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1. INTRODUCAO

A Paraoxonasel (PON1) é uma proteina sintetizada no figado e liberada na
corrente sanguinea, possuindo atividade de hidrolase (CERON et al.,, 2014).
Durante processos inflamatérios que causam dano ao figado a PON1 atua como
um indicador da funcédo hepatica, auxiliando no diagnostico precoce de diversas
doencas (CERON et al., 2014). Ela é caracterizada como uma proteina de fase
aguda negativa, reduzindo seus niveis circulantes em resposta a citocinas
liberadas durante a inflamacdo (BIONAZ et al., 2007). Também a resposta
eficiente aos processos inflamatorios e a recuperacdo dos animais doentes esta
atrelada ao restabelecimento dos niveis normais da PON1 apdés o periodo de
estresse (BOSSAERT et al., 2012). Atualmente, alguns estudos sugerem o papel
importante atribuido a esta enzima na suscetibilidade a varias doencas e a
deficiéncias imunolégicas quando os seus niveis apresentam-se muito baixos
(PEZZULO et al., 2012).

AvaliagOes feitas no periparto de vacas leiteiras demonstram que o0s
animais que apresentaram maior ocorréncia de infecces uterinas no pos-parto
recente possuiam uma reducdo mais drastica nos niveis de PON1 desde o pré-
parto (SCHNEIDER et al., 2013). Além disto, outro estudo encontrou uma menor
porcentagem de células polimorfonucleadas no Gtero de vacas que ovularam mais
precocemente no periodo pos-parto, fato que foi associado a uma tendéncia de
menores niveis de PON1 no periparto destes animais (KRAUSE et al., 2014).
Vacas com baixos niveis de PON1 no periparto apresentaram maior ocorréncia de
metrite e laminite enquanto que vacas com maiores niveis de PON1 nesta fase
reduziram os riscos de apresentarem quadros graves de inflamag¢ao nos primeiros
30 dias em lactacdo (BIONAZ et al., 2007). A PONL1 é transferida para o foliculo
dominante em bovinos (SCHNEIDER et al., 2013) e estudos em humanos
indicam que esta relacionada a qualidade embrionaria (BROWNE et al., 2008)

Em um trabalho recente, nossa equipe encontrou sete SNPs na regiao do
promotor do gene da PON1 em vacas leiteiras, sendo que cinco deles
apresentaram correlagdo com a proteina na circulagéo (SILVEIRA et al., 2015). O
SNP -221 (A/G) parece ocorrer numa regido de ligacao de fatores de transcricdo
ligados a resposta de fase aguda, sendo o alelo A associado a maiores niveis de
PONL1 na circulagdo. Porém, ainda n&o ha relatos da interagdo da PON1 e de
polimorfismos genéticos ligados a esta proteina com a fertilidade em vacas
leiteiras. Sendo assim, o0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do SNP -221
(A/G) sobre parametros reprodutivos, ocorréncia de doencas e producao leiteira
de vacas da raca holandés.

2. METODOLOGIA



Foram utilizadas 85 vacas da raca holandés acompanhadas desde o parto
até 210 dias em lactacdo (DEL). Estas vacas foram submetidas a um protocolo
OvSynch-IATF quando estavam com 55 DEL, sendo repetido o protocolo nas
vacas diagnosticadas como nado prenhes aos 30 e 60 dias apés a IA. Foram
coletadas amostras de leite duas vezes por semana para determinacdo da
ovulacdo.Foram avaliados os dias do parto até a primeira ovulacdo (DTO), o
namero de inseminacdes até a confirmacdo da prenhez (Al), o intervalo parto-
concepcao (CCI) e a producéo de leite nos primeiros 60 dias.

Para identificacdo do SNP, o DNA foi extraido do sangue para a realizacao
da genotipagem através de ARMS-PCR contendo quatro primers. Dois destes
primers anelavam-se na parte externa do produto do PCR, formando uma banda
de 700 pb, os outros dois primers internos anelavam-se formando bandas de 500
pb (alelo A) ou 200 pb (alelo G) através de anelamento especifico (Figura 1).
Apoés a eletroforese, foi possivel realizar a genotipagem de alguns dos animais
que foram confirmadas através de sequenciamento dos produtos.
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Figura 1. llustracdo de ARMS-PCR para genotipagem do SNP PON1-221(A/ G).

