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RESUMO

AVALIACAO DA ENZIMA PARAOXONASE TIPO 1 NO PLASMA SEMINAL E
SUA EXPRESSAO DE RNAm DOS TECIDOS DAS GONADAS EM SUINOS

AUTOR: Matheus Schardong Lucca
ORIENTADOR: Prof. Dr. Carlos Augusto Rigon Rossi

O plasma seminal é particularmente importante na protecdo do espermatozoide
contra os danos causados pelas espécies reativas ao oxigénio (EROs). A
paraoxonase tipo 1 (PON1) € um complexo multienzimatico com propriedades
antioxidantes, impedindo o aumento da quantidade de EROs, o que confere
protecdo as membranas celulares e neutraliza os efeitos da oxidacéo lipidica. O
estudo objetivou correlacionar a influéncia da atividade de PON1 com os parametros
de avaliagdo do sistema Computer Assisted Semen Analysis (CASA) e a viabilidade
espermatica (integridade de membrana, integridade de acrossoma, funcionalidade
de mitocondria e fragmentacdo do DNA) do sémen suino in natura e investigar a
expressdo da PON1 (RNAm) no tecido do testiculo e epididimo (cabeca, corpo e
cauda) do reprodutor suino adulto. A fracdo espermatica (FE) apresentou a maior
atividade de PON1 e os machos 81, 80 e 79 (P<0,05) apresentaram a maior
atividade de PONL. Ja em relacdo a comparacao entre as diferentes amostras do
ejaculado, nosso estudo demonstrou diferencas (P<0,05) nos machos 81 e 92 em
relacdo a FE e a fracdo pOs-espermatica (FP). Entretanto, quando o ejaculado foi
diluido (1:1) apresentou reducdo média de 44% na atividade da PONL1. A atividade
de PON1 na FE apresentou uma correlagdo positiva com a concentracao
espermatica, DCL, VCL e IDNA (P<0,05) e apresentou correlacdo negativa para 0s
parametros de STR e LIN assessorados pelo sistema CASA. A expressao de RNAm
somente foi observada para a porcdo do corpo do epididimo. A FE é a parte do
ejaculado que mais apresentou atividade da PON1 e os parametros DCL, VCL, STR
e LIN, juntamente, com concentracdo e viabilidade espermética (integridade de
DNA) séo 0s que apresentaram a maior associagdo com a enzima. Ja a PONL1 foi
somente expressa (RNAmM) no corpo de epididimo do reprodutor suino.

Palavras-chaves: Ejaculado. Fracdo espermatica. Espermatozoide. Génadas.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE ENZYME PARAOXONASE TYPE 1 IN THE SEMINAL
PLASMA AND ITS mRNA EXPRESSION IN BOARS GONADAL TISSUE

AUTHOR: Matheus Schardong Lucca
ADVISER: Prof. Dr. Carlos Augusto Rigon Rossi

The seminal plasma is particularly important in sperm protection against damage
caused by reactive oxygen species (ROS). The paraoxonase type 1 (PON1) is a
multi-enzymatic complex with antioxidant properties, preventing the increase of ROS
quantities, thus protects cell membranes and neutralizes the effects of lipid oxidation.
The objective of this study was to correlate the influence of PON1 activity with the
CASA system parameters and sperm viability (membrane integrity acrosome
integrity, functionality of mitochondria and DNA fragmentation) of swine semen in
natura, and investigate the PON1 expression (mMRNA) in testicle and epididymis
(head, body and tail) tissue of boars. The sperm fraction (FE) presented the major
PONL1 activity and males 81, 80 and 79 (P<0.05) showed the highest enzyme activity.
But, when comparing the differences between the ejaculate samples, our study
showed differences (P<0.05) between males 81 and 92 in FE and sperm post
fraction (PF). However, when the ejaculated was diluted (1:1), it has presented 44%
average reduction in the activity of PON1. The activity of PON1 in FE showed
positive correlation with sperm concentration, curvaceous distance, curvy velocity
and DNA integrity (P<0.05), and also showed negative correlation with straightness
and linearity parameters advised by the CASA system. The mRNA expression was
observed only in the body portion of the epididymis. The FE is the part of the
ejaculate that more PON1 activity and presented the parameters DCL, VCL, STR and
LIN, together, with concentration and sperm viability (integrity of DNA) are those who
showed the greatest association with the enzyme. Already the PON1 was only
expressed (Mrna) in the body of epididymis pig breeder.

Keywords: Ejaculated. Sperm fraction. Spermatozoon. Gonads.
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APRESENTACAO

As metodologias, resultados e discussées, que fazem parte desta dissertacao
sdo apresentados sob a forma de artigo cientifico (disponivel no capitulo 2) a serem
enviados para publicacdo na revista cientifica: Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia.

As REFERENCIAS APRESENTADAS do capitulo 1 s&@o as citacbes que
aparecem nos itens INTRODUCAO e REVISAO BIBLIOGRAFICA desta
dissertacgéo.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

A suinocultura brasileira € representada por um rebanho de aproximadamente
39 milhdes de cabecas (SEAB, 2013). O Brasil é o terceiro maior produtor de suinos
e quarto maior exportador do mundo. Atualmente produz em torno de 3,5 milhdes de
toneladas de carne suina, sendo o estado do Rio Grande do Sul responsavel por
19% da producéo total do pais. O mercado interno atingiu um consumo per capita
acima dos 15 quilogramas, a maior parte concentrada no consumo de embutidos
(ABIPECS, 2012).

Nos ultimos anos, para acompanhar a demanda e produzir mais e com maior
qualidade, a cadeia produtiva de suinos vem inovando e investindo desde o0s
produtores até as industrias. Os principais investimentos sdo direcionados para as
formas de organizacdo da producdo, técnicas de manejo, area de medicamentos,
area nutricional, controle sanitario, e com maior enfoque, nos avancos genéticos.

A inseminacdo artificial € uma biotécnica reprodutiva que possui como
principais objetivos a maximizagdo do uso dos ejaculados (WENTZ e
BORTOLOZZO, 1998). Foi consolidada na década de 2000 e posteriormente com a
introducdo da inseminacao artificial intrauterina, permitiu uma reducdo ainda maior
no numero de espermatozoides por dose inseminante (AREND, 2014). Em funcao
dessa vantagem, muitos trabalhos tém buscado a melhora da qualidade seminal, por
exemplo, através do uso de antioxidantes (via racdo ou diretamente na dose
inseminante) como forma de prevenir os danos causados pelas espécies reativas ao
oxigénio (EROs). Os danos provocados pelo excesso das EROs afetam a qualidade
espermatica como a perda da motilidade de forma irreversivel, a inibicdo da
respiracdo espermatica, as lesdbes ao DNA espermatico e mitocondrial e as perdas
de enzimas intracelulares, o que interfere na capacidade fecundante do
espermatozoide (TONIOLLI, 2012). Esses danos ocorrem porque o espermatozoide
suino é muito sensivel aos danos peroxidativos devido as altas concentracdes de
acidos graxos insaturados presentes nos fosfolipidios da membrana plasmatica
espermatica, assim como pela baixa capacidade antioxidante do plasma seminal dos
suinos (RONDON, 2012).
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Deste modo alguns antioxidantes ja& sdo utilizados na composicdo de
diluentes comercias e/ou em dietas especialmente formuladas para os machos
reprodutores com o objetivo de prevenir os danos oxidativos nos gametas.
Recentemente, BARRANCO (2014 e 2015), realizou um estudo com a paraoxonase
tipo 1 (PON1) do plasma seminal do suino e seus resultados foram surpreendentes
em relacdo a atividade dessa enzima, que atua como protetor do espermatozoide
tanto in vitro como in vivo. Porém, os estudos que correlacionam a possivel
influéncia da atividade da PON1 sobre a viabilidade espermatica sao incipientes e
pouco conclusivos. Portanto, este estudo objetivou correlacionar a influéncia da
atividade de PON1 com os parametros do sistema CASA e a viabilidade espermatica
(integridade de membrana, integridade de acrossoma, funcionalidade de mitocondria
e fragmentagdo do DNA) do sémen suino in natura e investigar a expressao da
PON1 (RNAm) no tecido do testiculo e epididimo (cabeca, corpo e cauda) do
reprodutor suino adulto.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 ANATOMOFISIOLOGIA DO REPRODUTOR SUINO

O sistema reprodutivo do macho suino (Figura 1) é constituido por diferentes
estruturas, incluindo os testiculos, os epididimos, o sistema dos ductos urogenitais e
as glandulas sexuais secundarias (ABRAHAO, 2006). O sistema nervoso central,
hipotalamo e hipofise se comunicam via sistema endocrino e nervoso para
coordenar a atividade reprodutiva dos machos (CORREA, 2001).

Os principais hormdnios responsaveis pelos processos reprodutivos,
horménio liberador das gonadotrofinas (GnRH), horménio foliculo estimulante (FSH),
horménio luteinizante (LH), testosterona e estradiol, estdo envolvidos em eventos
como o inicio e o desenvolvimento da puberdade, a espermatogénese e outros

processos essenciais a vida reprodutiva do macho suino (OBERLENDER, 2010).

