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Resumo

OTTE, Marina Vianna. Parametros metabdlicos e reprodutivos de fémeas suinas
pré-puberes ap6s suplementacédo da dieta com acidos graxos poli-insaturados.
2017.43f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pds-Graduagcdo em
Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2017.

O uso de &cidos graxos poli-insaturados (PUFA) 6mega-3 na dieta de animais tem
demonstrado beneficios, porém existem poucos estudos em leitoas evidenciando os
potenciais efeitos da inclusdo deste suplemento na alimentacdo. Este estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos da suplementacdo com 6mega-3 fonte de acido
docosahexaenoico (DHA) em leitoas recém desmamadas. Dezesseis fémeas suinas
foram divididas em dois grupos: controle, que recebeu apenas a dieta adequada a
idade; e o grupo 6mega-3, no qual recebeu a adicdo de DHA misturado a racao (3,5
g animal/dia). A suplementacdo ocorreu por 52 dias. ApoOs este periodo, os animais
foram abatidos. Os ovérios foram coletados, para posterior avaliacdo através de
expressdo de RNA e imuno-histoquimica. Foram realizadas trés coletas de sangue
por fémea, antes e durante a suplementacdo, para avaliagdo dos seguintes
indicadores metabdlicos: triglicerideos, colesterol total, lipoproteinas de baixa (LDL-
colesterol) e de alta densidade (HDL-colesterol), aspartato aminotransferase (AST),
gama glutamil transpeptidase (GGT) e estradiol. As leitoas foram pesadas
semanalmente durante o experimento. Também foi realizado o controle do consumo
diario de alimento por 17 dias, enquanto 0s animais estavam em gaiolas individuais,
a fim de calcular a conversédo alimentar. O consumo diario de racdo foi menor no
grupo 6mega-3, que também apresentou melhor conversdo alimentar (P < 0,05),
ainda que o ganho de peso ndo tenha diferido entre os grupos (P > 0,05). Os niveis
plasmaticos de colesterol total foram inferiores nas leitoas que receberam DHA (P <
0,05), enquanto que os animais de ambos 0S grupos apresentaram uma reducao
nos niveis de HDL-colesterol na ultima coleta, correspondente ao D52 (P < 0,05). A
suplementacao resultou em menor imunomarcacdo para leptina e seu receptor
(ObRb) no citoplasma de ovdcitos inclusos em foliculos primarios (P < 0,05), além de
menor expressdo génica das enzimas desmolase, aromatase e receptor de
horménio luteinizante (P < 0,05) obtidas das células foliculares. A inclusdo de
6mega-3 como uma fonte de DHA na dieta de leitoas pré-puberes resultou em
melhor desempenho zootécnico dos animais, no entanto houve uma reducédo de
alguns parametros reprodutivos avaliados.

Palavras-chave: 6mega-3; expressdo g@énica; imuno-histoquimica; conversao
alimentar; leitoas



Abstract

OTTE, Marina Vianna. Metabolic and reproductive parameters in prepubertal
sows after dietary supplementation with polyunsaturated fatty acids. 2017. 43f.
Dissertation (Master degree in Sciences) - Programa de Pds-Graduacdo em
Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2017.

The use of omega-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA) in the diet of animals has
shown benefits, but there are few studies in sows demonstrating the potential effects
of adding this supplement to the diet. The objective of this study was to evaluate the
effects of supplementing with omega-3 source of docosahexaenoic acid (DHA) to
female swine after weaning. Sixteen females were alocated to two groups: control,
which received only the diet recommended for their age; and the omega-3 group,
which received 3.5 g DHA per animal per day, mixed to the diet. The
supplementation lasted 52 days. After that period, females were slaughtered and
their ovaries were collected, to be evaluated through RNA expression and
immunohistochemistry. Three blood samples per female were collected, before and
during supplementation, to evaluate the following metabolic indicators: triglycerides,
total cholesterol, low (LDL-cholesterol) and high density lipoproteins (HDL-
cholesterol), aspartate aminotransferase (AST), gamma glutamyl transpeptidase
(GGT) and estradiol. The females were weighed weekly and their daily feed intake
was recorded during 17 days, while they were housed in individual cages, to
calculate feed conversion. Females in the omega-3 group presented lower daily feed
intake and better feed conversion compared to control females (P < 0.05), although
weight gain did not differ between groups (P > 0.05). Total cholesterol plasma levels
were lower in females receiving DHA (P < 0.05), while animals in both the groups
presented reduced HDL-cholesterol levels at the last collection, corresponding at
D52 (P < 0.05). Supplemented females presented lower immunolabeling for leptin
and its receptor (ObRb) in the cytoplasm of oocytes included in primary follicles (P <
0.05), and lower gene expression for the enzymes desmolase, aromatase and
luteinizing hormone receptor (P < 0.05) obtained from follicular cells. The inclusion of
omega-3 as a source of DHA in the diet of prepubertal sows resulted in better the
zootechnical performance of the animals, however there was a reduction of some
reproductive parameters evaluated.

Keywords: omega-3; gene expression; immunohistochemistry; feed conversion; gilts
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1 Introducéo

O Brasil atualmente é um dos maiores produtores e exportadores de carne
suina no mundo, contando com um plantel de cerca de 2,1 milhdes de matrizes
industriais distribuidas em granjas por todo o pais, que se concentram nos estados
de SC, PR e RS (ABPA, 2016). Dentre os fatores que influenciam a rentabilidade de
um sistema industrial de suinos, a eficiéncia reprodutiva é determinante para a
produtividade de uma granja, sendo representada pelo numero de leitdes
desmamados por fémea ao ano (DIAL et al.,, 1992). A prolificidade das fémeas é
influenciada pela eficiéncia com que leitoas iniciam a vida reprodutiva. No Brasil, a
idade média das leitoas no momento da primeira cobertura foi de 234,3 dias em
2015, segundo a AGRINESS (2015). Portanto, condi¢cdes nutricionais adequadas
para estas fémeas, ainda durante a fase de crescimento, poderdo resultar em maior
precocidade reprodutiva e maiores taxas de ovulacdo nos seus ciclos reprodutivos
iniciais (AHERNE & WILLIAMS, 1992).

