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1. INTRODUCAO

Os &cidos graxos poli-insaturados (PUFA) sao fontes de energia essenciais
para o desenvolvimento do embrido e para o crescimento fetal na espécie suina.
Entre os PUFA, existem os &cidos graxos da série dGmega-3, sendo 0s mais
importantes deste grupo os acidos eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico
(DHA) (revisado por Tanghe & De Smet, 2013). Em estudo realizado com
suplementacdo de PUFA em dietas durante a gestacdo e lactacdo em fémeas
suinas, observou-se a incorporacdo destes acidos em membranas de o0d0citos,
modulacdo nos padrdes de expressdo de enzimas envolvidas na sintese de
prostaglandinas, do metabolismo de hormonios esterbides e de estresse oxidativo
(Wathes et al., 2007).

Dietas com altos teores de PUFA, especificamente da série 6mega-3, podem
resultar em aumento na concentracao plasmatica de leptina (Cha e Jones, 1998).
A leptina e seu receptor (ObRb) foram identificados no hipotalamo de fetos suinos,
fémeas ciclicas, prenhes e pré-puberes (Lin et al., 2001), atuando como um fator
permissivo para a sinalizacdo do estado nutricional no eixo hipotalamo-hipéfise-
gbnadas (Zieba et al., 2005). A suplementacdo de leitoas com dietas incluindo
PUFA pode também levar a aumento nas reservas de gordura e no peso corporal
(Amaral et al., 2010), auxiliando no desencadeamento da puberdade (Zieba et al.,
2005). Em decorréncia da escassez de estudos nesta area, objetivou-se com este
trabalho avaliar o efeito da suplementacdo de PUFA 6mega-3 na intensidade da
imunomarcacao de leptina e seu receptor ObRb em odcitos de fémeas pré-puberes.

2. METODOLOGIA

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFPel (9648). O estudo foi realizado em uma granja
comercial localizada no sul do Brasil, com 25 fémeas pré-puberes, F2 mesticas,
destinadas ao abate. No inicio do experimento, as fémeas possuiam 120 dias de
idade e pesavam 50.6 kg, sendo alojadas em baias de terminagdo com ventilacao
natural e recebendo uma alimentacao diaria de 2,5 kg de concentrado, contendo
14,7% de proteina bruta e energia metabolizavel de 3.205 Kcal/Kg (NRC, 1998).

As fémeas foram distribuidas aleatoriamente em dois tratamentos: grupo
controle (n = 13) que recebeu Oleo de soja disponivel comercialmente; e um
segundo grupo (n = 12) que recebeu 6leo de peixe (Idealfarma, Sao Paulo, SP,
Brasil) como fonte de 6mega-3. Em ambos os tratamentos, as fémeas foram
suplementadas com 9 mL de cada 6leo, com seringas descartaveis por via oral,
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durante 45 dias. O valor energético de 1,0 g de Oleo de soja foi de 8,3 kcal (35,0
KJ), contendo 0,9 g de gordura total, incluindo 0,55 g de PUFA néo especificados,
sem inclusdo de 6mega-3. O valor energético em 1,0 g do 6leo de peixe foi de 9,5
kcal (40,0 kJ), contendo 0,9 g de PUFA (0,35 g de DHA e 0,5 g EPA), totalizando
8,1 g de PUFA, correspondente a 6,88 g de dmega-3.

No abatedouro os ovarios foram recolhidos. Posteriormente, quatro estruturas
de cada grupo foram submetidas a técnica de himunohistoquimica (IHQ), como
descrito por Moreira et al. (2013), usando para a pesquisa de imunomarcacgao de
leptina os anticorpos anti-leptina [anti-Ob; C-20, SC-842-rabbit (IgG)] e anti-ObR
[PAb M-18-goat (IgG)] para o receptor da leptina.

ApoOs a técnica, os oocitos foram classificados como: inclusos em foliculos
primordiais/primérios (OIFP), quando rodeado por uma camada plana de células da
granulosa; inclusos em foliculos secundarios (OIFS), quando rodeados por duas ou
mais camadas de células cubicas da granulosa; ou inclusos em foliculos terciarios
(OIFT), quando cercado por varias camadas de células da granulosa e com
formacéo de antro (Silva et al., 2011).