Figura 1 — Sistema Reprodutor do Suino

Rectum
Vesicular gland
Retractor penis muscle

Bulbourethral glamd

Lefl crus of penis, savered
from the left ischium
Cauda epididymis
Scrofum

Testis

—— Caput apididymis

Vas deleren
Free end of penis

—  [Darsal diverticulum of sheath

Fonte: (http://nongae.gsnu.ac.kr/~cspark/teaching/chap3.html)

1.1.1 Testiculos

As gbnadas do macho, os testiculos, tém duas fun¢des principais: producao
de células germinais denominadas espermatozoides que transmitem os genes do
macho para os descendentes e, producdo de andrégenos, que dao as

caracteristicas ao individuo do sexo masculino (CORREA, 2001). Os testiculos nos
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suinos situam-se fora do abdémen, contidos dentro da bolsa escrotal (KNOX, 2003),
localizados na regido perineal e um plano inclinado, permanecendo préximo da
parede do corpo. Sdo compostos por tubulos seminiferos, células de Leydig,
capilares, vasos linfaticos, células de Sertoli, entre outras estruturas de
preenchimento (SENGER, 2003).

A producao de espermatozoides ocorre ao longo de todo o comprimento dos
tubulos seminiferos (KNOX, 2003), constituidos por uma parede conhecida como
epitélio seminifero, apresentam-se ocos, altamente contorcidos e circundados por
extensos leitos capilares. Esses tubulos séo constituidos internamente por dois tipos
de células somaticas (as ceélulas midides e as células de Sertoli) e de células
germinativas e, externamente aos tubulos situam-se as células de Leydig
(GARTNER e HIATT, 2003).

Durante a espermatogénese 0s espermatozoides deixam os tubulos
seminiferos e entram na rede testicular, quando da sua passagem para dentro do
epididimo (ASHDOWN e HAFEZ, 1996). A rede testicular se continua com os ductos
eferentes, os quais finalmente formam um ducto espiralado simples chamado de
epididimo (KNOX, 2003).

1.1.1.1 Células de Leydig

As células intersticiais ou de Leydig sdo encontradas no tecido intersticial
externamente aos tubulos seminiferos e sdo responsaveis pela producdo de
testosterona que € essencial para o desenvolvimento e a manutencdo da
espermatogénese (principalmente na fase da meiose) e outras caracteristicas
masculinas (GARNER e HAFEZ, 1996). No suino, as células intersticiais de Leydig
sdo encontradas em grande quantidade (CORREA, 2001) e produzem
especialmente a 5a-androstenona, a qual encontra-se usualmente em niveis mais
elevados que a testosterona no plasma sanguineo. Este androgeno é secretado pela
saliva (agindo como feroménio) e contribui para o odor de urina na carne do
reprodutor (BRACKETT, 2014).

As células de Leydig sdo dependentes do efeito tropico de LH para seu
crescimento e funcdo. O LH estimula as células regulando assim a producdo de
testosterona (BRACKETT, 2014).
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1.1.1.2 Células de Sertoli

As células de Sertoli sdo encontradas revestindo a luz dos tubulos
seminiferos e sdo dependentes de FSH. As células de Sertoli sdo responsaveis pela
producao de:

o Estrogénio: encontrado em grandes quantidades no sémen a partir da
conversdo pelas células de Sertoli da testosterona para estrogénio, via enzima
aromatase.

o Inibina: é difundida para o cérebro, sendo um importante componente
da regulacao das gonadotrofinas no macho.

o ABP (Proteina ligante de andrdgenos): sob a influéncia do FSH, facilita
a entrada de testosterona do tecido intersticial para dentro dos tubulos. Estéo
envolvidas na maturacdo dos espermatozoides e na producdo de hormonios
(ABRAHAO, 2006; CORREA, 2001).

1.1.1.3 Controle enddcrino

O sistema reprodutor masculino é regulado por mecanismos de
retroalimentacdo que envolvem o0 eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal. O
hipotalamo secreta GnRH de maneira pulsatil, que estimula a secrecdo do LH e do
FSH pela hipéfise anterior. Irregularmente, a baixa frequéncia de GnRH induz a
hipofise anterior a liberar FSH, enquanto que uma alta frequéncia de GnRH leva a
liberacéo de LH (BRACKETT, 2014; BRINSKO, 2007; GARNER e HAFEZ, 1996).

O LH estimula as células de Leydig a produzir andrégenos, principalmente a
testosterona pela conversdo do colesterol. Os andrégenos sédo secretados para as
células de Sertoli e para a corrente sanguinea (desenvolvimento de caracteristicas
sexuais secundarias) bem como o desenvolvimento e manutencdo do trato
reprodutivo (BRACKETT, 2014; GARNER e HAFEZ, 1996).

O FSH estimula a producao de ABP e inibina pelas células de Sertoli. A ABP
forma um complexo com androgenos e € transportado com 0s espermatozoides para
dentro do epididimo. Estas células requerem altas doses de andrégenos para sua
funcdo normal (GARNER e HAFEZ, 1996).

Os androgenos inibem a secrecdo de GnRH, LH e FSH por retroalimentagéo

negativa sobre o hipotalamo e hipdfise. A testosterona também é secretada para os
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tubulos seminiferos, necessaria a manutencdo da espermatogénese. O FSH
interage com receptores nas células de Sertoli, convertendo testosterona em
diidrotestosterona e estrogénio, a estimulacao da espermatocitogénese, a conclusao
da liberacdo dos espermatozoides e a secrec¢do de inibina. A inibina é secretada
para a corrente sanguinea e exerce o efeito de retroalimentacdo negativa sobre a
secrecdo de FSH, mas ndo sobre a secrecédo de LH (BRACKETT, 2014; BRINSKO,
2007; GARNER e HAFEZ, 1996).

Figura 2 — Relacéo da Liberacdo Hormonal na Corrente Sanguinea nos Machos.
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Fonte: (SENGER, 2003)

1.1.1.4 Espermatogénese

E o processo em que as espermatogénias (células-troncos masculinas), se
desenvolvem em espermatozoides através de divisbes mitGticas e meidticas
(BRACKETT, 2014). Esse processo cronolégico dura em torno de 35 dias no
reprodutor suino (CORREA, 2001). Esta formac&o inicia-se nas espermatogonias
gue revestem a parede tubular e terminam no momento que 0s espermatozoides sao
liberados no lumen do tubulo seminifero (BRACKETT, 2014). Este processo ciclico
pode ser dividido em trés grandes fases: espermatocitogénese, meidtica e
espermiogénese.

A fase da espermatocitogénese realiza duas importantes funcdes: a) a

primeira, a divisdo mitotica de espermatogonias tipo A, que permanecerado inativas e
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nao serdo usadas imediatamente para a producdo de espermatozoides, e b) a
segunda, torna as espermatogonias tipo A em espermatogonias tipo B que se
diferenciardo em espermatdcitos primarios (BRINSKO, 2007).

Na fase meidtica, os espermatocitos primarios duplicam seu DNA e sofrem
modificacdes progressivas de profase meidtica antes de se dividirem em
espermatécitos secundarios. Sem outra sintese de DNA o0s espermatdcitos
secundarios dividem-se novamente para formar as células haploides, chamadas de
espermatides (GARNER e HAFEZ, 1996).

A terceira e Ultima parte do processo de producdo dos espermatozoides € a
espermiogénese. E nesta fase em que as espermatides sdo transformadas em
espermatozoides através de uma série de modificaces morfolégicas progressivas
(BRACKETT, 2014). Sao notadas quatro fases neste processo de desenvolvimento.
Na fase de Golgi (Figura 3), as vesiculas fundem-se de maneira progressiva para a
formacdo do acrossoma (BRACKETT, 2014). Ja na fase do capuz, a vesicula
acrossdmica aumenta de tamanho e sua membrana envolve parcialmente o nucleo.
A fase do acrossomo caracteriza-se por varias modificacbes da morfologia da
espermétide. O nucleo torna-se condensado, a célula se alonga e as mitocondrias
mudam de localizacdo (GARTNER e HIATT, 2003).

A fase de maturacdo da espermiogénese envolve a transformacao final das
espermatides alongadas em células que séo liberadas para dentro dos tubulos
seminiferos. Esse processo de liberagcdo é chamado de espermiacdo (GARNER e
HAFEZ, 1996).

Figura 3 — Maturacdo Espermatica
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Fonte: (GARTNER; HIATT, 2003)
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1.1.1.4.1 Espermatozoides

Os espermatozoides completamente desenvolvidos, resultantes da
espermatogénese, sao células alongadas, constituidos por uma cabeca, que contém
uma cromatina condensada com DNA e o acrossoma (contendo substancias
hidroliticas); e uma cauda, onde na peca intermediaria estdo localizadas as
mitocondrias fornecendo energia necesséria para a célula. J& a peca principal até a
peca final € composta por axonemas, responsaveis pela motilidade espermatica
(GARNER e HAFEZ, 1996).

1.1.2 Epididimo

O epididimo é composto de um unico tabulo, tortuoso, que é essencial para o
armazenamento, maturacdo e transporte de espermatozoides (CORREA, 2001). O
epididimo apresenta revestimento muscular liso, que auxilia na movimentagdo do
esperma através de ondas peristalticas na direcdo dos canais deferentes.

No epididimo sdo reconhecidas trés partes anatdbmicas: a cabeca, o corpo e a
cauda (SETCHELL, 1993). No suino, o epididimo € muito grande sendo que a cauda
€ dorsal e a cabeca ventral (ASHDOWN e HAFEZ, 1996). Os espermatozoides
entram na cabeca do epididimo sem serem férteis e sem motilidade, e levam de 9 a
14 dias para migrar até a cauda do epididimo, principal local de armazenamento
(KNOX, 2003). Acredita-se que as secrecdes epididimarias possuam fatores de
maturacdo que promovam alteracdes no potencial para motilidade progressiva,
alterac6es em mecanismos metabdlicos, perda da gota citoplasmética e alteracbes
de membrana plasmatica, acrossoma e contetido nuclear (CORREA, 2001).