A conversdo alimentar pode influenciar o inicio da vida reprodutiva de
matrizes, uma vez que a idade média a primeira cobertura pode variar de acordo
com a condicdo nutricional dos animais e possui um efeito significativo sobre a
produtividade da matriz ao longo de toda a sua vida reprodutiva (ZANGERONIMO et
al., 2013). Para garantir que a nutricdo durante a fase de crescimento das leitoas
nao prejudique seu ingresso na vida reprodutiva, as fémeas devem ser alimentadas
ad libitum até o momento do acasalamento, com uma dieta contendo 16% de
proteina (AHERNE & WILLIAMS, 1992).

Na interacdo entre nutricdo e funcéo reprodutiva, o uso de suplementos na
dieta de fémeas suinas vem sendo cada vez mais estudado, visando ganhos na
produtividade, como o0 aumento no numero de leitdes nascidos e a reducdo no
intervalo desmame-estro (WU et al, 2009), melhorias nas taxas de conversédo
alimentar e no ganho de peso dos leitdes (KLUGE et al, 2006). Desta forma, seria
possivel maximizar a eficiéncia no uso de alimentos e minimizar os custos de
producdo, além de gerar economia em termos ambientais, por ndo aumentar o

numero de fémeas alojadas na granja.
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Os &cidos graxos poli-insaturados (PUFA) tém demonstrado uma série de
beneficios na saude humana e animal. Dentre estes beneficios, destacam-se: acao
antiinflamatéria e antitrombética; reducdo dos lipideos do sangue; regulacdo
hormonal; regulacdo da resposta imunolbgica; e propriedades vasodilatadoras
(CALDER & YAQOOB, 2009). Em humanos, alguns efeitos benéficos conhecidos
sdo a prevencdo de doencas cardiacas e a reducdo de condi¢cdes como hipertenséo,
diabetes tipo 2 e artrite reumatdide, entre outras (CALDER & YAQOOB, 2009). O
uso de PUFA como suplemento na dieta de fémeas suinas vem sendo testado com
0 objetivo de melhorar a nutricAo dos animais e incrementar seu potencial
reprodutivo através de um maior nimero de leitdes desmamados por fémea ao ano
(TANGHE & DE SMET, 2013).

Os PUFA podem ser da série n-3 (6mega-3) ou n-6 (bmega-6), conforme a
posicao da primeira dupla ligacdo em relacdo a extremidade metil terminal. Os PUFA
mais importantes da série n-3 sdo os acidos eicosapentaenoico (C20:5n-3, EPA) e
docosahexaenoico (C22:6n-3, DHA). Ambos tém como precursor o acido a-linolénico
(C18:3n-3, ALA), que € um acido graxo essencial, pois precisa ser obtido
estritamente através da dieta (KURLAK & STEPHENSON, 1999). O DHA possui
importante funcéo estrutural na constituicdo da dupla camada de fosfolipideos nas
membranas celulares e esta presente em elevadas concentracdes no cérebro e na
retina (STILLWELL & WASSALL, 2003). O EPA é essencial para o sistema
imunoldgico por ser um precursor de antiinflamatérios eicosanoides, além de inibir a
producdo de eicosanodides pro-inflamatorios derivados do éacido araquidénico
(CALDER, 2009).

Os PUFA podem ser obtidos de diversas fontes, tais como plantas (por
exemplo, girassol e linhaca), peixes e algas marinhas. Contudo, as plantas possuem
uma bioconversdo ineficiente de ALA para EPA e a producdo de DHA é gquase
ausente (DOUGHMAN et al., 2007). O 6leo de peixe apresenta niveis elevados de
EPA e DHA, mas pode ser considerado como um recurso nao sustentavel, visto que
algumas populacdes de peixes marinhos selvagens vém se esgotando (LORENZEN,
2005). Ja certas microalgas heterotroficas produzem altos niveis de EPA e DHA e
podem ser reproduzidas em laboratério, além de apresentarem estabilidade dos
niveis nutricionais, se constituindo em uma alternativa sustentavel (DOUGHMAN et
al., 2007).



13

Ha vérias evidéncias que PUFA n-3 desempenham um papel positivo quando
fornecidos através da dieta, em especial durante a gestacdo e a lactacdo. Apoés a
suplementacdo com Omega-3 em fémeas suinas, foi verificado aumento da
concentracéo de DHA no sangue e em alguns tecidos (SMIT et al., 2013). Os PUFA
podem ser incorporados aos tecidos embrionarios (BRAZLE et al., 2009), modulando
0S meios de expressdo de enzimas envolvidas no metabolismo de hormdnios
esteroides e no estresse oxidativo (JUMP, 2008). Assim, pode ocorrer alteracdo na
composicdo do contetdo de acidos graxos em ovdcitos suinos, nos quais os PUFA
representam uma porcao significativa da sua constituicio (HOMA et al., 1986) e
também no fluido folicular em leitoas (WARZYCH et al., 2011). Em fémeas bovinas,
apos suplementacdo com PUFA, foliculos pré-ovulatérios apresentaram maior
diametro e elevada concentracdo de hormdnios esteroides no fluido folicular, assim
como maior expressdo de RNA da enzima P450 aromatase nas células da
granulosa, a qual é responsavel pela producdo de estrogenos (ZACHUT et al.,
2008). Estes eventos podem resultar em maior competéncia ovocitaria, conforme
relatado em camundongos (WAKEFIELD et al., 2008).

Foram demonstrados efeitos positivos sobre o desenvolvimento embrionario,
como relatado in vitro, para vacas e ovelhas (GULLIVER et al., 2012) e para suinos
(BRAZLE et al.; 2009). Como os PUFA atuam como precursores na sintese de
prostaglandinas e podem modular a expressdo de varias enzimas envolvidas na
funcdo reprodutiva (WATHES et al.,, 2007), houve reducdo na secrecdo de
prostaglandinas pelo endométrio, o que prolonga a vida util dos corpos lateos
(LEROY et al., 2008). De tal forma ocorre um incremento na taxa de sobrevivéncia
embrionaria, resultando em aumento no namero de leitdes nascidos (SMITS et al.;
2011; TANGHE et al.; 2014). Assim como 0S hiveis séricos de acidos graxos em
leitbes também foram aumentados (FRITSCHE et al.,1993), os PUFA também
exercem funcéo importante para o crescimento e o desenvolvimento fetal (INNIS,
1991). Suplementacdo com dietas ricas em PUFA n-3 também foram associadas
com baixa concentracdo plasmatica de triglicerideos em camundongos e humanos
(HARRIS & BULCHANDANI, 2006) e de colesterol em suinos (MOREIRA et al.,
2016), o que pode estar associado a reducdo da sintese de hormonios esterdides,

