares e que uma das causas da baixa eficiéncia da MIV s&o os efeitos negativos
estresse oxidativo gerado em condigbes de cultivo in vitro. A adicdo de niveis
crescentes rPON1 durante a maturagdo oocitaria in vitro teria um efeito positivo no

subsequente desenvolvimento embrionario.



3 Metodologia

A producdo de embribes bovinos in vitro foi realizada no Laboratorio de
Reproducdo Animal da EMBRAPA Clima Temperado, as analises da atividade de
PONL1 foram realizadas no Laboratorio de NutricAo Experimental da Faculdade de
Nutricdo da UFPel e as anélises de expressao génica foram realizadas no Laboratério

de Bioquimica e Molecular da Faculdade de Medicina Veterinaria, UFPel.

3.1 Producao de embrides

Foram coletados ovarios bovinos provenientes de abatedouros locais e
transportados ao laboratério em solucéo salina (NaCl a 0,9 %) suplementada com
antibiotico e aquecida a 30 °C. Os complexos cumulus oécitos (COCs) foram
recuperados mediante a aspiracdo de foliculos com diametro entre 2 e 8 mm com
auxilio de escalpes de 18G e bomba a vacuo (10-12 mL/min). Durante a aspiracédo, o
liquido folicular juntamente com os COCs foram mantidos em banho-maria a 30 °C e,
posteriormente permaneceram por 10 min para decantagdo. O sedimento (pellet) foi
entdo transferido para placas de Petri, onde, com ajuda de estereoscopio (40x), foi
realizada a recuperacdo e selecdo quanto a qualidade morfologica dos COCs (DE
LOOS et al., 1991).

Apos a selecdo, os COCs foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos
de 50 conforme a adicdo de PON1 ao meio de MIV em doses crescentes: 0; 0,02; 0,04
e 0,08 mg/mL de PON1 recombinante humana (rPON1) (Chesapeake PERL Inc.,
Savage, EUA). Desta maneira foram realizadas 8 repeti¢coes totalizando 1600 COCs.
Para a maturacdo foram utilizadas gotas de 400 pL do meio de MIV (Biotecnologia
Animal®, Brasilia, DF, Brasil) suplementado com rPON1 conforme os tratamentos. A
MIV ocorreu em estufa com 5% de CO2z e 39 °C por 24 horas.

Posterior & maturacdo, os COCs foram lavados e transferidos para novas gotas

de 400 puL do meio de FIV (Biotecnologia Animal®, Brasilia, DF, Brasil). Para a
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inseminacao foram utilizadas palhetas da mesma partida de sémen Bos taurus taurus
e apos a selecdo espermatica, com a utilizacdo do mini gradiente de Percoll (Nutricell®,
Campinas, SP, Brasil), foi realizada inseminacdo com concentracdo de 1x10°
espermatozoides/mL. O dia da inseminacéo foi considerado como o dia 0 (D0O) do
cultivo. Os odcitos foram incubados com os espermatozoides por 20 horas nas
mesmas condi¢des atmosféricas da MIV.

Apos o periodo de fecundacéo, as estruturas foram transferidas para o meio de
manipulacdo para remocao das células do cumulus oophorus mediante pipetagens
repetidas. As estruturas recuperadas foram lavadas trés vezes e transferidas para
gotas de 200 yL do meio de cultivo (Biotecnologia Animal®, Brasilia, DF, Brasil)
acrescido de 10% de soro fetal bovino inativado (SFB) (Biotecnologia Animal®,
Brasilia, DF, Brasil) sob 6leo mineral (Dow corning® Campinas, SP, Brasil). As placas
com os presumiveis zigotos foram acondicionadas em bags (5% O2 e 90% N2) em
estufa 39 °C e 5% de CO2 durante 7 dias. No dia 3 e 5 foi realizada a troca de 50% do
meio de cultivo. A taxa de clivagem (numero clivados/nimeros inseminados) foi
avaliada 48 horas do inicio da FIV (D2) e a taxa de desenvolvimento embrionario

(numero de blastocistos/nimero de clivados) ao sétimo dia (D7).