As imagens foram captadas com uma camera digital (Olympus DP72) ligada
a um microscopio éptico (Olympus BX 51, Téquio, Japdo), utilizando a objetiva de
40 X, para OIFP e OIFS, e a 10 X para OIFT. Para analise de anti-Ob foram
avaliados 79 OIFP, 35 OIFS e 28 OIFT, enquanto que para as andlises de anti-
ObRb foram considerados 44 OIFP, 34 OIFS e 21 OIFT. A quantificacdo proteica
foi realizada através de um software de imagem (Di Cataldo et al, 2012). Para cada
area avaliada, a média da intensidade de imunomarcacdo foi registrada pelo
aplicativo Image J®, usando uma escala de 0 (maior intensidade de coloracdo) a
255 (sem coloracéao).

As médias para os valores mais comuns (modas) observados para a
intensidade de imunomarcacfes para Ob e ObRb nos distintos odécitos foram
comparadas entre o0s tratamentos, através de andlise de variancia. As
comparacdes entre médias foram realizadas pelo teste de diferenca minima
significativa, através do software Statistix® (2013).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se imunomarcacao para leptina e ObRb em odcitos inclusos em
foliculos de distintos estagios de desenvolvimento, nos dois tratamentos (Figura 1).
A imunomarcagéo para a leptina foi mais intensa no citoplasma de OIFP e em OIFS
de fémeas suplementadas (P < 0,05) do que em o6citos semelhantes das fémeas
do grupo controle (Tabela 1). A intensidade da imunomarcacéo para ObRb também
foi mais intensa em OIFS de fémeas suplementadas, quando comparada com
fémeas do grupo controle (P < 0,05).

A imunomarcacdo para leptina em OIFP e OIFS de leitoas pré-puberes é
menos intensa do que em estruturas semelhantes de fémeas puberes (Moreira et
al., 2013). Desta forma, a suplementagdo com émega-3 no inicio da puberdade de
fémeas suinas, como observado em estudo com outros 0leos (Zhuo et al., 2014),
pode reforgar os potencias efeitos da leptina na estimulacdo da puberdade (Zieba
et al., 2005).
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Figura 1: Imunomarcacéo (setas) para leptina em ovarios do grupo controle (A) e de fémeas pré-
puberes suplementadas com émega-3 (B) e para o receptor de leptina (Ob Rb) em ovarios do grupo
controle (C) e de fémeas suplementadas com émega-3 (D).

a, b, ¢ e d: controle negativo de A, B, C e D, respectivamente

Tabela 1: Intensidade da imunomarcacao (médias para as modas observadas) para
leptina e seu receptor (ObR-b) no citoplasma de odcitos de fémeas pré-puberes
inclusos nos diferentes tipos foliculares (0: maior intensidade de coloracdo; 255:
sem coloracao)
TRAT n OIFP n OIFS N OIFT
Leptina Controle 38 81,8+2.62 15 76,2+5.6° 15 645+84
Omega-3 41 715+1,7° 20 58,945 13 69,0+4,2
ObRb Controle 21 899+3,7 17 106,1 +5.6% 10 108,7+5,4
Omega-3 33 89,0+34 17 86,8+4.9 11 101,2+7,0
ab.c.dxy Significa diferenca estatistica entre os tratamentos na coluna (P < 0.05)

Este estudo é o primeiro realizado com a finalidade de avaliar os efeitos do
Omega-3, sobre ovarios de fémeas pré-puberes. Os resultados obtidos sugerem
qgue a suplementacdo deste PUFA aumenta os niveis de leptina e expressao de
seus receptores em o06citos, tendo desta forma, efeito sobre os 6Orgaos
reprodutores.

O baixo namero de fémeas disponiveis e o fato de que as fémeas utilizadas
eram destinadas ao abate, podem ter limitado as deducdes sobre o tema. Desta
forma, os efeitos potenciais da suplementacdo de 6mega-3 no desencadeamento
da puberdade ainda precisam ser abordados em pesquisas futuras.

4, CONCLUSOES

A suplementacdo de fémeas pré-puberes com Omega-3 intensificou a
imunomarcacao para leptina e seu receptor em odcitos inclusos em foliculos pré-
antrais.
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