Os dados foram comparados através do procedimento GLM do SAS.
Utilizou-se a analise de curva de sobrevivéncia para avaliar o DTO e o CCl e
através do teste de Chi-Quadrado a ocorréncia de doencas (retencéo de placenta,
metrite, deslocamento de abomaso, cetose, distarbios locomotores e
hipocalcemia).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da genotipagem foram identificadas 57 vacas (67%) AA, 20 vacas
(23,6%) AG e 8 vacas (9,4%) GG. Através da curva de sobrevivéncia foi possivel
observar que as vacas AG ovularam aproximadamente 9 dias antes em
comparacdo com as vacas AA e GG (P=0,02). Porém, esta antecipacdo na
ovulagdo pos-parto ndo se refletiu em melhores taxas de prenhes (P>0,05). Além
disto, ndo houve diferenga entre 0os gendtipos quanto a producgéo de leite, assim
como a ocorréncia de doencas foi semelhante para os trés gendtipos (P>0,05)
(Tabela 1).

Silveira et al. (2015) encontraram distribuicbes genotipicas semelhantes
para este SNP, sendo 64,3% para o gendtipo AA, 30,9% para o gendtipo AG e
4,8% para o genotipo GG. Neste mesmo estudo as vacas de gendtipo AA
apresentaram maior atividade sérica da PON1 entre os dias 21 pré-parto e 23
pos-parto. Alguns estudos anteriores (BIONAZ et al., 2007; SCHNEIDER et al.,



2013; KRAUSE et al., 2014) indicam que a menor atividade sérica da PON1 esta
relacionada a ocorréncia de doencas pés-parto. Apesar disso, em nosso estudo
nao foi observada a relacdo dos genotipos relacionados aos menores niveis
séricos de PON1 com a ocorréncia de doengas.
Tabela 1. Parametros reprodutivos avaliados para os genétipos PON1-221(A/G)
através do procedimento GLM (SAS).

Genotipos PON1 P

Parametros AA AG GG Linear AAvs AG e AG
Vacas (%) 67 (57/85) 23,6 (20/85) 9,4 (8/85)

Dias até a 12 ovulacao 32,3+2,3 257+ 3,4 33,5+5,8 0,85 0,50

Dias até a 12 1A 69,7+0,3 69,7+0/4 70,3+0,7 0,42 0,50

Dias até a concepcao 993+6,3 100,8+9,7 964+16,5 0,87 0,95

N° de IA/concepcéao 2,7+£0,2 2,7+04 2,3+0,6 0,56 0,64
Taxa de prenhés na 12 1A, % (n) 21 (12/57) 35 (7/20) 37,5 (3/8) 0,35 0,15

O estresse oxidativo prejudica o crescimento oocitario e o desenvolvimento
de embrides humanos (BROWNE et al., 2008). A PON1, ligada ao HDL e
Apolipoproteina Al, desempenha um importante papel protetor sobre odcitos
contra 0s processos oxidativos (BROWNE et al., 2008), passando da corrente
sanguinea para o fluido folicular (SCHNEIDER et al., 2013).Neste sentido, vacas
que ovularam até 44 dias pds-parto apresentaram uma tendéncia de maior
atividade da PON1 sérica (KRAUSE et al., 2014). Além disto, em um estudo
recente realizado pela nossa equipe, a atividade da PON1 aumentada in vitro
durante a maturacdo oocitaria melhorou o desenvolvimento embrionario durante
um procedimento de fertilizacdo in vitro (ALVARADO et al., 2015). Neste estudo, o
gendtipo PON1-221(AG) antecipou a ovulagdo poés-parto em comparacdo aos
gendtipos AA e GG. Apesar disto, ndo podemos atribuir este resultado aos niveis
da enzima na circulacdo, pois neste estudo seus niveis ndo foram medidos.
Estudos anteriores (SILVEIRA et al., 2015) indicam uma diferenga em favor do
genaotipo AA.

4. CONCLUSOES

Desta forma, o polimorfismo na posi¢éo -221 do promotor do gene da PON1
parece estar associado com a antecipacdo da ovulacdo pos-parto, embora o
mecanismo pelo qual isto ocorra ainda necessite mais estudos.
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