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1. INTRODUCAO

A realizacdo de atividades fisicas apesar de apresentar um ganho na qualidade
de vida, esta correlacionada com o aumento do consumo de oxigénio e producdo de
espécies reativas do oxigénio (ERO) (AYRES et al. 1998). Em condicdes fisioldgicas,
a producdo de ERO € minima e o organismo através do seu sistema antioxidante
impede a progressao para o estresse oxidativo, que quando presente gera uma
oxidacdo com potencial de danificar DNA, proteinas e lipideos (WILLIANS, 2010).

Na reproducdo a agéo dos radicais livres pode gerar efeitos deletérios tanto no
sistema reprodutor feminino quanto no masculino. A membrana plasmatica € rica em
acidos graxos poli-insaturados sendo eles os responséaveis pela fluidez necessaria
para eventos associados a fertilizacdo nos espermatozoides (AITKEN, 1995). A
primeira indicagao de que o estresse oxidativo pode afetar a viabilidade e fung&o dos
espermatozoides foi em 1943, quando um pesquisador detectou que o
espermatozoide humano perdia a motilidade quando incubado com elevadas
concentracfes de oxigénio e a adicdo de catalase oferecia protecdo (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1999).

Uma alternativa para diminuir a presenca de radicais livres e melhorar o
desempenho reprodutivo € a utilizagdo de antioxidantes na dieta, que podem agir
removendo os radicais ou os destruindo. A suplementacdo de acido lipdico (ALA),
antioxidante ndo enzimatico (TEICHERT et al. 2005), em associa¢cdo com a pratica
de exercicios fisicos com intencdo de reduzir gordura acumulada é uma pratica
bastante utilizada em humanos, no entanto, a influéncia dessa associagdo na
reproducao ainda nédo é conhecida.

O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos na reproducdo de ratos wistar
(Rattus norvegicus) submetidos a exercicio fisico suplementados com &cido lipdico,
utilizando como parametro avaliacées seminais in vitro.

2. METODOLOGIA

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA n °©
P059/2011) da Universidade Federal do Rio Grande - FURG, Brasil e os animais
foram tratados de acordo com as Diretrizes Brasileiras de Pratica para o Cuidado e
Uso de Animais de Desenvolvimento Cientifico propdsitos e Ensino (DBPA).

Foram utilizados como modelos experimentais machos da espécie Rattus
norvegicus obtidos no Biotério Central da Universidade Federal do Rio Grande -
FURG, foram alojados em gaiolas coletivas (cinco animais por gaiola). Os animais
foram divididos em 4 grupos: grupo controle (C), submetidos a um tanque de
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natacdo para imitar o estresse da agua, durante 1 minuto, 5 vezes por semana,
durante 17 semanas, receberam 1mL/Kg/dia da 10° até a 17° semana de solucdo
salina via intraperitoneal (IP); grupo exercicio (E), submetidos ao programa de
adaptacao e treinamento de natacdo, 5 vezes por semana, com 5% da carga de
peso corporal; grupo acido lipdico (LA), submetidos a simulacéo do estresse hidrico
como o grupo controle e foram suplementados com solucao de &cido lipdico, 5 vezes
por semana, 60mg/kg/dia da 102 até 172 semana via IP; grupo associacdo (ELA),
submetidos ao programa de adaptacdo e treinamento de natacdo, 5 vezes por
semana e suplementados com &acido lipoico, 5 vezes por semana, 60mg/kg/dia da
102 até 172 semana.

Foi realizada a eutanasia desses animais segundo o protocolo do CEUA -
Comissédo de Etica no Uso de Animais - apds esse procedimento, realizou-se a
remocao dos epididimos e ductos deferentes- direito e esquerdo- dos individuos e
fez-se a manutencdo em PBS (Phosphate-buffered saline) pré-aquecido (37°C), que
procedia-se com a dilaceracdo destes no mesmo poco da placa com agulhas
descartaveis; as amostras eram mantidas sempre sobre uma placa aquecedora com
temperatura de 37°C e logo em seguida eram encaminhadas ao laboratério para a
realizacdo das andlises seminais.