3.2 Amostras para analise da atividade de PONL1 e de expressao génica

Para analise da atividade de PON1 foram coletados 15 pyL do meio de MIV as
0 e 24 horas de maturagdo de todos os tratamentos e repeticdes (n=32).
Adicionalmente, no D7 foram coletados em média 10+3 embribes (em estagio de
blastocisto inicial, blastocisto ou blastocisto expandido), que foram transferidos para
microtubos contendo 100 pL de Quick-Zol (Ludwig Biotec LTDA., Alvorada, RS, Brasil)
e homogeneizados em vortex durante 1min.

Para a coleta de odcitos e células do cumulus, foram recuperados COCs e
submetidos a MIV como descrito anteriormente. Os COCs foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos de 50 conforme a adicdo de rPON1 ao meio de MIV
em doses crescentes: 0; 0,02; 0,04 e 0,08 mg/mL de rPON1. Apds a maturacao, as
estruturas foram transferidas a gotas de 200 pyL de hialuronidase 0,1% (SIGMA-
ALDRICH Inc., Missouri, EUA) e mantidas a 39 °C durante 30min. Apds, foi realizada
a remocao das células do cumulus mediante pipetagens repetidas. Posteriormente,

0s odcitos desnudos foram transferidos para microtubos contendo 100 L de Quick-
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Zol (Ludwig Biotec LTDA., Alvorada, RS, Brasil) homogeneizados em vortex e
armazenados a -70 °C. As gotas de hialorunidase contendo as células do cumulus
foram centrifugadas em microtubos para precipitacédo, e apos, foram coletados 70 L
do pellet e transferidos a novos microtubos contendo 100 pL de Quick-Zol®
homogeneizados em vortex e armazenados a -70 °C. Desta maneira foram realizadas

3 repeticdes totalizando 600 COCs para andlise de expressao génica.

3.3 Andlise da atividade de PON1

Para determinacdo da atividade PON1 no meio de MIV foi utilizado um
protocolo previamente descrito (BROWNE et al., 2007). Brevemente, foi utilizado um
tampéo Tris/HCI 20 mM, contendo 1 mM de cloreto de célcio e 4mM de fenilacetato
como solucdo de trabalho. As amostras foram diluidas (1:3) em Tampao 20mM
Tris/HCI. A leitura foi realizada em espectrofotometro, adicionando-se 3,3 uL da
amostra diluida em 500 uL da solucéo 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 seguinte formula: A Absorbancia x 115 x 3. A atividade da PON1 foi

expressa em U/mL.

3.4 Andlise de expressao génica

A andlise de expressao génica comecou com a extracdo de RNA, as amostras
foram descongeladas e homogeneizadas em vortex adicionando 100 pL de Quick-Zol
(Ludwig Biotec LTDA., Alvorada, RS, Brasil). Depois disso, foram adicionados 40 pL
de cloroférmio e as amostras foram homogeneizadas e incubadas a temperatura
ambiente por 3 min. Entdo, as amostras foram centrifugadas a 4 °C e 12000 g durante
15 min e a fase clara superior (80 pL) transferida para um novo microtubo contendo
160 pL de isopropanol frio. A solugéo foi entdo transferida para um sistema de
purificacdo de coluna comercial (RNeasy® Microarray Tissue Mini Kit, QIAGEN®
Hilden, NW, Alemanha) e tratada com DNase (RNase-freeDNase Conjunto,
QIAGEN®) seguindo as instru¢bes do fabricante. Para finalizar, o RNA foi eluido com
15 pL de &gua ultrapura e armazenado em microtubos. A transcricdo reversa foi
realizada com o RNA total extraido (13 pL), utilizando iScript™ Synthesis Kit (BIORAD,
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Hercules, CA, EUA) no volume de 20 pL incubados 5min a 25 °C, 30min a 42 °C e
5min a 85 °C (MyCycler™ ThermalCycler, BIO RAD).

