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1. INTRODUCAO

As doencas do trato reprodutivo estdo entre as principais enfermidades da cadeia
produtiva. A infertilidade é causada principalmente por infeccéo uterina logo apos o parto
em bovinos (SHELDON et al., 2002), onde em torno de 40% dos animais desenvolvem uma
infeccdo que persiste até 3 semanas pés-parto e desses, em torno de 15% tem uma
infeccdo além das 3 semanas, caracterizando a endometrite (SHELDON; DOBSON, 2004).
Dentre 0os microorganismos envolvidos na patogénese dessas enfermidades, a bactéria
gram-negativa Escherichia coli é a primeira a ser isolada e a mais comum (SHELDON et
al., 2002).

A multiplicacdo e divisdo dessas bactérias, provoca a liberacdo do
lipopolissacarideo (LPS), um constituinte da parede celular externa de bactérias gram
negativas (CARROLL et al., 2009). O LPS atua como uma endotoxina e pode ser detectado
no fluido uterino, soro e fluido folicular (MATEUS et al., 2003), sendo que a migragao dessa
endotoxina para a corrente circulatoria e fluido folicular desencadeia diversas alteracdes
metabdlicas e reprodutivas (WALDRON et al., 2003, JACOBSEN et al., 2005; HERARTH
et al., 2007, MAGATA et al., 2014, BROMFIELD; SHELDON, 2013). No tecido ovariano,
trabalhos ja tém relatado reducao na producéo de estradiol, prolongamento da fase luteal,
aumento do intervalo cio-ovulacdo e menor expressdo de genes relacionados a
esteroidogénese (HERARTH et al., 2007, MAGATAet al., 2014, LUTTGENAU et al., 2016).

Além disso, mais recentemente um estudo demonstrou que o desafio com uma
Unica dose de LPS reduziu os niveis de Paraoxonase 1 (PON 1) intrafolicular (CAMPOS et
al, 2017). APON 1 é uma enzima produzida no figado (FERRE 2002) e sua principal funcdo
€ proteger a membrana celular e os lipidios circundantes contra danos oxidativos,
aumentando assim a citoprotecdo contra a apoptose (FUHRMAN, GANTMAN, AVIRAM,
2010). Adicionalmente, a PON1 tem sido caracterizada como uma proteina de fase aguda
negativa, reduzindo sua atividade sérica em funcdo das citocinas produzidas durante
processos inflamatérios, sendo assim um importante marcador inflamatério. Porém, ainda
sdo escassos 0s estudam que buscaram avaliar a atividade dessa enzima em animais
desafiados. Com isso o0 objetivo desse estudo foi avaliar os niveis de PON sanguinea e
folicular em vacas desafiadas com LPS.

2. METODOLOGIA

Esse estudo foi realizado em uma fazenda comercial, no municipio de S&o Lourencgo
do Sul, RS. Foram avaliadas 10 novilhas de corte, de raca europeia, saudaveis, com idade
média de 14 meses, manejadas dentro de um sistema de confinamento, recebendo
alimentacéo (60% de volumoso e 40% de concentrado) duas vezes ao dia (manha e tarde)
e agua a vontade.

Os animais foram distribuidos de forma aleatoria em dois grupos: o grupo LPS (n=5)
recebeu 2 aplicagdes de 2 mL de solugéao salina (0,9% de Nacl) contendo 0,5 pg/kg de peso
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corporal de LPS (Sigma Aldrich®, Saint Louis, Missouri, EUA) via intravenosa, com intervalo
de 24 horas; o grupo controle (n=5) recebeu 2 aplicacdes de 2 mL de solucéo salina (0,9%
de Nacl) com o mesmo intervalo. A coleta de sangue foi realizada através do complexo
arteriovenoso da coccigea 48 horas em relacdo ao primeiro desafio e a coleta do fluido
folicular ocorreu 96 horas em relacdo ao primeiro desafio. Para determinacao da atividade
de PON1 no soro e no fluido folicular foi utilizado um protocolo previamente utilizado em
bovinos (CAMPOS et al.,, 2017). Brevemente, foi utilizado um tampé&o Tris/HCI 20 mM,
contendo 1 mM de cloreto de calcio e 4mM de fenilacetato como solucdo de trabalho. As
amostras foram diluidas (1:3) em Tampao 20mM Tris/HCI. A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro, adicionando-se 3,3 pyL da amostra diluida em 500 uL da solucdo 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 PONL1 foi expressa em U/mL. Os resultados da atividade sérica e intrafolicular
de PONL1 nos animais desafiados com LPS e controle, foram analisados através do teste
de t e depois verificada a correlacdo da atividade da enzima no soro e no fluido folicular
atraves do teste de correlacéo de Pearson no Graphpad Prism 5.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao avaliarmos a figura 1 podemos observar que a aplicacao de LPS néo alterou
a atividade de PON 1 no soro as 48 horas e fluido folicular as 96 horas em relacdo ao
primeiro desafio com LPS.
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Figura 1. Atividade de Paraoxonase 1 no soro e fluido folicular de animais
desafiados com 2 aplicacbes de 0,5 pg/Kg de LPS (LPS) ou NaCl 0,9% (Controle)
em um intervalo de 24 horas.