A cauda continua com o ducto deferente das vias espermaticas e serve como
o principal local de armazenamento pré-ejaculatorio para o esperma (estima-se que
contenha cerca de 75% de espermatozoides totais). Os espermatozoides se tornam
moveis e adquirem competéncia para fertilizar no corpo dos epididimos devido a
secrecdo de fatores pelas células localizadas nesta regido (KNOX, 2003). Os
espermatozoides armazenados no epididimo retém a capacidade fertilizante por
varias semanas (ASHDOWN e HAFEZ, 1996).
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1.1.3 Ductos deferentes

O ducto deferente € simplesmente uma continuacdo do epididimo que se
estende a partir da cauda do epididimo para a uretra pélvica. Sua principal funcéo é

transportar os espermatozoides do epididimo para a uretra (CORREA, 2001).

1.1.4 Glandulas sexuais anexas

Adjacente a uretra pélvica situam-se as glandulas sexuais anexas, que
secretam fluido e gel, compreendendo ao redor de 90% do volume do ejaculado
suino. (CORREA, 2001). A funcdo das glandulas é adicionar substancias no
ejaculado para aumentar o volume, proteger as células espermaticas e fornecer os
nutrientes necessarios para assegurar a fertilidade do espermatozoide (KNOX,
2003). O suino apresenta as glandulas prostatica, vesiculares e bulbouretrais, sendo

gue as ampolas do ducto deferente estdo ausentes.

1.1.4.1 Glandula prostatica

Est& localizada acima da glandula vesicular na espécie suina (ASHDOWN e
HAFEZ, 1996), e sua secrecdo possui a funcdo de neutralizar a acidez das

secrecdes vaginais e dar as caracteristicas de odor ao sémen (CORREA, 2001).

1.1.4.2 Glandulas vesiculares

Sao pares e estdo situadas lateralmente as porcdes terminais de cada ducto
deferente. Nos suinos sdo grandes e menos compactas (ASHDOWN e HAFEZ,
1996), e responsaveis pela maioria dos fluidos do sémen de suinos usados como

substratos energéticos pelos espermatozoides (CORREA, 2001).
1.1.4.3 Glandulas bulbouretrais
As glandulas bulbouretrais sdo dorsais a uretra, proximas a extremidade de

sua porcao pélvica e recobertas por uma espessa camada de musculo estriado

bulbo-glandular. Apresentam-se em par, Sdo grandes nos suinos e contribuem para
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a formacéo da substancia gelatinosa do sémen (ASHDOWN e HAFEZ, 1996). Esta é
uma caracteristica Gnica do ejaculado suino (CORREA, 2001), pois esta fracdo
apresenta fungdo in vivo de reter o ejaculado na cérvix e, assim minimizar o refluxo
(RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2005).

1.1.5 Pénis e prepacio

O suino apresenta pénis do tipo fibroelastico e sua porcdo final (glande)
espiralada em formato de "saca-rolhas" (CORREA, 2001). A erecdo peniana, em
suinos, deve-se a estimulos olfatorios, auditivos e visuais que levam segundo
Ashdown e Hafez, (1996), a estimular o musculo retrator do pénis que controla o
efetivo comprimento do pénis por sua acédo na flexura sigmoide e o preenchimento
dos espacos cavernosos. Estes, nos suinos, sao pequenos, com excecdo dos
pedunculos e na curvatura distal da flexura sigmoide, mas a dilatacao € limitada.

O prepucio € uma dupla invaginacdo da pele que contém e cobre a porcao
livre do pénis e sua funcdo € de abrigar e proteger o pénis (KNOX, 2003). O
prepucio apresenta um diverticulo acessivel a palpacéo digital, onde urina, sémen e
outras secre¢des podem se acumular, possibilitando o desenvolvimento bacteriano
(CORREA, 2001).

1.1.6 Ejaculado suino

O ejaculado é uma suspensao de espermatozoides em um plasma seminal
composto de uma mistura de varios fluidos, dos testiculos, epididimos e das
glandulas sexuais anexas (BRACKETT, 2014). O ejaculado do suino difere em
varios aspectos dos outros animais domésticos. Suas principais caracteristicas
(Tabela 1) sdo um volume muito grande, juntamente com uma densidade
espermatica baixa (AALBERS, 1961).
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Tabela 1 — Caracteristicas fisicas do ejaculado suino.

Caracteristicas Amplitude
Volume Filtrado (mL) 50 — 600
Cor Branco acinzentado
Odor Sui generis
Movimento de massa Ausente
Concentracéo (x10° sptz mL™) 180 — 400
Total de sptz (x10°) 20 — 80
Motilidade (%) > 50
Vigor >3
Sptz normais (%) 270

Fonte: (CORREA, 2001; CBRA, 2013.

O ejaculado suino consiste basicamente de trés fracbes: a primeira fracao
usualmente chamada pré-espermatica (dominada pela secrecdo uretral das
glandulas bulbouretrais bem como da prostata), a fragcdo rica ou espermatica
(contém grande quantidade de espermatozoides) e a fracdo pds-espermética (que
contém menos espermatozoides) (CORREA, 2001).

O plasma seminal é a porcdo fluida do sémen, incorporada durante a
ejaculacdo. Os componentes em sua maioria sao: eletrdlitos, frutose, &acido
ascorbico, diversas enzimas, vitaminas, horménios e fatores de crescimento
(BRACKETT, 2014). A presenca ou auséncia de muitos desses componentes podem
estar envolvidas com a fertilidade (MATOS, 2008).

1.2 AVALIACOES ESPERMATICAS

A avaliacdo dos espermatozoides deve ser realizada com exatiddo para
garantir o uso de animais com boa fertilidade, o que resulta em excelentes indices
reprodutivos. As avaliagbes de motilidade, concentragdo, morfologia e outras
caracteristicas que influenciam a funcionalidade do esperma (integridade de

membrana, acrossoma, funcionalidade de mitocondria e fragmentagcdo de DNA);
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devem ser realizadas a cada ejaculado para que tenhamos a certeza da qualidade
do sémen a ser utilizado na inseminacéo artificial.

A andlise da motilidade e morfologia espermatica tém sido apontadas na
literatura como importantes ferramentas na selecdo de um ejaculado. Para tanto, o
teste mais utilizado para predizer a qualidade seminal nas centrais de inseminacao
artificial é a determinacdo da percentagem de espermatozoides moveis
(VERSTEGEN, 2002). No entanto, muitos estudos tém demonstrado que esse
conceito é falho e, na realidade, ndo € o nimero de espermatozoides mdveis ou
morfologicamente normais que determina a fertilidade e sim, sua competéncia
funcional (MAIA, 2006).

Tradicionalmente, a quantificacdo da qualidade espermatica tem sido
baseada na avaliacdo subjetiva. Entretanto, estudos relatam existir uma variacdo de
30 a 60% na estimativa desse parametro devido a limitacdo do ser humano em
quantificar as diferentes subpopula¢des esperméticas na amostra (MATOS, 2008). O
Computer Assisted Semen Analysis (CASA) € um sistema automético (hardware e
software) utilizado para visualizar, digitalizar e analisar imagens sucessivas,
fornecendo informagdes acuradas, precisas e significativas do movimento individual
de cada célula bem como de subpopulacdes de células esperméticas (AMANN e
KATZ, 2004). Resumidamente, os espermatozoides moveis observados sé&o
posteriormente identificados em imagens sucessivas, que permitem estabelecer
suas trajetorias. Essas trajetdrias obtidas sdo matematicamente processadas e 0s
resultados desses processamentos sao refletidos em uma série de parametros que
definem precisamente o exato movimento de cada espermatozoide (SOUSA, 2007).

Apesar do seu alto custo, o sistema CASA oferece automatismo, rapidez,
objetividade e repetibilidade nas avaliacbes, o que possibilita detalhar melhor a
qualidade do sémen analisado e assim fornecer informacdes adicionais sobre as
caracteristicas de movimentacdo dos espermatozoides, as quais apresentam
limitagGes a observagao convencional (AMANN e KATZ, 2004).

Os parametros da cinética espermatica (Tabela 2 e Figura 4) avaliados pelo
sistema CASA sao: Motilidade Total (MT), Motilidade Progressiva (MP), Distancia
Média Percorrida (DPL), Disténcia Curvilinea (DCL), Distancia em Linha Reta (DSL),
Velocidade Média de Trajeto (VAP), Velocidade Curvilinea (VCL), Velocidade Linear
Progressiva (VSL), Amplitude do Deslocamento Lateral da Cabeca (ALH),
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Frequéncia de Batimentos Flagelar (BCF), Retilinearidade (STR), Linearidade (LIN) e
Coeficiente de Oscilagdo (WOB) (ARRUDA, 2000).

Tabela 2 — Descricbes dos parametros da motilidade espermatica assessorada pelo
Computer Assisted Semen Analysis (CASA).