como progesterona e estradiol, cujo precursor é o colesterol (STAPLES et al., 1998).
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Outro marcador metabdlico que pode ser influenciado pela inclusdo de PUFA
na dieta é a leptina (CHA & JONES, 1998), a qual esta positivamente correlacionada
com aumento nos niveis plasméticos de IGF-1, LH, progesterona, estradiol e de
estradiol intrafolicular em leitoas, podendo ser associada com melhor qualidade
oocitaria (FERGUSON et al., 2003). A leptina e seu receptor de cadeia longa (ObRDb)
foram identificados no hipotdlamo de fetos, leitoas pré-puberes, fémeas ciclicas e
porcas gestantes (LIN et al., 2001), atuando como um fator permissivo que sinaliza o
estado nutricional para a ativacao do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (ZIEBA et
al., 2005). A leptina pode agir de maneira enddcrina ou paracrina nas génadas,
devido a presenca de receptores na superficie de células foliculares, incluindo teca e
granulosa (KARLSSON et al.,, 1997). A medida que as leitoas se aproximam da
puberdade, seus niveis circulantes de leptina aumentam (QIAN et al., 1999) e a
imunomarcacédo para ObRb no hipotalamo se torna mais intensa (MOREIRA et al.,
2014).

O inicio da vida reprodutiva de fémeas suinas esta positivamente associada a
sua condicdo corporal e o0 seu estado nutricional afeta tanto a idade na qual atingiréo
a puberdade, como a sua taxa de ovulagdo durante os primeiros ciclos estrais
(PENZ et al., 2009). Portanto, a suplementacdo com dietas incluindo PUFA pode
aumentar suas reservas de gordura e o seu peso corporal (AMARAL et al, 2010),
com potenciais efeitos sobre o inicio da puberdade (ZIEBA et al., 2005; MOREIRA et
al., 2016).

Tem sido observado que a nutricdo afeta a foliculogénese e os componentes
do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (PRUNIER & QUESNEL, 2000a,b). Os
estudos sobre a foliculogénese e a ovulacédo sdo importantes para a maximizacao da
eficiéncia das biotécnicas aplicadas, assim como o controle do desenvolvimento
folicular e das taxas de ovulacéo, através de um melhor conhecimento dos eventos
bioquimicos e ambientais (DOWNEY et al.,, 1998; PORTER et al., 2000). Os
mecanismos pelos quais os PUFA afetam a expressdo génica sdo complexos e
envolvem multiplos processos, considerando que a funcdo folicular ovariana é
regulada através de mecanismos autécrinos e pardcrinos, influenciados por uma
regulacdo endocrina de hormdnios gonadotréficos e somatotréficos (MARTINS et al.,
2008).
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A esteroidogénese é um evento que envolve uma série de enzimas e
horménios expressos em células da teca e da granulosa durante diversas fases do
ciclo estral (OLIVEIRA et al., 2011). As enzimas esteroidogénicas necessarias para
a sintese de hormonios esterdides sexuais sdo responsaveis pela conversédo de
moléculas de colesterol em pregnenolona, que apds é convertida em progestagenos,
transformada em andrégenos (androstenediona e testosterona), e finalmente
convertidos em estrogenos (GAUCHER et al.,, 2004; MILLER et al.,, 2009;
NAKAMURA, 2010). A enzima desmolase (CYP11A1) é responsavel pela clivagem
das cadeias laterais do colesterol para sua conversdao em pregnenolona, estando
envolvida em uma das primeiras etapas do processo de sintese de esterdides,
enquanto a aromatase (CYP19Al) é responsavel pela conversdao de
androstenediona em estrogeno nas células da granulosa (LAVOIE & KING, 2009).
Neste processo também estdo envolvidos genes receptores de hormdénios que
atuam em diversos momentos do ciclo reprodutivo, como receptor de hormonio
foliculo estimulante (FSHR), receptor de hormonio luteinizante (LHCGR), receptor de
androgenos (AR) e receptor de progesterona (PGR) (KOHEK & LATRONICO, 2001).

O FSH é uma gonadotrofina produzida pela hipéfise que estimula o
desenvolvimento, crescimento e maturacdo folicular, além da secrecdo de
estrégenos pelas génadas (ovario e testiculo), enquanto o LH, também produzido
pela hipofise, estimula a ovulacéo, formacdo e manutencéo do corpo luteo (ROOS,
2013). Os androgenos sdo horménios predominantemente masculinos que nas
fémeas sdo provenientes das células da teca e servem como um substrato para a
secrecdo de estradiol pela granulosa a partir de estimulo do FSH
(GREGORASZCZUK et al., 2000). A progesterona € produzida pelo corpo luteo e
também pela placenta, possuindo como funcao principal a manutencdo da gestacao
(ROOS, 2013).

Embora existam estudos sobre a suplementacdo com PUFA n-3 na dieta de
fémeas suinas, ndo ha dados elucidando o seu potencial efeito no desempenho
zootécnico e reprodutivo em animais durante o crescimento. Assim, o objetivo do
presente estudo foi avaliar os efeitos da suplementacdo de uma dieta contendo
6mega-3 como fonte de DHA extraida de microalgas heterotréficas, sobre

parametros metabdlicos, zootécnicos e reprodutivos em leitoas desmamadas.



2 Metodologia

Todos os procedimentos envolvendo animais foram aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto Federal Catarinense (IFC), Campus
Araquari (protocolo n°® 0128/2016).

2.1 Animais e dietas

O experimento foi desenvolvido nos meses de abril e maio de 2016 na
Unidade de Ensino e Aprendizagem em Suinocultura da Escola Fazenda do IFC,
localizada na regido sul do Brasil (latitude 26°23'35.6"s, longitude 48°44'31.9"0).
Fémeas suinas pré-puberes cruzadas Landrace x Large White foram usadas como
modelos experimentais (n = 16). Logo apos o desmame, em torno de 36 dias de
idade (35,5 + 1,6), as fémeas foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos (n =
8, cada). O grupo controle recebeu as dietas convencionalmente usadas em cada
fase de creche e crescimento. No grupo 6mega-3, foi adicionado a dieta um
suplemento comercial contendo 50% de extrato etéreo, 1,26% de lisina e 14% de
DHA extraido de microalgas heterotréficas da espécie Schizochytrium sp. (All-G-
Rich®, Alltech, Araucéria, PR, Brasil). Ao longo do periodo de suplementacdo (52
dias), as dietas dos grupos foram isoenergéticas e isoprotéicas e ofertadas ad
libitum. A agua foi fornecida através de bebedouro tipo chupeta. Uma das fémeas do
grupo suplementado veio a Obito antes do fim do experimento, por razdo nao
relacionada ao estudo.