Foi realizado o PCR em tempo real usando o corante SYBR Green para avaliar
a expressao dos genes de interesse. O gene Histona H2A foi utilizado como controle
interno e os genes alvo foram o0s genes que codificam para as proteinas BCL
associada a proteina X (Bax), linfoma de células B-2 (Bcl-2) e Superdxido dismutase
dependente de manganés (MnSOD). Segundo Yang (2002) a familia de genes BCL,
que inclui o Bax (pro-apoptdtico) e Bcl-2 (anti-apoptoético) estdo envolvidos na
regulacdo da apoptose, neste sentido, o gene Bax é responsavel por induzir a enzima
caspase-activated-DNAse, responsavel pela fragmentacao do DNA (GYU-JIN, 2007).
Em contraste, 0 mesmo autor menciona que o gene Bcl-2 inibe a apoptose através de
diferentes mecanismos, como prevencao da liberacdo de proteinas mitocondriais, ou
seja, a relacdo entre Bax e Bcl-2, pode determinar se uma célula morre ou vive. J& o
gene MnSOD encontra-se associado a atividade mitocondrial, além de possuir papel
na diferenciacao celular e fornecer uma importante defesa contra dano oxidativo por
espécies reativas de oxigénio (LAZZARI, 2011).

As sequencias dos iniciadores (primers) estéo listadas na Tabela 1. As reacdes
de PCR foram realizadas em duplicata com volume de 20 pL, utilizando 5 pL de SYBR
Green Mastermix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), 0,5 uL de cada iniciador
(10 uM), 2 uL do cDNA e 7 uL de agua ultrapura. A fluorescéncia foi quantificada em
tempo real no sistema ECO™ Real-Time PCR System (iLLumina®, San Diego, CA,
EUA). Para cada ensaio foram corridos 50 ciclos (95 °C durante 3s e 60 °C durante
30s) e uma curva de dissociagdo foi incluida no final da reac@o para verificar a
amplificagdo de um Unico produto de PCR. As andlises dos gréaficos de amplificacdo
foram realizadas com o software EcoStudy (iLLumina®, San Diego, CA, EUA). Cada
placa de ensaio incluiu um controle negativo usando agua ultrapura.

O coeficiente de variacao foi inferior a 6% para todos os pares de iniciadores
utilizados. A expressao relativa foi calculada a partir da equacao 2A8/2¢P (em que A
€ o valor limiar do ciclo [Ct] para o0 gene de interesse na primeira amostra do controle;
B, o valor de Ct para o gene de interesse na amostra analisada; C, o valor de Ct para
0 gene H2A na primeira amostra do controle e D, o numero Ct para o gene H2A na
amostra analisada). A primeira amostra do controle foi expressa como 1,00 por esta
equacao, e todas as outras amostras foram calculadas em relagéo a este valor. Depois

disso, os resultados do grupo controle (adicdo de rPON1= 0 mg/mL) foram
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ponderadas, e todos os outros resultados foram divididos pelo valor médio da
expressao relativa no grupo controle, para se obter a mudanca na expressao dos
genes de interesse em comparacdo com o grupo de controle (fold change)
(MASTERNAK et al., 2005).

Tabela 1- Sequéncia especifica de primers utilizados para Real
Time PCR (GYU-JIN et al., 2007).

Genes Primers

Bcl-2 For- GATGACTTCTCTCGGCGCTAC
Rev- GTGCCTTCAGAGACAGCCAG
For- TGCAGAGGATGATCGCAGCTGTG
Rev- CCAATGTCCAGCCCATCATGGTC
MnSOD For- CCCATGAAGCCCTTTCTAATCCTG
Rev- TTCAGAGGCGCTACTATTTCCTTC
H2A For- AGGACGACTAGCCATGGACGTGTG
Rev- CCACCACCAGCAATTGTAGCCTTG

Bax

3.5 Andlise estatistica

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 adicédo
de doses crescentes de rPON1 no meio de MIV sobre a atividade da enzima, taxa de
clivagem, producéo de embrides no dia 7 e expresséo dos genes Bax, Bcl-2 e MnSOD.
Além disso, realizou-se o teste de correlacdo de Pearson entre o nivel de atividade de

PON1 e a taxa de blastocisto no dia 7 do cultivo embrionario.