Parametros Unidade Descricédo

Referente a populagdo de células que estdo se movendo com uma
MT % : o - , . _

velocidade minima, sendo a propor¢éo de células méveis do total (>5um/s);
MP % Refere a porcentagem de células movendo-se progressivamente (>20um/s);
DAP pum E a distancia da trajetoria geral do espermatozoide;
DCL pum E a distancia em curva do caminho percorrido;

E a distancia considerando-se uma linha reta entre o ponto inicial e o final
DSL Hm o

da trajetoria;
VAP pm/s E a velocidade média ininterrupta do trajeto do espermatozoide;

E a velocidade média mensurada de ponto a ponto do trajeto percorrido pelo
VCL pm/s -

espermatozoide;

E a velocidade média percorrida em linha reta entre os pontos inicial e final
VSL pm/s S

do trajeto;
ALH m E a largura média da oscilacdo da cabeca conforme o espermatozoide se

H move;

E a frequéncia com que a cauda do espermatozoide se move para tras e
BCF Hz ; e

para frente durante um trajeto percorrido;
STR % E a medida do afastamento da trajetéria da célula espermatica

considerando-se uma linha reta, (VSL/VAP*100);
LIN o E a medida do afastamento da célula espermatica considerando-se a

0 trajetéria em uma linha reta, (VSL/VCL*100);

WOB % E a expressdo utilizada para a relacdo entre os caminhos médios e

curvilinea, seria coeficiente de variacéo, (VAP/VLC*100);

MT: Motilidade Total; MP: Motilidade Progressiva; DAP: Distancia Média Percorrida; DCL: Distancia
Curvilinea; DSL: Distancia em Linha Reta; VAP: Velocidade Média de Trajeto; VCL: Velocidade
Curvilinea; VSL: Velocidade Linear Progressiva; ALH: Amplitude do Deslocamento Lateral da Cabeca;
BCF: Frequéncia de Batimentos Flagelar; STR: Retilinearidade; LIN: Linearidade: WOB: Coeficiente
de Oscilacéo. Fonte: (ARRUDA, 2000; VERSTEGEN, 2002)
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Figura 4 — Parametros de avaliacdo do Computer Assisted Semen Analysis (CASA).
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Legenda: DAP: Distancia Média Percorrida; DCL: Distancia Curvilinea; DSL: Distancia em Linha Reta;
VAP: Velocidade Média de Trajeto; VCL: Velocidade Curvilinea; VSL: Velocidade Linear Progressiva;
ALH: Amplitude do Deslocamento Lateral da Cabeca.

Fonte: (http://www.mibio.org/sites/default/files/images/CASA_terminology. img_assist_custom-
450x241.png; VERSTEGEN, 2002).
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Ainda ndo estd bem definido qual das caracteristicas do movimento
espermético determinadas pelo sistema CASA, é capaz de predizer a fertilidade ou a
taxa de fertilizacdo (ARRUDA, 2011), havendo controvérsias a respeito da
correlacdo dos padrdes de movimento espermatico com os indices de fertilidade in
vivo (VERSTEGEN, 2002). Na tentativa de correlacionar os parametros do CASA
com a taxa de fertilizagédo, verificou-se que os valores de VAP, VSL e VCL sao
significativamente maiores em amostras que fertilizam mais de 50% de odcitos. As
amostras com elevados valores de VAP, VCL, VSL, LIN e BCF apresentam melhor
migracdo e penetracdo no muco cervical e, além disso, parametros como BCF e LIN
tém revelado correlagdo positiva com a taxa de prenhez em alguns estudos
(VERSTEGEN, 2002). Ou ainda, a associagado de mdltiplas variaveis de movimento
geradas pelo CASA mostra maior correlagdo com fertilidade in vivo em relagéo a
utilizacdo de apenas uma caracteristica de movimento (ARRUDA, 2011).

As Dbiotécnicas aplicadas a andrologia tém fornecido novos meios de se
avaliar a capacidade funcional dos espermatozoides em varias espécies, incluindo o
suino. Dessa forma, a funcionalidade de organelas dos espermatozoides ou seus
compartimentos tém sido monitorados por procedimentos especificos de coloracéo,

tecnicamente conhecidos como sondas fluorescentes (ARRUDA, 2011). Uma
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variedade de sondas tem sido utilizadas na avaliacdo dos diferentes componentes
celulares (SOUSA, 2007). Os corantes fluorescentes proporcionam avaliagdes mais
objetivas das células espermaticas em relacdo aos métodos classicos como a
microscopia Otica. Estas, quando coradas com fluorescéncia podem ser avaliadas
tanto quanto aos aspectos morfolégicos como os funcionais, sem interferéncia do
meio extracelular e a combinacdo de varios corantes possibilita a avaliacdo de
diversos parametros celulares simultaneamente (MAIA, 2006).

Para a avaliacdo da integridade da membrana em espermatozoides suinos
com o auxilio de microscopia de epifluorescéncia, Harrison e Vickers (1990),
utilizaram diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de propideo (Pl) como
sondas fluorescentes. No geral foram encontradas duas populacdes de células:
intactas (coradas com CFDA e ndo coradas com PIl) ou danificadas (parcialmente
coradas, ou ndo coradas com CFDA e coradas com PI).

A integridade das mitocéndrias e seu funcionamento também fazem parte do
conjunto de fatores que indicam uma célula espermaética integra e capaz de exercer
sua funcdo (CELEGHINI, 2005). Segundo Garner (1997), a rodhamina 123 é um
fluorocromo capaz de corar mitocondrias e apresentar imagens de alta fluorescéncia
de mitocondrias em células vivas. Esta, quando utilizada no espermatozoide
apresentou capacidade de corar as mitocondrias e identificar populacoes
espermaticas que foram correlacionadas significativamente com a motilidade
espermatica, pois a observacado se da pela intensidade da fluorescéncia (coloracao
verde) que corresponde a atividade do corante.

Para estimar a integridade de acrossomo utiliza-se a técnica descrita por
Kawamoto (1999), a qual prevé o uso da sonda a base de Pisum sativum conjugada
a isotiocionato de fluoresceina (FITC-PSA) para avaliar a integridade das células
espermaticas in natura ou submetidas ao resfriamento. Esta analise possibilita a
marcacado de duas subpopulacdes espermaticas, as com acrossomo intacto e com
acrossoma danificado, marcando o acrossomo na cor verde amarelado, facilitando
sua visualizacdo. Sua eficiéncia foi comprovada através da correlagdo positiva entre
a porcentagem de espermatozoides ligados ao FITC-PSA e a proporcdo de
espermatozoides com acrossoma danificado nas amostras (ARRUDA, 2007).

A integridade da cromatina (DNA) € essencial para o desenvolvimento
embrionério apods a fertilizacdo e unido dos pré-nucleos feminino e masculino, uma

vez que imperfeicdes na cromatina sdo incompativeis com a fertilidade. Segundo
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Evenson (1999), a avaliacdo da estrutura da cromatina espermatica tem sido
realizada com o uso da acridina laranja, um corante fluorescente que se intercala a
dupla fita de DNA e fluoresce em verde quando esta se apresenta integra, todavia,
guando associada a uma porcéo desnaturada da fita de DNA, ou quando associada
ao RNA, a acridina emite fluorescéncia laranja, permitindo a quantificagdo de
desnaturacdo do DNA das células de uma amostra.

1.3 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo é consequéncia de um desequilibrio na quantidade de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (ANDRADE, 2010). As EROs sao encontradas
em todos os sistemas bioldgicos, em condicdes fisiolégicas do metabolismo celular
aerébio. O O, sofre reducédo, resultando na formacdo de H,O. Durante esse
processo, sdo formados intermediarios reativos — superoxido (Oy), hidroperoxila
(HO2®) e hidroxila (OH°) e, o nao radical, peroxido de hidrogénio (H.O,) — que
normalmente sofre sua reducdo completa na mitocondria (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999; MAIA, 2006).

A maioria dos seres vivos possui um eficiente sistema de protecdo capaz de
neutralizar os efeitos maléficos ocasionados pelas EROs formadas durante o
metabolismo do oxigénio e da oxidacdo de lipidios (DIAS, 2013). No ejaculado
existem duas fontes principais de EROs, os espermatozoides e os leucécitos. Ambos
possuem um mecanismo similar de geracdo de EROs (MAIA, 2006). Nos
espermatozoides este estresse ocorre extra e intracelular e quando excede a
capacidade dos antioxidantes disponiveis, o gameta fica altamente suscetivel a
danos (MAHFOUZ, 2010).

Os espermatozoides produzem espontaneamente uma variedade de EROs.
Estes produzidos em pequenas quantidades séao funcionalmente importantes na
condugdo da motilidade, hipermotilidade, reacdo acrossémica e capacitacdo
espermatica (ANDRADE, 2010; MAHFOUZ, 2010, GUTHRIE e WELCH, 2012;
BARRANCO, 2014). No entanto, quando ocorre um excesso de producéo, o
espermatozoide entra em um estado de estresse oxidativo, que é caracterizado por
danos na membrana plasmatica e na integridade de DNA (AITKEN, 2010).

Na espécie suina, os espermatozoides sdo particularmente suscetiveis ao

estresse oxidativo, devido a sua membrana plasméatica ser rica em acidos graxos
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poliinsaturados e ao conjunto de manipulagdo e processamento do ejaculado, que
muitas vezes leva a um aumento nos niveis de ERO (CEROLINI, 2000). Além disso,
as enzimas antioxidantes podem estar concentradas na peca intermediaria,
deixando grande parte da membrana que cobre a cabeca e a cauda menos
protegida (MAIA, 2006), logo, o conjunto desses fatores pode contribuir para a ma
qualidade do sémen (BUCAK, 2010; GUTHRIE; WELCH, 2012). A utilizacdo de
antioxidantes parece ser uma forma eficiente de reduzir o estresse oxidativo nao
apenas in vitro, mas também in vivo e que numerosos antioxidantes tém provado
esse efeito protetor contra o dano oxidativo no espermatozoide, assim melhorando
0s parametros seminais (BANSAL e BILASPURI, 2011).