Foi feita a troca da racéo pré-inicial para a racdo inicial | quando os animais
possuiam cerca de 60 dias de idade. A racdo pré-inicial continha: 19% de proteina
bruta;, 2,5% de extrato etéreo; 0,4% de lisina; e 3230 Kcal/lkg de energia
metabolizavel, enquanto a racao inicial | continha: 18% de proteina bruta; 6% de
extrato etéreo; 1,15% de lisina; e 3350 Kcal/kg de energia metabolizavel.

Durante os primeiros 4 dias de suplementacdo, cada grupo foi alojado
separadamente em duas baias coletivas com piso de concreto, para adaptacédo a

dieta. Para ambos os grupos, foram fornecidos 25 g da dieta com racao pré-inicial.
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As dietas foram fornecidas individualmente para cada animal, uma vez ao dia,
umedecida com agua por via oral, com uso de seringas descartaveis de 10 ml. Apés
este periodo, as fémeas foram transferidas para gaiolas metabdlicas individuais de
tamanho ajustavel, com sistema de coleta de fezes e wurina, nas quais
permaneceram por 17 dias a fim de ser feito o controle da ingestdo diaria de
alimento. Posteriormente (no 21° do experimento), cada grupo foi colocado em uma
baia coletiva, com piso plastico vazado, na qual permaneceram por mais 31 dias.
Em ambas instalacdes, as fémeas receberam 100 g da dieta, uma vez ao dia, no
periodo da manha. No grupo suplementado, 25 g do suplemento foram incorporados
a 75 g da racao, no momento da sua elaboracéo e mistura. Cada 1 g de suplemento
continha 0,14 g de PUFA Omega-3 do tipo DHA. Portanto, cada leitoa foi
suplementada com 3,5 g de DHA por dia, de acordo com estudos que relataram
resultados positivos com dosagens semelhantes (MATEO et al, 2009; SMITS et al,
2011; MOREIRA et al, 2016). As leitoas foram pesadas semanalmente durante o
experimento (nos dias 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42 e 49).

O abate ocorreu quando as fémeas possuiam em torno de 88 dias de idade
(87,5 = 1,6), em um frigorifico comercial, quando foram coletados ambos os ovarios
de todas as fémeas. No momento da coleta, os ovarios foram classificados quanto a
presenca ou auséncia de foliculos. Para cada fémea, um dos ovarios foi
acondicionado inteiro em formol para posterior analise de imuno-histoquimica (IHQ),
enquanto o outro ovario teve seus foliculos aspirados e o liquido folicular obtido foi
centrifugado a 1000 g por 1 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet de células
foliculares foi armazenado em nitrogénio liquido, para posterior avaliacdo da

expressao génica de alguns enzimas esteroidogénicas.

2.2 Desempenho zootécnico

Os dados de consumo médio diario de racdo (CMDR) foram obtidos por meio
de pesagens das racoes fornecidas aos animais, dividido pelo nimero de dias do
periodo. Os valores de ganho médio diario de peso (GMDP) foram determinados por
diferenca entre as pesagens dos animais no inicio e final do periodo. Os dados de
conversdo alimentar (CA) foram calculados a partir da relacdo entre os dados de
CMDR e GMDP para cada animal no periodo em que estavam nas gaiolas

metabdlicas individuais (17 dias).
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2.3 Dosagens bioquimicas e hormonais

As amostras de sangue foram obtidas a partir de punc¢éo da veia jugular com
seringas de 10 mL e agulhas calibre 40 x 1,2 mm, sempre no periodo da manha. As
amostras foram coletadas em 3 momentos: antes do inicio da suplementacéo (DO0),
21 dias apoés o inicio da suplementacao (D21) e no dia anterior ao abate (D52). O
sangue foi transferido para tubos tipo vacutainer com ativador de coagulo, sendo
centrifugado a 2500 g durante 10 min para obtenc¢&o do soro, que foi posteriormente
transferido para criotubos e armazenados em freezer a -20°C. Os niveis de
triglicerideos (catalogo n° 87-2/100: Labtest Diagnéstica, Lagoa Santa, MG), de
colesterol total (catalogo n°® 11539: BioSystems, Curitiba, PR) e de colesterol ligado a
lipoproteinas de alta densidade (HDL-colesterol) (catadlogo n® 100-250/080: VIDA
Biotecnologia, Belo Horizonte, MG) foram quantificados através de ensaio
enzimatico convencional. Os niveis de colesterol ligado a lipoproteinas de baixa
densidade (LDL-colesterol) foram obtidos de acordo com a equacéo de Friedewald
et al. (1972). As dosagens de estradiol foram realizadas através da técnica de
eletroquimioluminescéncia (Siemens 06601811 Immulite Estradiol LKE21: Siemens
Healthcare Diagnésticos Ltda, Sao Paulo, SP), os niveis de aspartato
aminotransferase (AST) foram quantificados através de cinética UV (catalogo n°® 109-
2/100: Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, MG) e os niveis de gama glutamil
transpeptidase (GGT) através de cinética-colorimétrica (catalogo n° 105-2/50:
Labtest Diagndstica, Lagoa Santa, MG). Os resultados dos niveis de estradiol sdo
referentes apenas a terceira coleta (D52) devido a sensibilidade do teste que possui
como limite minimo 11,8 pg/ml. Todas as analises foram realizadas em laboratoério

comercial, seguindo as instru¢des do fabricante de cada ensaio.

2.4 Imuno-histoquimica

Inicialmente, as amostras de ovario foram acondicionadas em solucdo de
formol tamponado 10% por 24 h. Posteriormente, foi realizada a desidratacdo do
tecido com alcool, a clarificacdo com xilol e a inclusdo em parafina. As amostras
foram cortadas com 3 um de espessura e fixadas em laminas com organosilano 3%
(Sigma Chemical Company®, St. Louis, MO, EUA) em etanol. Para o teste de IHQ,
os tecidos foram desparafinados em estufa a 37°C por 30 min, clarificados com xilol

e hidratados com alcool graduado. O anticorpo primario policlonal (Santa Cruz
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Biotechnology Santa Cruz, CA, USA) usado foi: anti-leptina [Ob anticorpo; A-20, sc-
842-coelho (IgG)], diluido 1:1000; e anti-ObRb [pAb M-18-cabra (IgG)], diluido 1:100.