Apesar de ndo ter sofrido alteragédo na sua atividade, foi possivel observar uma
correlacdo alta e positiva entre a atividade de PON1 no soro e no fluido folicular
(r=0,73; P<0,01). Essa correlacéo entre soro e fluido folicular também foi evidenciada
em mulheres submetidas a fertilizacao in vitro no estudo de BROWNE et al., 2008.

A manutencéo de niveis adequados dessa enzima € importante, visto que sua
presenca no fluido folicular esta relacionada a melhora no niumero de células do
embrido, indicando desempenhar um papel protetor do odécito e desenvolvimento
embrionario precoce (BROWE et al., 2008). Além disso, em bovinos foi reportado que
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ao adicionar PON1 durante a maturacao oocitaria in vitro, houve um aumento da taxa
de blastocistos (RINCON et al., 2016).

No entanto, nos casos onde o0s animais passam por doencas do trato
reprodutivo, tem-se relatado uma reducéo da atividade dessa enzima (SCHNEIDER
et al., 2013, KRAUSE et al., 2014). A PON1 é uma proteina de fase aguda negativa
produzida pelo figado e tem seus niveis reduzidos frente ao desafio com LPS
(FEINGOLD et al.,, 1998, CAMPOS et al., 2017). Essa reducdo ocorre devido ao
processo inflamatoério desencadeado por essa endotoxina, a qual leva a ocorréncia de
febre, aumento nos niveis de cortisol, fator de necrose tumoral e interleucinas 1, 6 e
8 (WALDRON et al., 2003).

Em contrapartida aos resultados de Feingold et al., (1998), e Campos et al.,
(2017), em nosso estudo ndo foi evidenciado alteracdo nos niveis de PON1 sanguinea
e folicular. Acreditamos que parte dessa resposta se deve ao intervalo entre o desafio
com LPS e a avaliagédo desse marcador, e a dose utilizada para o desafio. A partir de
estudos prévios, é possivel observar que as citocinas inflamatorias apresentam
elevacdo uma hora pds desafio e retorno aos seus valores fisioldégicos entre 4 e 6
horas (WALDRON et al., 2003). O estudo de Feingold et al., (1998) realizou o desafio
em hamster, e o intervalo entre o desafio e a avaliagdo de PONL1 foi de 24 horas, ja 0
estudo de Campos et al., (2017) foi realizado em vacas leiteiras ndo lactantes e o
intervalo entre o desafio e a analise foi de 6 horas.

Ainda séo limitados os estudos que demonstrem o perfil de alteracdo nos niveis
de PON1, Carrol et al., (2009) ao avaliar outras proteinas de fase aguda, demonstrou
gue os niveis de amiloide A, uma proteina de fase aguda positiva, teve seus niveis
aumentados a partir das 3 horas pés desafio, permanecendo elevado além das 8
horas. Enquanto a ceruloplasmina, uma proteina de fase aguda negativa, teve
reducdo dos seus niveis somente nas duas e trés horas pés desafio.

4. CONCLUSOES

Os niveis sanguineos e foliculares de paraoxanase nao sao alterados pelo
desafio com LPS em intervalos de 24 horas em bovinos.
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