1.4 ANTIOXIDANTES

Define-se um antioxidante como qualquer substancia que, quando presente
em baixas concentracdes, comparadas com as de um substrato oxidavel, retarda ou
previne significativamente a oxidacdo desse substrato (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999; BANSAL e BILASPURI, 2011). Os antioxidantes convertem as
EROs em &gua para prevenir a superproducdo destes compostos (ANDRADE,
2010). Os antioxidantes agem em duas linhas: como removedor do agente, antes
gue ele cause lesao, ou como reparador da lesdo ocorrida (MAIA, 2006; ANDRADE,
2010). Para proteger-se do efeito letal da formacédo excessiva de EROs, a célula
possui um sistema de defesa antioxidante enzimético e um ndo enzimatico (MAIA,
2006).

Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo também conhecidos como
antioxidantes sintéticos ou suplementos dietéticos (DIAS, 2013). Dentre os
antioxidantes que merecem destaque podemos citar o acido ascorbico (vitamina C),
o tocoferol (vitamina E), o acido a-lipdico, a taurina, a hipotaurina, os compostos de
selénio, o betacaroteno, o caroteno e as ubiquinonas (SIKKA, 2001; ANDRADE,
2010; BANSAL e BILASPURI, 2011)

Os antioxidantes enzimaticos sdo conhecidos como antioxidantes naturais
gue atuam neutralizando o excesso de EROs e prevenindo danos estruturais na
célula (BANSAL e BILASPURI, 2011). Sado eles a glutationa, a glutationa reduzida, a
glutationa peroxidase, a catalase, o superéxido dismutase, o inositol e a cisteina
(BANSAL e BILASPURI, 2011; DIAS, 2013).
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O plasma seminal é particularmente importante na protecdo do
espermatozoide contra os danos causados pelas EROs gerados pelo proprio
espermatozoide e pelos fagocitos presentes no ejaculado (MAIA, 2006). Devido sua
capacidade biossintética ser limitada, é dificil para o espermatozoide substituir
qualguer molécula que tenha sido danificada (AITKEN, 1995).

Os espermatozoides possuem um sistema intracelular de defesa antioxidante
contra os EROs, que consiste principalmente de enzimas como a superoxido
dismutase, catalase, glutationa peroxidase e redutase (AITKEN, 1995). No sistema
extracelular, apresenta um complexo sistema antioxidante no plasma seminal como:
acido ascorbico, acido urico, hipotaurina, tirosina, a-tocoferol (OVERVELD, 2000) e
mais recentemente nos suinos as paraoxonases (BARRANCO, 2014; 2015). Estes
eliminam as espécies reativas de oxigénio e impedem a sua acao prejudicial em
condicdes fisiolégicas normais (CEROLINI, 2000; BANSAL e BILASPURI, 2011).

1.4.1 Paraoxonasetipo 1

As paraoxonases (PON), apresentam acgdo protetora contra o estresse
oxidativo celular (AVIRAM e ROSENBLAT, 2004). As PONs sdo um complexo
multienzimético (hidrolase, arilesterase, diaoxonase, fosfatase, peroxidase e
lactonase) com propriedades antioxidantes, o que impede o aumento da quantidade
de EROs e também apresentam efeitos protetores nas membranas celulares
(ASKAR e BUYUKLEBLEBICI, 2012) e neutralizam os efeitos da oxidagao lipidica.
Na familia das PONs séo incluidos trés membros: PON1, PON2 e PON3 (AVIRAM e
ROSENBLAT 2004).

A PONL1 é uma enzima Ca®" dependente sintetizada no figado e liberada na
corrente sanguinea (ASKAR e BUYUKLEBLEBICI, 2012; SCHNEIDER, 2013). Ela
hidrolisa diversos compostos oxidantes e previne a oxidacdo de lipideos, nas
lipoproteinas de baixa (LDL) e alta (HDL) densidades (MACKNESS, 2010;
SILVEIRA, 2014). A inibicdo da oxidacdo da LDL pela HDL é comumente atribuida
ao seu conteudo antioxidante como: a-tocoferol, licopeno e paraoxonase (LIMA e
COUTO, 2006).

A PON2 é um antioxidante intracelular (ndo encontrada no plasma

sanguineo), amplamente distribuido e com capacidade para retardar a oxidagdo do
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LDL. A PON3 também esta associada com o HDL e também impede a oxidacdo do
LDL (ROSENBLAT, 2005).

Estudos realizados com humanos sobre a expressdo da familia PON nos
tecidos, observou-se a PON1 no figado, rins e no célon. Ja o0 RNAmM da PON2 em
humanos foi encontrada nestes tecidos e também no pancreas, cérebro, coracao,
baco, pulm&o, intestino delgado, musculo esquelético, estdmago, pancreas, tiredide,
ovario, placenta, pele, prostata e testiculos (MACKNESS, 2010). Ja estudo realizado
por Marsillach (2008) indicou a presenca de RNAm de PON1 no figado, pulméo,
coracao, cérebro, rins, intestino delgado e testiculos de ratos e nestes especialmente
as espermatogbnias, espermatécitos e espermatides redondas e alongadas
apresentaram marcadores de PON1 e PON3 e muito fracamente a PON2.

A PONL1 também ja foi identificada no plasma seminal de humanos (VERIT,
2009), galos Leghorn (KHAN, 2012), touros (DEDEOGLU, 2014) e no suino
(BARRANCO, 2014). A presenca de PON1 no plasma seminal suino apresenta
propriedades antioxidantes quando esta em alta atividade (BARRANCO, 2015).

A enzima PON1 esta ligada funcionalmente ao colesterol e este por sua vez
um componente substancial na membrana plasméatica dos espermatozoides. Por
isso tem suma importancia na modulacdo de sinalizacdo de vias envolvidas na
funcionalidade do esperma (BARRANCO, 2014). Barranco (2015), relatou que ha
diferencas individuais entre machos e entre ejaculados no mesmo macho, como
também variacées nos niveis de atividades da PON1, o que foi evidenciado a sua
maior atividade na fracdo espermatica. No geral, a atividade de PON1 no plasma
seminal apresentou uma correlagdo negativa para a concentracdo enziméatica e
volume do ejaculado. Contudo, em relacdo a atividade enzimatica demostrou estar
relacionada com o total de colesterol no plasma e com a concentracao espermatica
(BARRANCO, 2014).

Em outro estudo realizado por Barranco (2015), a atividade enzimatica da
PON1 apresentou uma correlagdo positiva com a percentagem de espermatozoides
com motilidade total e progressiva em 72h de armazenamento da dose inseminante.
Além disso, a atividade da enzima em ejaculados contribuiu para altas taxas de parto
(>85%).

Portanto, os estudos indicam que a paraoxonase, especialmente, a PON1
pode ser considerada como um marcador da fertilidade dos reprodutores suinos,

pois ela é capaz de manter a motilidade espermatica e diminuir os efeitos da EROs
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no armazenamento e ainda estéd relacionada com altas taxas de parto. Porém,
nesses estudos ndo ha evidéncias da expressdo de RNAmM da PON1 nas gbnadas
do macho suino e se ha alguma correlacdo da PON1 com os parametros para o

sémen suino in natura.
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Abstract

The seminal plasma is particularly important in sperm protection against
damage caused by reactive oxygen species (ROS). The paraoxonase type 1
(PONL1) is a multi-enzymatic complex with antioxidant properties, preventing the
increase of ROS quantities, thus protects cell membranes and neutralizes the
effects of lipid oxidation. The objective of this study was to correlate the
influence of PONL1 activity with the CASA system parameters and sperm
viability (membrane integrity acrosome integrity, functionality of mitochondria
and DNA fragmentation) of swine semen in natura, and investigate the PON1
expression (MRNA) in testicle and epididymis (head, body and tail) tissue of
boars. The sperm fraction (FE) presented the major PON1 activity and males
81, 80 and 79 (P<0.05) showed the highest enzyme activity. But, when
comparing the differences between the ejaculate samples, our study showed
differences (P<0.05) between males 81 and 92 in FE and sperm post fraction
(PF). However, when the ejaculated was diluted (1:1), it has presented 44%
average reduction in the activity of PON1. The activity of PON1 in FE showed
positive correlation with sperm concentration, curvaceous distance, curvy
velocity and DNA integrity (P<0.05), and also showed negative correlation with
straightness and linearity parameters advised by the CASA system. The mRNA
expression was observed only in the body portion of the epididymis. The FE is
the part of the ejaculate that more PON1 activity and presented the parameters
DCL, VCL, STR and LIN, together, with concentration and sperm viability
(integrity of DNA) are those who showed the greatest association with the
enzyme. Already the PON1 was only expressed (Mrna) in the body of
epididymis pig breeder.

Keywords: Ejaculated; sperm fraction; spermatozoon and gonads.