Os anticorpos primarios foram diluidos em albumina sérica bovina (BSA)
1,5%. O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito com solucdo de bloqueio de
peroxido de hidrogénio (Spring Bioscience, Pleasanton, CA, USA), e a recuperagao
antigénica foi feita em calor umido a 121°C durante 3 min apés o ponto de ebulicdo
em solucédo de citrato pH 6.0. O bloqueio de reacdes inespecificas foi realizado com
o kit de bloqueio de proteina (Spring Bioscience, Pleasanton, CA, USA). Foi feita a
incubacdo das laminas por 12 h com o anticorpo primario em camara umida a 4°C.
Apds, as laminas com anti-Ob e anti-ObRb foram incubadas com os anticorpos
secundarios biotinilados, estravidina-biotina-peroxidase (LSAB antileptin antibodies
kit: Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA), e kit Histofine® (Nichirei Bioscience,
Tokyo, Japan), respectivamente. O cromégeno utilizado foi 3.3’ diaminobenzidina
(DAB-K3468: Dako Corporation), incubado por 1 min e 15 s em temperatura
ambiente, contrastado com hematoxilina aquosa por 45 s e montados com laminula
e resina sintética (Sigma Chemical Company®). As imagens foram capturadas com
camera digital acoplada a um microscopio (Nikon Eclipse E200, Nikon Corporation,
Japan) usando a objetiva de 40X, com o auxilio do programa Motic Images Plus 2.0.
A quantificacdo de coloracdo de proteinas foi realizada por um software de analise
de imagens (Image J®) e o valor mais comum (moda) de cada area (ovocito) foi
registrado através do aplicativo de histograma de 32 bits, utilizando uma escala que
varia de O, referente a maior intensidade de coloracdo, a 255, sem coloracao
(MOREIRA et al., 2013; SCHNEIDER et al.,, 2014). Os valores de coloracdo do
citoplasma e do nucleo foram analisados separadamente. Os ovoécitos foram
classificados em: inclusos em foliculos primordiais/priméarios (OIFP) quando eram
rodeados por uma camada de células da granulosa planas a cubdides; inclusos em
foliculos secundarios (OIFS), quando rodeados por duas ou mais camadas de
células da granulosa cubdides; ou inclusos em foliculos terciarios (OIFT), quando
cercados por varias camadas de células da granulosa e com formacdo de antro
(Silva et al., 2011). Foram usados apenas foliculos contendo ovdcitos com clara
visibilidade do citoplasma e nucleo, por isso os dados de OIFT foram descartados.
As analises do anticorpo de leptina consideraram 110 OIFP e 90 OIFS para
citoplasma e o mesmo valor para o nucleo, enquanto as andlises do anticorpo ObRb

consideraram 96 OIFP e 75 OIFS para citoplasma e o mesmo valor para o nucleo.
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2.5 Extracdo de RNA, transcricao reversa, PCR em tempo real

Para a extracdo do RNA total das ceélulas foliculares foi utilizado o protocolo
baseado em Trizol (Quick-Zol, Ludwig Biotec Ltda., Alvorada, RS, Brasil), de acordo
com as recomendacdes do fabricante. Resumidamente, as amostras foram
descongeladas em temperatura ambiente, adicionados 1 ml de trizol para cada 100
mg de tecido e submetidas a homogeneizacdo com agulha e seringa, sendo apoés
colocadas no vortex por 30 s. Entdo foram deixadas em repouso por 5 min em
temperatura ambiente, adicionados 0,2 ml de cloroférmio e misturados por 15 s no
vortex, ficando incubadas por 10 min em temperatura ambiente. As amostras foram
centrifugadas a 12000 g por 15 min a 4°C. A fase aquosa foi transferida para outro
eppendorf, no qual foi adicionado 0,5 ml de isopropanol, homogeneizado por
inversao e deixado em repouso por 10 min em temperatura ambiente. Apds, foram
novamente centrifugadas (2000 g por 10 min a 4°C). O sobrenadante foi descartado
e o pellet lavado com 1 ml de etanol 75%, seguido de centrifugacéo a 7500 g por 5
min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o RNA dissolvido em 0,025 ml de agua
livre de RNAse. A quantificacdo do RNA extraido foi determinada através de
espectrofotometro (NanoDrop- Thermo Scientific - Waltham, USA; Abs 260/280 nm
ratio). A pureza do RNA foi avaliada através da taxa de absorcdo da relacao
0D260/0D280, de forma que nao foram utilizados valores inferiores a 1,8. O RNA
total foi tratado com DNase (Promega, Madison, WI) a 37°C por 5 min para digerir
gualquer DNA gendmico contaminante. Apos a inativacdo da DNase a 65°C por 10
min, a reacao de transcricao reversa foi realizada com o kit iScript™ cDNA Synthesis
(BioRad Hercules, CA), conforme instrucfes do fabricante. A expressao relativa dos
genes foi realizada por PCR em tempo real (CFX384 real-time PCR; BioRad,
Hercules, CA) utilizando SsoFast™ EvaGreen® supermix (BioRad, Hercules, CA) e
primers especificos para suinos (Tabela 1). De modo a otimizar a analise de
expressao génica, diluicdbes em séries com 0os RNAs de todas as amostras foram
utilizadas para gerar uma curva padrdo. Esta ultima foi construida através da
representacao grafica do logaritmo da quantidade de partida do fator de diluicdo em
relacdo ao valor de Ct obtidos durante a amplificacdo de cada diluicdo. As reacdes
com um coeficiente de determinacéo (R% > 0,98 e eficiéncia entre 95-105% foram
consideradas otimizadas. O método da curva padrao relativa foi utilizado para avaliar

a quantidade de um transcrito particular, em cada amostra (CIKOS et al., 2007).
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As amostras foram analisadas em duplicata e os resultados foram expressos
em relacdo aos valores médios de Ct para GAPDH e RPL19 como controles

internos.