4 Resultados

Validando o modelo de estudo, observou-se atividade média de PON1 no meio
de MIV de 2,15+0,38; 15,51+1,48; 30,24+2,96 e 57,94+5,03 U/mL de acordo a adi¢ao
de rPON1 ao meio de MIV (0; 0,02; 0,04 e 0.08 mg/mL respectivamente), como se
evidencia na figura 1. Desta forma observou-se uma correlacéo (r=0,99; P<0,001)
positiva entre a quantidade de rPON1 adicionada ao meio de MIV e sua atividade

enzimaética.
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Figura 1- Atividade enzimatica de PON1 no meio de MIV de acordo
com o nivel de adicdo da proteina recombinante.

As taxas de clivagem no D2 foram de 81,7%; 85,1%; 81,0% e 82,5% para 0s
tratamentos com adicdo de 0; 0,02; 0,04 e 0.08 mg/mL de PONL1 respectivamente,
sem diferengas entre tratamentos (P>0,05). Porém, a adicdo de PON1 no meio de
MIV melhorou o desenvolvimento embrionario de maneira linear (P<0,0001),
resultando na producédo de embrides em D7 de 22,1%; 29,2%; 31,7% e 33,8%
respectivamente, conforme se observa na figura 2. Além disso, este efeito foi

suportado pela correlacdo positiva entre a atividade enzimatica da rPON1
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adicionada ao meio de MIV e a taxa de blastocistos em D7 (r=0.35, P=0.04).
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Figura 2- Producé&o in vitro de embrides bovinos no D7 de acordo

Adicdo de PON1 (mg/mL)

com o nivel de PON1 recombinante no meio de MIV

A média do numero e porcentagem de blastocistos produzidos por tratamento

conforme a adicdo de rPON1 ao meio de MIV no D7 de cultivo sdo mostrados na

tabela 2.

Tabela 2- Producao média de embrides por estadio de desenvolvimento

rPON1 Odcitos Clivados n Estadio embrionario n (%)

(mg/pL) | destinados a FIV n (%) Bi Bl Bx Total
0,00 46,5 38,0(81,7) | 2,3(6,2) | 3,8(10,1) | 2,1(5,8) 8,3 (22,1)
0,02 43,5 37,1(851) |23(6,7)| 48(13,4) | 3,5(9,1) | 10,8(29,2)
0,04 43,5 35,3(81,0) | 2,8(8,0) | 3,5(9,9 | 4,9(13,8) | 11,7 (31,7)
0,08 44,6 36,9(82,5) | 3,3(9,5) | 3,3(9,3) | 54(14,9) | 12,5(33,8)

Bi: Blastocisto inicial; Bl: Blastocisto; Bx: Blastocisto expandido.

N&o foi observado efeito da adicdo de rPON1 sobre a expressao dos genes

Bax, Bcl-2 e MNnSOD, tanto nas células do cumulus e oécitos logo apos a MIV, assim

como nos embrides no D7 de desenvolvimento (tabela 3).



Tabela 3- Expressao relativa dos genes Bax, Bcl-2 e MnSOD.
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rPON1 Odbcitos Células do Cumulus Embrides