Resumo
O plasma seminal é particularmente importante na protecdo do espermatozoide
contra os danos causados pelas espécies reativas ao oxigénio (EROs). A
paraoxonase tipo 1 (PON1) € um complexo multienzimatico com propriedades

antioxidantes, impedindo o aumento da quantidade de EROs, o que confere
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protecdo as membranas celulares e neutraliza os efeitos da oxidag&o lipidica.
O estudo objetivou correlacionar a influéncia da atividade de PON1 com os
parametros de avaliagdo do sistema Computer Assisted Semen Analysis
(CASA) e a viabilidade espermaética (integridade de membrana, integridade de
acrossoma, funcionalidade de mitocondria e fragmentacdo do DNA) do sémen
suino in natura e investigar a expressdao da PON1 (RNAmM) no tecido do
testiculo e epididimo (cabeca, corpo e cauda) do reprodutor suino adulto. A
fracdo espermatica (FE) apresentou a maior atividade de PON1 e os machos
81, 80 e 79 (P<0,05) apresentaram a maior atividade de PON1. Ja em relacdo
a comparacdo entre as diferentes amostras do ejaculado, nosso estudo
demonstrou diferencas (P<0,05) nos machos 81 e 92 em relacdo a FE e a
fracdo pds-espermatica (FP). Entretanto, quando o ejaculado foi diluido (1:1)
apresentou reducdo média de 44% na atividade da PON1. A atividade de
PON1 na FE apresentou uma correlacdo positiva com a concentragao
espermatica, DCL, VCL e IDNA (P<0,05) e apresentou correlacdo negativa
para os parametros de STR e LIN assessorados pelo sistema CASA. A
expressdo de RNAmM somente foi observada para a por¢do do corpo do
epididimo. A FE é a parte do ejaculado que mais apresentou atividade da
PON1 e os parametros DCL, VCL, STR e LIN, juntamente, com concentracao e
viabilidade espermatica (integridade de DNA) sédo os que apresentaram a maior
associacdo com a enzima. J4 a PON1 foi somente expressa (RNAmM) no corpo
de epididimo do reprodutor suino.

Palavras-chaves: Ejaculado, fracdo espermatica, espermatozoide e gbnadas.

Introducao

A ampliacdo de programas de inseminacao artificial em fémeas suinas,
permitiu a maximizacado do uso dos machos reprodutores e um maior controle
na qualidade dos ejaculados. Assim, o desempenho reprodutivo dos cachagos
acaba sendo uma parcela importante na eficiéncia econdmica da atividade
suinicola. Nesse contexto, a compreensdo da anatomia e fisiologia da
producdo dos espermatozoides, pode auxiliar na selecdo e no gerenciamento

de machos para assegurar bons indices de fertilidade (Knox, 2015).
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Um dos fatores que influenciam a fertiidade dos machos sdo as
espécies reativas ao oxigénio (EROs). Os espermatozoides sao
particularmente suscetiveis ao estresse oxidativo, que causa lesdes
peroxidativas com danos na estrutura e no DNA do espermatozoide e,
eventualmente, a infertilidade (Guthrie e Welch, 2012). Isso ocorre devido a
membrana plasmética ser rica em acidos graxos poliinsaturados e a
manipulacdo e processamento do ejaculado, que muitas vezes leva a um
aumento nos niveis de EROs (Cerolini et al. 2000).

Os espermatozoides dos suinos produzem uma variedade de EROs que
desempenham papéis fisioldgicos destacados no controle da capacitacao e
concomitante fosforilagcdo da tirosina (Pefia et al., 2004). O plasma seminal &
particularmente importante na protecdo do espermatozoide contra os danos
causados pelas EROs (Maia, 2006), pois atua em um sistema intracelular
(Aitken, 1995) e extracelular de defesa antioxidante. O sistema extracelular
apresenta um complexo de antioxidantes no plasma seminal (Overveld et al.
2000), e entre estes, a paraoxonase tipo 1 (PON1), presente nos suinos
(Barranco et al. 2014; 2015).

A paraoxonase tipo 1 é uma enzima célcio-dependente sintetizada
principalmente no figado e secretada para o soro sanguineo, onde € associada
com as lipoproteinas de alta densidade, HDL (Dedeoglu et al. 2014). Ela € um
complexo multienzimatico (hidrolase, arilesterase, diaoxonase, fosfatase,
peroxidase e lactonase) com propriedades antioxidantes (Aviram e Rosenblat,
2004; Askar e Buyukleblebici, 2012). A paraoxonase tipo 1 esta amplamente
difundida pelos tecidos como indicou o estudo de Marsillach et al. (2008) na
presenca de RNAm de PON1 no figado, pulmdo, coracdo, cérebro, rins,
intestino delgado e testiculos de ratos, e nestes, especialmente nas
espermatogonias, espermatocitos e espermatides.

O objetivo do estudo foi correlacionar a influéncia da atividade de PON1
com os parametros do sistema CASA e com a viabilidade espermética
(integridade de membrana, integridade de acrossoma, funcionalidade de

mitocondria e fragmentagédo do DNA) do sémen suino in natura e investigar a
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expressdo da PON1 (RNAm) no tecido do testiculo e epididimo (cabeca, corpo
e cauda) do reprodutor suino adulto.

Material e Métodos
Animais, coleta e processamento de sémen

Foram usados nesse estudo ejaculados de seis machos hibridos da
linhagem Agroceres/Genetipork, com dois anos de idade. Esses machos foram
identificados (brincos 79, 80, 81, 82, 92 e 96) e alojados individualmente em
baias com aproximadamente 7m?, localizadas na Faculdade de Veterinaria da
Universidade Federal de Pelotas, no municipio de Capéo do Ledo/RS, Brasil.
Este estudo teve aprovacdo da comissao de ética no uso de animais conforme
parecer n°135/2014 da Universidade Federal de Santa Maria/RS, Brasil.

As coletas de sémen foram realizadas no periodo da manha através da
técnica da mao enluvada (Hancock e Howell, 1959), e o sémen foi coletado
duas vezes por semana por um periodo de trés semanas, totalizando 36
ejaculados. A colheita de sémen foi realizada em recipiente plastico com
capacidade de 500mL, previamente aquecido a 35°C, coberto com gaze
(separacédo da fase gelatinosa do ejaculado). Cada ejaculado foi separado
durante a coleta nas fracdes espermética (+-56,62mL) e pds-espermatica (+-
179,13mL). Também foi realizada a diluicdo do sémen em 1:1 em diluente
comercial Eobos (Gestion Veterinaria Porcina, Madri, Espanha).

Obtida a colheita de cada fragcéo, essa foi pesada (obtencéo do volume),
e retirada uma aliquota de 2mL para posterior avalicdo da atividade PONL1.
Apos foi realizada a misturas das fracdes e retirada outra aliqguota de 2mL.
Para a estimativa da concentracao foi retirada uma aliquota de 10uL do sémen
in natura e diluida em 990uL de formol salina e mensurada em camara de
Neubauer pela microscopia 6ptica (aumento de 400x).

Avaliacdo dos parametros espermaticos

Para a estimativa dos parametros espermaticos foi retirada uma aliquota
de 10uL do sémen in natura e diluida em 990uL de diluente comercial Eobos, e
dessa amostra, foram retirados 3uL e colocado na LEJA (lamina com 4

camaras, 20um de altura) por capilaridade para realizar a avaliagdo da
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motilidade total (MT, %); motilidade progressiva (MP, %); distancia média
percorrida (DAP; um); distancia curvilinea (DCL, um); distancia em linha reta
(DSL, pm); velocidade média de trajeto (VAP, pm s™); velocidade curvilinea
(VCL, um s™); velocidade linear progressiva (VSL, um s™); retilinearidade (STR,
%); linearidade (LIN, %); coeficiente de oscilacdo (WOB, pm s™); amplitude do
deslocamento lateral da cabeca (ALH, pum); frequéncia de batimentos flagelar
(BCF, Hz); através do Sistema CASA (software AndroVision™ — Minitiib,
Tiefenbach, Alemanha).

A avaliagdo da integridade de membrana (IM) foi realizada conforme
Harrison e Vickers (1990), em aumento de 400X em microscopio de
epifluorescéncia (Olympus BX 51, América INC, Sao Paulo, SP). As células
gue apresentavam fluorescéncia verde foram consideradas integras, enquanto
as células com fluorescéncia vermelha ou verde/vermelha foram consideradas
lesadas.

A funcionalidade mitocondrial (FM) foi avaliada com o uso de uma sonda
especifica, rodhamina 123 (Rh123) (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO,
23 USA), (Garner et al. (1997). As células foram avaliadas em aumento de
400x em microscopio de epifluorescéncia. As células espermaticas que
apresentaram a parte intermediaria com intensa fluorescéncia verde foram
consideradas com mitocondrias integras (funcionalmente ativas), enquanto as
células sem ou com pouca intensidade de fluorescéncia verde na parte
intermediaria foram consideradas néo funcionais.

A integridade do acrossoma (IA) foi realizada como descrito na literatura
(Kawamoto et al. 1999). Foram avaliados 100 espermatozoides por lamina. As
laminas foram avaliadas sob um aumento de 1.000x em microscépio de
epifluorescéncia. As células com acrossoma considerados integros né&o
apresentaram rugosidades, vacuolos e emitiram fluorescéncia verde. As
demais foram classificadas como células com acrossoma danificado.

A integridade de DNA (IDNA) foi avaliada pela técnica descrita por
Evenson et al. (1999). As amostras foram avaliadas em microscopio de
epifluorescéncia sob aumento de 1.000x. Foram consideradas células com

DNA normal (bicatenario) aquelas que apresentaram fluorescéncia verde e
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quando as células apresentaram coloragcdo laranja foram consideradas DNA
desnaturado (monocatenario).