Tabela 1- Sequéncia de primers utilizados para PCR em tempo real

Genes Primers Nomenclatura
pCYP11A1 F TGCAATTGGTCCCACTCCTC Enzima desmolase
pCYP11A1 R TTTGAGAAGAAGGCGGGGTC

pCYP19A1 F TGCCAAGAATGTTCCTTACAGGTA Enzima aromatase
pCYP19A1 R CAGAGTGACCTTCATCATGACCAT

PFSHR F CCAAGCTTCGAGTCATCCCA Receptor de FSH
pPFSHR R GAAGGCATCAGGGTCGATGT

pLHCGR F CAGCCACTGCTGTGCTTTTA Receptor de LH
pLHCGR R GAGTGTCTTGGGTGAGCAGA

PAR F GGCCTTGCTTTCTAGCCTCA Receptor de andrégeno
PAR R AGCCCATGGCAAACACCATA

pPGR F GCAGGTGTACCAGCCCTATC Receptor de progesterona
pPGR R GCTCCCACAGGTAAGGACAC

PRPL19 F ATGAAATCGCCAACGCCAAC Housekeeping
pRPL19 R GGTGTTTTTCCGGCATCGAG

PGAPDH F CAAGGGCATCCTGGGCTACA Housekeeping
pGAPDH R GCTTGACGAAGTGGTCGTTGA

F: Forward primers; R: Reverse primers

2.6 Andlise estatistica

As variaveis foram submetidas a verificacdo de normalidade através do teste
de Shapiro-Wilk e  normalizadas quando necessario. As respostas foram
comparadas entre os tratamentos através de analise de variancia (ANOVA) com
medidas repetidas, com o efeito individual agrupado ao efeito das coletas. A
comparacao entre médias foi feita através do teste LSD (least significant difference).

Todas as analises foram realizadas utilizando o programa Statistix® (2013).



3 Resultados

Apesar do aumento do peso corporal (Figura 1) ao longo do tempo (P < 0,05),
nao houve diferenca (P > 0,05) no GMDP entre os grupos (Tabela 2). No entanto,
houve uma interagcdo do peso corporal (P < 0,05) conforme o tratamento nas
pesagens do D7 e D14, sendo que nestes momentos as fémeas que receberam
Omega-3 se apresentaram mais leves (Figura 1). Contudo, as fémeas que
receberam suplemento (Tabela 2) apresentaram menores valores de CA que 0s
animais do grupo controle, além de apresentarem menor CMDR (P < 0,05).
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Figura 1: Peso corporal de fémeas suinas pré-puberes do grupo controle e com

adicdo de 6mega-3 na dieta
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Tabela 2: Desempenho zootécnico de fémeas suinas pré-puberes do grupo controle

e com adicao de 6mega-3 na dieta

Tratamento Consumo diario (kg) Ganho médio diario (kg) Conversao alimentar

Controle 0,76 + 0,05 0,43 + 0,05? 1,78+0,172
Omega-3 0,66 + 0,05" 0,41 + 0,032 1,60 +0,12°

abMmédia + EPM com expoentes diferentes entre os tratamentos na coluna (P<0,05)

Ndo foram observadas diferencas significativas para a maioria dos
marcadores metabdlicos entre os grupos (P > 0,05), considerando a média das trés
coletas (Tabela 3). No entanto, o nivel de colesterol total foi inferior (P = 0,009) no
grupo suplementado com 6mega-3 no D52 (Figura 2).

Tabela 3: ParAmetros metabolicos de fémeas suinas pré-puberes do grupo controle
e com adicao de 6mega-3 na dieta

Parametros Controle (n=8) Omega-3 (n=7)
Triglicerideos (mg/dL) 62,1+4,8 57,3+4,9
Colesterol total (mg/dL) 96,7 +12,1 80,3+10,5
LDL-colesterol (mg/dL) 54,9 +9,2 40,6 £ 6,5
HDL-colesterol (mg/dL) 28,6 +2,8 28,1+3,9
GGT (U/L) 21,8+2,1 249+28
AST (U/L) 72,3+9,9 92,4+17,1

*Médias + EPM néo diferem

Os niveis de HDL-colesterol foram influenciados por uma interacdo entre os
efeitos dos grupos e dos momentos das coletas de sangue (Figura 3). No D52 os
valores de HDL-colesterol foram menores que no DO em ambos os grupos. O grupo
suplementado com édmega-3 apresentou ja no D21 diminui¢do nos niveis de HDL-
colesterol (P < 0,05) comparado ao DO, enquanto o grupo controle apresentou
diminuicdo nos niveis de HDL-colesterol apenas no D52 (P < 0,05).

No exame post-mortem de 15 fémeas, 12 apresentavam foliculos antrais (6
em cada grupo). Nao foram identificados corpos luteos. Tanto a leptina quanto o
ObRb foram identificados no nucleo e citoplasma dos OIFP e OIFS das fémeas de

ambos os tratamentos, conforme mostrado na Figura 4.
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Figura 2: Niveis séricos de colesterol total em fémeas suinas pré-puberes do grupo

controle e com adicdo de 6mega-3 na dieta.
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Figura 3: Niveis séricos de HDL-colesterol em fémeas suinas pré-puberes do grupo

controle e com adicdo de 6mega-3 na dieta.
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Leptina

Receptor

Receptor

Figura 4: Imunomarcacéo para leptina (Ob) e seu receptor (ObRb) em ovdcitos de
fémeas suinas pré-puberes do grupo controle (esquerda) e com adi¢cdo de 6mega-3

na dieta (direita).

(A) Ovacitos inclusos em foliculo primordial/primario: imunomarcagédo para leptina no citoplasma mais
intensa em fémea do grupo controle (P < 0,05) do que em fémea suplementada com 6mega-3 (B).

(C) Ovacitos inclusos em foliculo primordial/primério: imunomarcagdo para ObRb no citoplasma mais
intensa em fémea do grupo controle (P < 0,05) do que em fémea suplementada com émega-3 (D).

(E) Ovacito incluso em foliculo secundério: imunomarcagéo para ObRb no nicleo e citoplasma de
fémea do grupo controle semelhante comparada com fémea suplementada com dmega-3 (F).

As figuras a, b, ¢, d, e e f s@o os controles negativos das figuras A, B, C, D, E e F, respectivamente.
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Nas fémeas suplementadas, ocorreu marcacdo de menor intensidade para
leptina e ObRb no citoplasma de OIFP (P < 0,05) do que em ovdcitos semelhantes
nas fémeas do controle (Tabela 4). Porém, ndo houve diferenca (P > 0,05) na
imunomarcacao de leptina e ObRb no nucleo de OIFP e OIFS e no citoplasma de
OIFS.