(mg/uL) Bax | Bcl-2 | MnSOD | Bax | Bcl-2 | MnSOD | Bax | Bcl-2 | MnSOD

0.00 1,00 | 1,00 1,00 1,00 | 1,00 1,00 1,00 | 1,00 1,00

+0,70 | +0,04 | 0,50 | +0,48 | 0,33 | #1,79 | +0,23 | +0,48 | 0,36

0.02 0,89 | 0,21 0,44 0,31 | 0,25 0,18 2,58 | 0,61 1,15

+0,34 | +0,15 | +0,30 | +0,10 | 0,15 | 0,09 | +0,36 | +0,31 | +0,45

0.04 1,42 | 0,09 0,86 0,34 | 0,62 0,33 2,33 | 0,40 0,87

+0,24 | +0,04 | +0,77 | +0,08 | 0,35 | +0,16 | +0,63 | +0,20 | +0,28

0.08 1,78 | 0,25 0,59 0,76 | 0,29 1,23 1,27 | 0,76 0,43

+0,78 | 0,11 | +0,30 | +0,40 | 0,09 | +1,17 | +0,69 | 0,47 | 0,15

Valor de P

Linear 0,35 | 0,26 0,61 0,65 | 0,17 0,71 0,81 | 0,78 0,12

Quadratico | 0,72 | 0,19 0,66 0,14 | 0,43 0,29 0,03 | 0,34 0,61

Cubico 0,79 | 0,96 0,30 0,82 | 0,16 0,83 0,65 | 0,71 0,86

+ Erro padréo



5 Discussao

A PONL1 é transferida do soro ao fluido folicular em bovinos (SCHNEIDER, et
al., 2013) e em humanos, (BROWNE, et al., 2008) sugerindo que sua transferencia é
a partir do sangue junto com o HDL. Desta maneira, sugere-se que alteracbes nos
niveis sanguineos de PONL1 alteram sua atividade no fluido folicular, podendo afetar
a qualidade do odcito e a fertilidade. Neste estudo, a adicdo da proteina rPON1 ao
meio de MIV foi capaz de gerar atividade enziméatica similar a observada in vivo no
fluido folicular humano (BROWNE et al., 2008) e bovino (SCHNEIDER et al., 2013),
suportado pela forte correlacdo entre a quantidade de proteina (rPON1) adicionada
ao meio de MIV e sua atividade enzimatica.

A maturacgdo oocitaria consiste em uma série de transformagfes nucleares e
citoplasmaticas, que tornam ao odcito competente para ser fecundado, atingir o
estagio de blastocisto e ser capaz atingir uma gestacdo (COMBELLES, 2002). Um
dos parametros a ser avaliados para determinar o sucesso da MIV e a FIV é a taxa de
clivagem, no entanto, neste estudo a suplementacédo com diferentes niveis de rPON1
durante a MIV nao alterou a taxa de clivagem (81-85%), sugerindo que a PON1 ndo
teve efeito na maturacao. Isto € semelhante ao relatado por outros autores quando
utilizadas diversas substancias com funcdo antioxidante, tais como quercitina
(GUEMRA et al.,2013), cisteamina (GUEMRA et al., 2013; ROCHA, 2012), cisteina,
catalase (ROCHA, 2012), insulina-transferrina-selénio, L-acido ascorbico (PEREIRA
2013) e melatonina (TAKADA, 2008) durante a MIV de odcitos bovinos. Porém, a taxa
de clivagem ndo deve ser considerada como o Unico indicador de qualidade da
maturagdo oocitaria, visto que a literatura descreve que a suplementacdo com
diversas substéncias no meio de MIV e sem diferengas na clivagem, apresentaram
diferencas no numero e qualidade dos embrides (GUEMRA et al.,2013; ROCHA,
2012; PEREIRA 2013). Neste sentido, Furnus et al. (2008) e Silva, et al. (2011) relatam
que a presenca de antioxidantes € essencial para a MIV dos odcitos, particularmente
para a maturacao citoplasmatica, que encontra-se diretamente relacionada com a taxa

de desenvolvimento embrionario (RIZOS et al., 2002).
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O estresse oxidativo durante a MIV é considerado uma das principais causas
da baixa eficiéncia da maturagdo oocitaria e subsequente desenvolvimento
embrionario (AGARWAL; GUPTA e SHARMA, 2005). Neste contexto, no presente
estudo a adicdo de doses crescentes de rPON1 ao meio de MIV teve um efeito positivo
sobre o desenvolvimento embrionario em D7, suportado pela correlagéo positiva entre
a atividade enzimatica de PON1 no meio de MIV e a taxa de blastocistos no D7 do
cultivo. Baseado nisso, sugere-se que a PON1 protege as membranas celulares de
danos oxidativos e peroxidativos associados ao estresse oxidativo, promovendo um
melhor desenvolvimento embrionario. Esses resultados concordam com o0 exposto por
Durrington et al. (2001), que mencionam que a PON1 tem a capacidade de prevenir o
aumento das EROs, hidrolisar os peroxidos lipidicos, diminuir a susceptibilidade do
HDL e membranas celulares a peroxidacao.