Mensuracdo da Atividade de PON1

A atividade arilesterase da PON1 foi mensurada por espectrofotometria
(CIRRUS 80MB; FEMTO Industria, S&o Paulo, SP, Brasil) a partir da
velocidade de formacédo de fenol através da monitorizacdo do aumento da
absorbancia na faixa de 270nm a 25°C. O reagente de trabalho consistiu em
Tris/HCI 20mM, pH 8,0; contendo 1mM de CaCl, e 4mM de fenilacetato como
substrato. As amostras foram diluidas 1:3 em tampd&o Tris/HCI, adicionadas a
solucdo de trabalho e a mudanca na absorbancia foi registrada durante 60
segundos. Uma unidade de atividade da PONL1 arilesterase foi considerada
igual a 1mM de fenol formado por minuto. A atividade foi expressa em U L™,
com base no coeficiente de extincdo de fenol. Para corrigir a hidrélise nao
enzimatica, foram utilizadas amostras brancas contendo agua (Browne, 2007).

Extracdo de RNA, transcricao reversa e PCR em tempo real

Um reprodutor suino foi submetido a orquiectomia sob anestesia geral
(Midazolan = 0,1mg kg*; Xilazina = 0,3 mg kg™ e Ketamina = 4 mg kg™). As
amostras de cada fracdo (testiculo e epididimo) foram coletadas,
imediatamente colocadas em nitrogénio liquido para o transporte, e
posteriormente armazenadas em temperatura inferior a -80°C.

O RNA total foi extraido dos tecidos testiculares e dos tecidos
epididimarios através do protocolo Trizol (Ferreira, et. al, 2011). A
quantificacdo de RNA purificado foi obtida utilizando espectrofotometria na
faixa de absorbancia de 260/280nm (NanoDrop spectrophotometer, Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA). A taxa de pureza foi considerada 1,8, sendo
gue todas as amostras ficaram acima desse limite. O RNA total foi tratado com
0.1U DNase (Invitrogen) a 37°C por 5 min para digerir qualquer DNA
contaminante.

Apés a inativacdo da DNase a 65°C por 10 min, a sintese de DNA
complementar (cDNA) foi realizada com o kit iScript cDNA Synthesis (BioRad)
num volume final de 20ul, seguindo o protocolo do fabricante. Esta reacdo de

transcricdo reversa foi realizada nas seguintes temperaturas: 25°C — 5min,
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42°C — 30min e 85°C — 5min. A expressao génica foi acessada por PCR em
tempo real, sendo a variabilidade na quantidade de RNAmM acessada em
relacéo a amplificacéo do gene beta-actina (PACTB; F:
AGGCGGACTGTTAGTTGCAT; R: TGTCACCTTCACCGTTCCAQG).

O PCR em tempo real (BioRad; CFX384 Touch™ Real-Time PCR
Detection System, Hercules, CA, EUA) foi realizado em dois passos: a) com a
desnaturacao inicial a 95°C por 5min, seguido de 40 ciclos de desnaturacao a
95°C por 15seg e, b) anelamento/extensdo a 58°C, para analises de 30
segundos da curva de fusdo para verificar a identidade do produto. Para
otimizar o ensaio de PCR em tempo real, diluicdes em série do cDNA foram
usadas para gerar uma curva padrao.

A curva padrao foi construida representando o log da quantidade inicial
do fator de diluicdo, contra o valor de Ct (nUmero de ciclos) obtido durante a
amplificacdo de cada diluicdo. Reagdes com um coeficiente de determinacéo
(R?) superior a 0,98 e eficiéncia entre 95 a 105% foram considerados
otimizados. O método da curva padrdo relativo foi usado para avaliar a
expresséo do gene paraoxonase tipo 1 (pPPON1,; F:
TGAACCCGATAAGCCTGGAAA; R: CTGGATGGCTCACCACTAGC).

Os produtos da amplificacao foram verificados em gel de agarose a 1%,
corado com brometo de etidio (4pl), com base no ladder (Invitrogen™ 100bp,
Carlsbad, CA, EUA).

Analise estatistica

Analises estatisticas foram realizadas utilizando o Statistix 10 (Analytical
Software, Tallahassee, FL, EUA), e para os dados apresentarem qualidade e
funcionalidade, estes foram avaliados pelo teste de normalidade. A andlise da
atividade de paraoxonase foi realizada utilizando ANOVA para comparar 0s
efeitos da variabilidade entre os machos e entre as por¢cdes de sémen. Para
medir a relagdo da atividade de paraoxonase (fracdo espermatica e ejaculado
total) com os parametros espermaticos do CASA foi utilizado o teste de
correlacdo paramétrica de Pearson e para os parametros relativos a viabilidade

espermatica (IM, FM, 1A e IDNA), concentracdo e motilidade total foi utilizado o
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teste ndo paramétrico de Spearman. As diferencas entre as meédias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 95% de confiabilidade.
Resultados e Discussdes

Ao analisar a tabela 1 observamos uma variacdo atividade de enziméatica
de PON1 (P<0,05) na fracdo espermatica (FE) do ejaculado dos diferentes
doadores em relagéo as varidveis analisadas. Porém, os machos 81, 80 e 79,
apresentaram a maior atividade de PONL1. De certa forma podemos estimar
gque estes machos apresentam uma qualidade espermatica melhor, pois
conforme Verit et al. (2009), em humanos, existe uma relacdo direta entre a
baixa atividade de PON1 com parametros seminais anormais.

A variabilidade entres os ejaculados totais (ET) dos suinos nao foi
influenciada (P>0,05) em relacdo a atividade da PON1, contudo o plasma
seminal é um pool de fluidos que apresentam origem testicular, epididimaria e
das glandulas sexuais anexas (Saravia, et al. 2009) e, talvez, conforme Verit et
al (2009), em humanos, a diminuicdo da atividade de PONL1 estaria relacionada
com a producado de EROs. Ja por outro lado, o estudo de Barranco et al. (2014;
2015), evidenciou diferencas entre os machos avaliados para os ET e entre as
frac6es do ejaculado. Uma possivel explicacdo para estes resultados estaria
relacionada com a composicao bioquimica do plasma seminal (Barranco, et al.

2014).

Tabela 1. Atividade enzimética da paraoxonase tipo 1 no plasma seminal nas fra¢des
espermética, poés-espermatica, ejaculado total e do ejaculado diluido no sémen de suino.

Identificacdo Atividade da Paraoxonase tipo 1 (Ul mL™) DPR
Machos FE FP ET ED
79 3,140% 1,134 1,965 1,423 +-0,787
80 3,302? 1,772 2,067 1,860 +-1,150
81 3,341 1,358° 2,212% 1,394° +-0,686
82 1,546 0,957 1,289 0,812 +-0,990
92 1,641°4 0,978° 1,190° 0,805° +-0,290
96 1,003° 0,907 1,167 1,058 +-1,147
DPR +-0,450 +-0,680 +-0,5085 +-0,428

FE: Fracdo Espermética; FP; Fracdo Pds-Espermatica; ET: Ejaculado Total; ED: Ejaculado
Diluido 1:1; DPR: Desvio Padrdo Residual. Letras **: apresentam diferencas significativas na
coluna. (P<0,05). Letras AB. apresentam diferencas significativas na linha (p<0,05)

Quando comparamos as diferentes amostras do ejaculado, nosso estudo

demonstrou diferencas (P<0,05) em dois (81 e 92) dos seis machos avaliados
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quanto a FE e a FP. Entretanto, apesar dos demais ejaculados n&o terem
apresentado diferencas estatisticas, nosso estudo apresentou resultados
semelhantes aos estudos de Barranco et al. (2015) em que a fragcao
espermatica apresentou maior atividade de PON1 em relacdo a pos-
espermética e isso poderia estar ligado as altas concentracdes de colesterol
(Barranco et al.2014).

Ao avaliarmos a atividade de PON1 no ejaculado diluido (ED) 1:1, este
demostrou uma diminuicdo meédia de 45,8% e 25% (P>0,05) em relacdo a FE e
ET, respectivamente, em todos os machos. Contudo os machos 81 e 92,
apresentaram uma queda (P<0,05) de 54% e 34% em relacdo a FE e ET,
respectivamente, na atividade de PON1 apoés a diluicdo. Esta reducdo drastica
observada em nosso estudo, semelhante aos resultados Verit et al. (2009),
pode estar relacionada a manipulacdo e processamento do ejaculado, que
muitas vezes leva a um aumento nos niveis de EROs (Cerolini et al. 2000;
Barranco et al. 2014).

Em relacdo aos coeficientes de correlacdes entre a atividade de PON1
com os parametros assessorados pelo CASA (Tab. 2), observamos que a
paraoxonase tipo 1 apresentou associacdo positiva (P<0,05) com a distancia
curvilinea percorrida e também (P<0,05) com a velocidade -curvilinea,
considerada a velocidade da trajetéria real do espermatozoide. Diversos
estudos (Verstegen et al. 2002; Broekhuijse et al. 2012) demonstraram
correlacdo positiva da VCL com a qualidade espermética e assim
determinaram melhores taxas reprodutivas e isso corrobora com 0s
encontrados por Barranco et al. (2015), que correlacionaram a alta atividade da
enzima PON1 no plasma seminal de doses inseminantes (2,5x10°
espermatozoides mL™ em 80mL, 2 a 3 inseminacdes cervicais por estro) com o

aumento na taxa de partos do rebanho avaliado.
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Tabela 2. Coeficientes de correlagéo entre a atividade da enzima paraoxonase tipo 1 (PON1),
na fracdo espermatica e no ejaculado total, em associacdo com os parametros de avaliacédo do

Computer Assisted Sperm Analise (CASA).