Tabela 4: Intensidade da imunomarcacgdo (média dos valores da moda) para leptina
e seu receptor (ObRb) no citoplasma e no ndcleo de ovdcitos de fémeas suinas pré-
puberes do grupo controle e com adi¢cdo de 6mega-3 na dieta (0: maior intensidade;

255: sem coloracao).

Imunomarcacdo Tratamento n  Foliculos primordiais/primarios n Foliculos secundarios

Citoplasma Nucleo Citoplasma Nucleo
Leptina Controle 59 1151+2,1°% 1254+19 46 1354+25 1325+25
Omega-3 51 123,4+28 b 127,2+3,2 44 139,6+2,7 136,8+2,6
ObRb Controle 50 146,9+3,6" 125,3+4,4 42 164,1+3,6 128,1+3,2
Omega-3 46 157,8+3,6” 129,4+3,2 33 168,4+4,7 130,1+x4/4

ab\média + EPM com expoentes diferentes entre os tratamentos na coluna (P<0,05)
*¥Média + EPM com expoentes diferentes entre os tratamentos na coluna (P<0,05)

As expressdes da enzima desmolase (CYP11Al), da aromatase (CYP19A1) e
do receptor de horménio luteinizante (LHCGR) foram menores (P < 0.05) nas
fémeas suplementadas comparado ao grupo controle (Figura 5). No entanto as
expressdes de receptor de andrégeno (AR), receptor de horménio foliculo
estimulante (FSHR) e receptor de progesterona (PGR) ndo apresentaram diferenca

(P > 0,05) entre os grupos (Figura 5).
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Figura 5: Expressdo génica RNAm das células foliculares e niveis séricos de
estradiol de fémeas suinas pré-puberes do grupo controle e com adicdo de 6mega-3
na dieta.

Letras diferentes acima das barras indicam diferenca significativa entre os
tratamentos (P < 0,05). A expressao de desmolase, receptor de LH e aromatase foi

maior nos animais do grupo controle (P < 0,05).



4 Discussao

O menor consumo de alimento observado no grupo de animais que recebeu
suplementacdo contendo 6mega-3 se deu pela inclusdo de lipideos na dieta
(VERUSSA, 2015). Estes lipideos apresentam uma cadeia rica em acidos graxos de
alto teor energético, limitando o consumo, porém convertendo em maior
aproveitamento da racdo. Pimenta et al (2003) avaliaram a adicdo de gordura no
desempenho de leitdes, observando que o consumo de racédo é regulado de acordo
com a energia presente na dieta, sendo que os leitdes alimentados com ragbes sem
adicdo de gordura tiveram maior consumo de racao diario e menor ganho de peso,
além da piora na CA. Apesar de nao ter sido observado diferenca no GMDP, em
dois momentos o0 grupo que recebeu 6mega-3 se apresentou mais leve. Estes
resultados estdo de acordo com os achados de Murakami et al. (2010), que
observaram reducdo no ganho de peso em frangos, apos a inclusdo de uma dieta
contendo 6leo de linhaca com altos niveis de PUFA n-3, devido ao menor consumo
de alimento naquele periodo, o qual foi atribuido as caracteristicas organolépticas do
Oleo de linhaca.

A adicdo de 6mega-3 na dieta dos animais resultou em melhor CA, o que se
justifica pela menor ingestdo de racdo. Andretta et al. (2009) observaram que os
niveis de leptina sdo afetados por fatores nutricionais, sendo que maiores
concentracfes de leptina aumentam a sensacdo de saciedade dos animais, que
reduzem a ingestdo de alimentos. Assim, a suplementacdo com &cidos graxos na
dieta de suinos levaria a aumento dos niveis séricos de leptina, podendo limitar o
consumo de racdo. S8o poucos os estudos que utilizaram émega-3 como fonte de
DHA como suplemento na dieta de suinos a fim de avaliar o desempenho
zootécnico. Abril et al. (2003) obtiveram um impacto positivo com o uso de uma dieta
enriquecida com DHA obtido de microalgas, com melhoria na CA dos leitdes. Outros
estudos avaliaram a incluséo de outros acidos graxos, como 6leo de soja (BAUDON

et al., 2003) ou de canola (MYER et al., 1992), obtendo resultados similares.
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As enzimas GGT e AST, que apresentaram concentracdo plasmatica
semelhante entre os tratamentos, se mantiveram dentro da faixa de valores
considerados de referéncia para a idade, entre 10-60 U/L para GGT, e entre 32-94
U/L para AST (KANEKO et al.,, 1989). Estes dados sugerem que nao houve
comprometimento hepético durante o desenvolvimento destas leitoas, mesmo apos
o aumento da metabolizacdo de lipideos com a inclusdo de émega-3 no grupo
suplementado (MOURA et al., 2014). Os teores plasmaticos de triglicerideos
também ndo foram afetados, o que pode ter ocorrido devido as dietas possuirem
niveis de energia muito préximos. Conforme observado por Miyada et al. (1987), a
utilizacdo de racgBes isocaldricas pode ter levado a auséncia de alteracdo nos
valores séricos de triglicerideos, apos a inclusao de diferentes niveis de levedura na
alimentacao de suinos. Também foi observado um menor valor de HDL-colesterol no
D52 em ambos os grupos, ao longo do desenvolvimento das fémeas. Fatores
ambientais como dieta, obesidade e exercicios, assim como fatores genéticos e
ligados ao género exercem influéncia nos niveis séricos de HDL-colesterol, sendo
gue alguns distarbios no metabolismo, os quais podem ocorrer em qualquer idade,
promovem baixos niveis de HDL-colesterol (INEU et al., 2006). O grupo que recebeu
0 suplemento apresentou no D21 niveis plasmaticos de HDL-colesterol inferiores ao
DO. Desta forma, a inclusdo na dieta do suplemento contendo 6mega-3, fonte de
DHA, foi associada a uma antecipacdo na reducdo nos niveis de HDL-colesterol
durante o crescimento daqueles animais, ao contrario do que foi revisado por Balk et
al. (2006), que relataram que o consumo de Oleo de peixe, fonte de ALA, resultou
em aumento nos niveis plasmaticos de HDL-colesterol.