A funcionalidade mitocondrial foi realizada com a adicdo de uma sonda
especifica contendo iodeto de propideo (IP) e rhodaminel23 segundo protocolo
ARRUDA et al. (2005). A avaliacdo da integridade de membrana era realizada
conforme protocolo descrito por HARRISON; VICKERS (1990), com uso de sonda
especifica contendo IP e diacetato de carboxifluoresceina (CFDA). A integridade de
DNA foi avaliada através da sonda Acridine Orange (A6014, Sigma) com protocolo
adaptado de EVENSON et al. (1999). A integridade de acrossoma foi realizada em
microscoépio de epifluorescéncia (Olympus BX 51, América INC, Sdo Paulo — Brasil)
pelo protocolo modificado por KAWAMOTO et al. (1999). Essas analises foram
realizadas em microscopio de fluorescéncia em objetiva de 400x (Olympus BX 51,
América INC, Sdo Paulo — Brasil), filtro UV com excitacbes de 450-490 nm e
emissdo 520 nm. Para cada analise se considerou 200 células. A analise estatistica
foi realizada no software Statistix 9.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da analises dos resultados ndo observou-se diferenca estatistica entre
os tratamentos nas avaliacGes de integridade de acrossoma e DNA, entretanto a
funcionalidade de mitocondria e integridade de membrana diferiram entre os grupos
(Tab.1).

Os animais submetidos ao exercicio mais intenso (E) apresentaram
percentual de mitocéndrias funcionais superior ao dos animais do grupo controle (C)
e do grupo associagdo do 4cido lipéico mais o exercicio (ELA), porem o grupo em
que os animais receberam a suplementacdo do &cido lipéico (LA) foram iguais aos
demais.

Na avaliacdo de integridade de membrana, os animais do grupo controle
apresentaram resultados superiores aos demais grupos.
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Tabela 1. Percentual de funcionalidade de mitocondria, integridade da membrana
plasmatica, integridade de DNA e integridade de acrossoma (média + erro padréo)
de espermatozéides de Ratuus novergicus dos diferentes grupos.

Grupos Funcionalidade Integridade Integridade Integridade
Mitocondria Membrana DNA Acrossoma
C 87,0+4,78 36,2+8,7A 93,0+4,1A4  92,845,7A
E 94,1+3,7A 16,6+8,58 86,2+19,8A 95,1+5,1A
LA 94,043,448 13,5+2,88 95,5+4,0A 100,0+0%
ELA 91,048,148 15,045,788  76,7+19,2A  97,7+3,0°

AB Letras distintas indicam diferenca estatistica na coluna (P<0,05). Animais
submetidos ao exercicio mais intenso (E); grupo controle (C); grupo associacao do
acido lipdico mais o exercicio (ELA) e grupo s6 com suplementacdo do acido lipdico
(LA).

Os resultados superiores de integridade de membrana para o grupo controle
corroboram com o que MARTINS (2011) descreve sobre a atividade fisica regular e
moderada promover melhorias no sistema de defesa antioxidante através do
processo adaptativo induzido pela prépria geracdo de ROS.

No exercicio intenso a funcionalidade de mitocéndria apresentou-se superior
aos demais que pode ser respondido pelo fato que nessas condi¢cdes em torno de
2% de todo oxigénio consumido pelas mitocéndrias ndo convertido a agua, séo
reduzidos a EROs, sendo possivel afirmar que durante o exercicio fisico pode
ocorrer um aumento na formagcdo mitocondrial de EROs, pois sabe-se que nesta
condicdo o consumo de oxigénio corporal eleva-se (PEREIRA; SOUZA JUNIOR,
2008).

4, CONCLUSOES

Conclui-se com este trabalho que a associacdo de atividade fisica com
suplementacdo de acido lipéico ndo obteve efeito deletério nas caracteristicas
seminais analisadas, nao interferindo na reproducéo de ratos Wistar machos.
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