Os resultados encontrados neste trabalho concordam com o exposto por
Browne et al. (2008) que em humanos encontrou uma relagdo positiva entre a
atividade de PON1e niveis de APO-I intrafolicular e o desenvolvimento embrionario,
sugerindo que o nivel de PON1 a que o odécito é exposto tem potencial de proteger
suas membranas do estresse oxidativo gerado no meio e ser fundamental na
determinacao da fertilidade in vivo, tanto em humanos quanto em animais domésticos.
Desta maneira sugere-se que a PON1 é um dos principais componentes do HDL que
esta envolvido com sua capacidade antixiodante.

Em condi¢Bes normais do desenvolvimento embrionario in vivo e in vitro séo
observadas algumas caracteristicas como: fragmentacdo no DNA, o citoplasma se
torna denso e com corpos apoptoticos e vesiculas, alteracdo na permeabilidade da
membrana mitocondrial e aumento do reticulo endoplasmatico. Tais efeitos deletérios,
ocorrem em decorréncia da presenca de EROs originadas da peroxidacgéo lipidica e
oxidacéo de proteinas (WOLF, 2005; SA BARRETO, 2007). Neste estudo nao foi
observada diferenca na expressao dos genes Bax, Bcl-2 e MnSOD nas células do
cumulus, oocitos e embribes em D7 de acordo com o nivel de adicdo de rPONL1.
Segundo Yang (2002) a familia de genes BCL, que inclui o Bax (pré-apoptético) e Bcl-
2 (anti-apoptético), estdo envolvidos na regulacédo da apoptose. GYU-JIN (2007),
também demostrou que o gene Bax é responsavel por induzir a enzima caspase-
activated-DNAse, responsavel pela fragmentacdo do DNA. Em contraste, o gene Bcl-
2 inibe a apoptose através de diferentes mecanismos, como prevencéo da liberagédo

de proteinas mitocondriais, ou seja, a relacédo entre Bax e Bcl-2, pode determinar se
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uma célula morre ou vive. J& 0 gene MnSOD encontra-associado a atividade
mitocondrial, além de possuir papel na diferenciacdo celular e fornecer uma
importante defesa contra dano oxidativo por espécies reativas de oxigénio (LAZZARI,
2011). A variacdo na expressdo dos genes alvo entre tratamentos pode ter sido a
causa de ndo apresentar diferenca estatistica, isto provavelmente devido a selegcéo
dos embribes no D7, ou seja, durante o desenvolvimento embrionario inicial o embrido
passa por uma serie constante de alteracdes fisicas e moleculares que
consequentemente encontram-se relacionadas com a expressao génica. Ao
classificar e coletar embrides de semelhante estddio de desenvolvimento, quanto a
morfologia, ndo significa que sua estrutura e desenvolvimento molecular sejam
semelhantes.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, torna-se viavel o planejamento e
execucdo de novos experimentos que visem elucidar os efeitos do HDL e seus
constituintes (PON1, APol...) sobre a maturacdo oocitaria e desenvolvimento
embrionario inicial, tanto in vitro quanto in vivo. Neste sentido, seria interessante testar
doses maiores de rPON1 no meio de MIV, assim como a suplementacdo de rPON1
em outras fases do cultivo embrionario. Além disso, estudar a influéncia genética
(SNPs no gene da PONL1) in vivo sobre a qualidade oocitaria e embrionaria, assim

como avaliar a capacidade desses produtos em se tornarem uma prenhez.



6 Conclusdes

Conclui-se que a adicdo de rPON1 no meio de MIV é capaz de gerar atividade
enzimatica similar a observada in vivo no fluido folicular humano e bovino. Além disso,
a suplementacdo com rPON1 na MIV tem um efeito positivo na producao in vitro de

embrides bovinos.
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