Durante a maior parte do periodo pré-pubere, a concentracédo de estradiol se
mantém baixa (EVANS & DOHERTY, 2001), podendo variar entre 3,5-14,9 pg/ml
(TONIOLLO et al., 1997). Entretanto, anteriormente a puberdade, os niveis de
estradiol aumentam, flutuando de niveis inferiores a 20 pg/ml ao longo do ciclo
estral, até niveis superiores a 50 pg/ml, nos 2 dias que antecedem o0 estro
(HENRICKS et al., 1972). Os niveis encontrados em nosso estudo foram elevados,
demonstrando um bom desenvolvimento reprodutivo dos animais em ambos 0s
grupos, visto que a secrecao de estradiol esta associada a uma cooperacdo entre as
células da teca e da granulosa (CORTEZ & TONIOLLI, 2012).
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Este € o primeiro estudo a relatar imunomarcagdo para a leptina e seu
receptor no ndcleo e citoplasma de ovécitos de fémeas suinas pré-puberes,
presente nos ovocitos inclusos em foliculos primérios e secundéarios. Porém, em
leitoas mais velhas, em periodo pré-pubere, a marcacdo foi observada somente no
citoplasma (MOREIRA et al.,, 2013), sugerindo que embora leitoas mais jovens
possam apresentar presenca de leptina e ObRb no nucleo, na medida em que
ocorre o desenvolvimento das fémeas e a aproximacao da puberdade, a leptina e
seu receptor permanecem apenas no citoplasma. Como a concentracdo de leptina
nos ovarios de fémeas suinas aumenta na medida em que ocorre o desenvolvimento
dos foliculos (GREGORASZCZUK et al.,, 2007), a diferenca observada apds a
inclusdo do suplemento contendo édmega-3 na dieta ndo se manteve nos foliculos
secundarios, de forma que a suplementacdo nado foi capaz de interferir na
concentragao de leptina e ObRb em foliculos mais desenvolvidos.

Embora Smits et al. (2011) tenham relatado um incremento no desempenho
reprodutivo de fémeas suinas apos a suplementacdo com 6mega-3, atribuido a
efeitos positivos sobre o numero de foliculos e qualidade ovocitaria, no presente
estudo, com uso de fémeas recém desmamadas, a inclusdo de um suplemento
contendo 6mega-3 na dieta foi associada com imunomarcacdo menos intensa para
leptina e seu receptor em OIFP e menor expressdo génica de algumas enzimas
esteroidogénicas, desmolase, aromatase e receptor de LH. Estes achados sugerem
gue a suplementacdo de 6mega-3 fonte de DHA em animais nessa idade possa
trazer efeitos negativos sobre a funcéo reprodutiva das fémeas, o que devera ser
elucidado em estudos futuros, utilizando leitoas em idade reprodutiva como modelo
experimental. Sabe-se que a leptina produzida no tecido adiposo possui influéncia
na regulacdo de diversos horménios sexuais, entre 0s quais o hormonio liberador de
gonadotrofina (GnRH), FSH e LH (BARASH et al., 1996; CHEHAB et al., 1997,
CUNNINGHAM et al., 1999). Farooqi et al., (2007) verificou que a deficiéncia de
ObRb resulta em uma baixa regulacdo do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal
resultando em baixos niveis de esterdides sexuais.

A desmolase é uma das enzimas envolvidas nas primeiras etapas da
esteroidogénese, na qual é responsavel pela clivagem das cadeias laterais do
colesterol, em seu processo de conversdao em pregnenolona (LAVOIE & KING,
2009). A reducdo da expressdo desta enzima nos animais que receberam 6mega-3

coincide com a reducdo nos niveis plasmaticos de colesterol. O colesterol € o
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precursor dos horménios esteroidogénicos, e esta diretamente relacionado com a
regulacdo do eixo hipotalamico-hipofisario e da foliculogénese (GRUMMER &
CARROLL, 1991). Altos niveis de colesterol estdo associados a producdo de um
maior numero de foliculos (PFEIFER et al., 2009), podendo estar também
relacionado com maior esteroidogénese em nivel folicular (KRONFELD et al., 1980).
O colesterol proveniente da dieta pode ter impedido, através de retroalimentacéo, a
sintese do colesterol no figado através da inibicdo da enzima HMG-CoA redutase,
responsavel pela regulacao da formacdo de colesterol (ISTVAN & DEISENHOFER,
2001). Outros estudos ja haviam observado que a adicdo de 6mega-3 na dieta pode
levar a diminuicdo do colesterol (SENGUPTA & GHOSH, 2015; MOREIRA et al.,
2016).

De acordo com Newell-Fugate et al. (2014), altos niveis séricos de colesterol
estdo positivamente correlacionados com aumento da expressdo génica da
aromatase, onde fémeas suinas alimentadas com uma dieta altamente calorica, com
elevados niveis de gordura, colesterol e frutose, apresentaram elevagcao nos niveis
séricos de colesterol total e leptina, aumento da expressdo da aromatase no tecido
adiposo visceral, ciclos estrais mais longos e maior numero de cistos foliculares nos
ovarios. No presente estudo, leitoas com niveis inferiores de colesterol
apresentaram imunomarcagao menos intensa para leptina e ObRb em nivel ovariano
e menor expressdo da aromatase, enzima responsavel pela conversdo de
androgenos em estrogenos, além de reducdo da expressdo do receptor de LH
(LHCGR). Estes achados seriam associados com a presenca de foliculos menos
diferenciados ou subdesenvolvidos, trazendo prejuizos ao ambiente folicular (LUO &
WILTBANK, 2006). Uma menor expressao de CYP19A1l em células do cumulus
oophorus foi associada a infertilidade em mulheres, podendo mediar a queda na
gualidade oocitaria (BARCELOS et al., 2013).



5 Concluséao

A incluséao do suplemento contendo 6mega-3 fonte de DHA na dieta de leitoas
pré-puberes foi associada com melhora do desempenho zootécnico dos animais,
através de uma melhor conversdo alimentar, diminuicdo nos niveis plasméaticos de
colesterol total e reducdo de alguns parametros reprodutivos avaliados,
apresentando imunomarcag¢ao menos intensa para leptina e ObRb no citoplasma de
ovocitos incluidos em foliculos primordiais e primarios e menor expressao génica

das enzimas desmolase, aromatase e receptor de LH nas células foliculares.
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