Média . Atividade Paraoxonase Tipo 1
Parametros (n=36 Eejvlo Frac&o Ejaculado

ejaculados) ' 29"4° Espermatica P-valor Total P-valor

MP 61,96 13,95 0,0986 0,5913 -0,2631 0,1457
DAP 20,87 2,99 0,2850 0,1139 -0,1016 0,5800
DCL 40,26 5,83 0,3542 0,0467 -0,0072 0,9687
DSL 14,83 1,72 0,1254 0,4942 -0,2753 0,1273
VAP 45,25 7,38 0,2896 0,1079 -0,0822 0,6547
VCL 86,98 13,40 0,3702 0,0370 -0,0023 0,9898
VSL 32,16 4,03 0,1637 0,3707 -0,2476 0,1718
STR 0,71 0,05 -0,3580 0,0442 -0,2059 0,2582
LIN 0,37 0,03 -0,3691 0,0377 -0,3178 0,0763
WOB 0,52 0,03 -0,1688 0,3557 -0,2148 0,2379
ALH 2,71 0,61 0,3159 0,0782 0,0646 0,7253
BCF 33,28 2,31 0,1686 0,3564 -0,1224 0,5045

MP: Motilidade Progressiva; DAP: Distancia Média Percorrida; DCL: Distancia Curvilinea; DSL:
Distancia em Linha Reta; VAP: Velocidade Média de Trajeto; VCL: Velocidade Curvilinea; VSL:
Velocidade Linear Progressiva; ALH: Amplitude do Deslocamento Lateral da Cabeca; BCF:
Frequéncia de Batimentos Flagelar; STR: Retilinearidade; LIN: Linearidade: WOB: Coeficiente
de Oscilagéo.

Diferentes estudos (Arruda et al. 2002; Matos 2008; Vertengen et al.
2009, Gallego 2010) demonstram que os parametros de STR e LIN poderiam
refletir em melhora da capacidade de movimentagdo retilinea das células
espermaticas, melhor migracdo, penetracdo no muco cervical, correlacéo
positiva para taxa de prenhez e com relacdo ao sémen criopreservado, melhora
a qualidade espermética, mas em outros estudos a correlagcdo € negativa.
Contudo, quando observamos a correlacéo da atividade de PON1 com a STR e
LIN, esta associacdo acabou sendo negativa (P<0,05), ou seja, podemos
estimar que a enzima atuou diminuindo esses parametros. Entretanto, como o
parametro de VCL apresentou associacdo positiva conforme ja abordado, e
este, juntamente com STR e LIN poderiam, apresentar associacdes positivas
com a qualidade espermatica. Portanto, a atividade de PON1 com relacdo aos
parametros do sistema CASA deve ser melhor elucidada e ainda, se possivel
associar as multiplas variaveis de movimento geradas pelo sistema CASA
mostraria, talvez, a maior correlacdo com fertilidade in vivo em relacdo a

utilizacéo de apenas uma caracteristica de movimento (Arruda et al. 2011).
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Conforme o estudo do Barranco et al. (2014) foi observada uma alta
correlacdo entre a atividade de PON1 no plasma seminal e a concentragéo
espermatica no ejaculado. Em nosso trabalho (Tab. 3), conseguimos
demonstrar o mesmo efeito, contudo, somente com a FE, a qual apresentou
uma associacdo expressiva (P<0,0001) da concentracdo esperméatica em
relacdo a atividade de PONL1. Resultados semelhantes foram observados no
trabalho de Verit et al. (2009), ao utilizar sémen humano e, isso poderia estar
relacionado a menores niveis de EROs em amostras de sémen com alta
concentragéo de espermatozoides ou devido a com concentragéo de colesterol

(Barranco et al. 2014) que poderia ser mais elevada na cauda do epididimo.

Tabela 3. Coeficientes de correlagdo (ndo paramétrica) entre a atividade de paraoxonase tipo 1
(PON1), na fragdo espermética e no ejaculado total, em associagdo com a concentracao
espermatica, motilidade total, integridade de DNA, integridade de acrossoma, integridade de

membrana e funcionalidade de mitocéndria.

Média . Atividade Paraoxonase Tipo 1
Parametros (n=36 Eeg:/lo Fracao Ejaculado

ejaculados) ' o 0 Espermatica P-valor Total P-valor
Concentracéao 3,5x10° 2,6 x10° 0,7000 0,0001 0,2636 0,1441
MT 78,64 10,59 0,1135 0,5343 -0,1423 0,4359
IDNA 0,95 0,10 0,3793 0,0328 0,4863 0,7568
1A 0,87 0,18 0,1815 0,3179 0,0567 0,1884
IM 0,84 0,10 0,1543 0,3963 0,2535 0,1608
FM 0,78 0,15 0,1938 0,2863 0,2440 0,1776

MT: Motilidade total; IDNA: Integridade de DNA; IA: Integridade de acrossoma; IM: Integridade
de membrana FM: Funcionalidade de mitocéndria;

Quanto aos coeficientes de correlacdes entre a atividade de PON1 e os
parametros de viabilidade espermética como: integridade de membrana
plasmatica, funcionalidade de mitocondria, integridade de acrossoma e
integridade de DNA espermatico, somente a integridade de DNA apresentou
associacdo positiva (P<0,05) com a atividade de PON1 na FE. Conforme
Barranco et al. (2015), a PON1 no plasma seminal do suino apresenta
propriedades antioxidantes quando estd em alta atividade e Barranco et al.
(2014), também observou-se uma correlacdo positiva entra a atividade de
PON1 e a concentracdo de colesterol total no plasma seminal, contudo, a
PON1 so realiza sua funcdo de antioxidante quanto esta associada ao HDL
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(Askar; Buyukleblebici, 2012), e assim essa associacao, protege as células
espermaticas da peroxidacao lipidica (Verit et al, 2009), em virtude disso a
menor taxa fragmentacdo de DNA, preservando um melhor qualidade seminal.

Um dos objetivos de nosso estudo foi investigar a expressdo de RNAmM
de PONL1 nos tecidos testicular e epididimério. Com base no PCR em tempo
real, nossos resultados indicam que ha uma baixa expressdo de PON1 nos
tecidos avaliados (aproximadamente 35 ciclos) no epididimo direito (corpo; Fig.
1). Confirmou-se que o produto amplificado era compativel com 176 pares de
base (pb), tamanho esperado para o qual os primers de PON1 foram
delineados (Fig. 2). Nao foi possivel verificar a expressdo do RNAm para a
PONL1 nos demais tecidos. Mackness et al (2010), também n&o encontraram
expressdo de RNAmM no testiculo de pacientes humanos; em contraste ao
estudo de Marsillach et al. (2010), que encontraram altos niveis de expresséo
da PON1 em tecido testicular de pacientes humanos inférteis. Embora o estudo
de Xie et al. (2009) nédo tenha avaliado este tecido, encontrou a expressao de
PON1 no rim, figado, pulmdes e intestino em suinos (raca Dahuabai).

Quanto ao nosso estudo, podemos descartar a hipétese de que estes
tecidos tenham se deteriorado, pois houve expressdao do gene beta-actina
(housekeeping). Embora os valores obtidos na curva padrdo para o gene PON1
nao foram satisfatorios (R? <0,98 e eficiéncia >105%), e que nado houve
amplificacdo de PON1, no intestino de um suino adulto em nosso estudo
(tecido considerado positivo na literatura, Xie et al. 2009), ndo podemos
descartar um problema no anelamento do primer. Sdo necessarios mais testes
com outros tecidos considerados positivos em suinos para a expressao de
PON1, como os tecidos avaliados por Xie et al. (2009). Portanto, ndo podemos
afirmar que estes tecidos ndo expressam a PON1. Mas, os dados obtidos até o
momento sugerem que o0 gene PON1 é expresso no epididimo de suinos. No
entanto, essa expressao ndo € compativel com as concentragdes encontradas
no plasma seminal, principalmente na FE, indicando assim que a PONL1 seja
derivada de outros 6rgédos, atingindo os testiculos/epididimos/trato reprodutivo

por via enddcrina.
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Figura 1. Expressdo do gene da enzima paraoxonase tipo 1 (PON1), em tecido testicular e

epididimario do suino através de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real.
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Figura 2. Expressdo do RNAm para enzima paraoxonase tipo 1 (PON1), em tecido testicular e
epididimério do suino.
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Legenda: PON1: Paraoxonase Tipo 1; ACTB: Beta-actina; CP: Curva Padrdo; TD: Testiculo
Direito; ECabD: Epididimo Cabeca Direito; ECorpD: Epididimo Corpo Direito; ECaudD:
Epididimo Cauda Direito; TE: Testiculo Esquerdo; ECabE: Epididimo Cabeca Esquerdo;
ECorpE: Epididimo Corpo Esquerdo; ECaudE: Epididimo Cauda Esquerdo.

Conclusdes

A FE é a porgéo do ejaculado que mais apresentou atividade de PON1 e
os parametros DCL, VCL, STR e LIN, assessorados pelo CASA, sédo os que
apresentaram a maior associacdo com estd enzima. A atividade de PON1

também est4d associada positivamente com a concentragdo e viabilidade
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espermética (integridade de DNA). Ja a PONL1 foi somente expressa (RNAmM)
no corpo de epididimo do reprodutor suino.
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