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Caracterizacdo fenotipica de Petromyzon marinus L. em fase de
migracao reprodutiva em bacias hidrograficas portuguesas, com recurso
a perfis de composicao lipidica e de expressdo de enzimas hepaticos
reguladores do metabolismo lipidico.

RESUMO

Carla Patricia Ferreira Rosado (2010). Caracterizacao fenotipica de Petromyzon
marinus L. em fase de migracdo reprodutiva em bacias hidrogréaficas
portuguesas, com recurso a perfis de composicéo lipidica e de expressédo de
enzimas hepaticos reguladores do metabolismo lipidico. Tese de Mestrado (M.J.
Almeida e R. Ferreira, Orientadores) Escola de Ciéncias e Tecnologia. Universidade
de Evora, Evora, Portugal.

O alvo principal deste trabalho foi caracterizar fenotipicamente Petromyzon marinus
L. em fase de migracao reprodutiva de quatro bacias hidrogréaficas portuguesas, com
base no perfil em &cidos gordos de lipidos neutros e polares hepéaticos, bem como,
actividades enzimaticas reguladoras da biossintese, disponibilizacdo e modificacdo
de lipidos. Os resultados mostraram que o perfil de lipidos neutros, bem como, as
actividades enzimaticas ACC, G6PD e TGL permitiram subdividir as lampreias em
dois sub-grupos: (i) Tejo e bacias a norte deste e (ii) Guadiana, embora no segundo
caso, 0 grupo (i) possa por vezes, ser subdividido em dois novos sub-grupos: (a)
Vouga e Tejo segregado do Minho ou (b) Minho e Tejo segregados do Vouga. Niveis
baixos de enzimas microssomais suportam a hipétese de que todos os animais se
encontravam no mesmo estadio de desenvolvimento, pois ndo se detectaram
diferencas significativas nos parametros analisados que indiciam involug&o funcional
de alguns tecidos.
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Phenotypic characterization of Petromyzon marinus, L at beginning of its
non-trophic spawning migration in Portuguese river basins, using lipid
composition profiles and key enzymes expression of liver lipid
metabolism.

ABSTRACT

Carla Patricia Ferreira Rosado (2010). Phenotypic characterization of
Petromyzon marinus, L at beginning of its non-trophic spawning migration in
Portuguese river basins, using lipid composition profiles and key enzymes
expression of liver lipid metabolism. Master’s thesis (M.J. Almeida e R. Ferreira,
Advisers) Science and Technology Scholl, University of Evora, Evora, Portugal.

The main target of this work was to characterize phenotypically Petromyzon marinus,
L. at beginning of its non-trophic spawning migration from four Portuguese river
basins, based on hepatic fatty acid profile of neutral and polar lipids, as well as
enzymatic activities that regulate lipogenesis, lipolysis and lipid modification. The
results showed that neutral fatty acid profile and acetil-CoA carboxylase, glucose-6P
dihydrogenase and triacylglicerol lipase activities allowed to subdivide lampreys into
two subgroups: (i) Tagus river basin and two other basins located in the north of
country and (ii) Guadiana, although in the case of lipid enzymes the group (i) can
sometimes be divided into two new sub-groups: (a) Vouga and Tagus segregated
from Minho or (b) Minho and Tagus segregated from Vouga. Low level of microsomal
enzymes supports the hypothesis that all animals were in the same developmental
stage for those parameters that indicate functional involution of some tissues.
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1. PROBLEMA E OBJECTIVOS

1.1. Problema

Os agnatas encontram-se representados actualmente pelas mixinas (Myxiniformes) e
as lampreias (Petromyzontiformes) (Hardisty, 1971a, 1971b). A maior parte das espécies de
lampreia apresentam um ciclo de vida semelhante que engloba duas fases tréficas distintas.
Durante a fase larvar, os amocetes acumulam lipidos em tecidos como o hepético, renal,
subcutaneo e mioseptos (Lowe, 1973). Apds trés a cinco anos, ocorre o periodo de
metamorfose para juvenis pelagicos, periodo em que os juvenis de lampreias utilizam as
reservas lipidicas acumuladas na fase larvar. As lampreias juvenis migram em direc¢cdo ao
mar onde iniciam a fase parasitaria do seu ciclo de vida, alimentando-se de sangue e
musculo de peixes durante pelo menos 24 meses. Esta fase marinha é acompanhada pela
acumulacdo de grande quantidade de lipidos, particularmente no tecido muscular, o principal
deposito de reservas energéticas durante a posterior migracao reprodutiva (Bird, 1993). No
final desta fase, os adultos deixam de se alimentar, migram para os rios onde fazem os
ninhos, desovam e morrem (Larsen, 1980).

Na literatura encontra-se descrito que ocorrem alteracdes consideraveis na
composicao lipidica dos tecidos durante as vérias fases do ciclo de vida (Pinela, 2009;
Huynh, 2007). Consequentemente, este trabalho tem como principal objectivo determinar no
tecido hepético, o contetdo e os perfis de composicdo em acidos gordos de lipidos neutros
e polares, bem como actividades enzimaticas reguladoras da lipogénese como a acetil-CoA
carboxilase; da lipolise como a triacilglicerol lipase, insaturases do reticulo endoplasmaético e
aquelas que estejam implicadas na mobilizacao de lipidos para o espaco intermembranar,
tendo em vista caracterizar fenotipicamente os agnatas em estudo. Este facto obrigou a
recolha de Petromyzon marinus L. em diferentes bacias hidrogréaficas portuguesas durante o

seu periodo inicial da migracao reprodutiva (Frick, 2008; Tong, 2005; Vergéresb, 1995).
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1.2. Objectivos

» GERAIS
Caracterizagdo fenotipica de Petromyzon marinus L. em fase de migragdo

reprodutiva de quatro bacias hidrograficas portuguesas, com base no perfil em acidos

gordos dos lipidos neutros e polares do figado, bem como actividades enzimaticas

reguladores da biossintese, disponibilizacdo e modificacéo de lipidos.

» ESPECIFICOS
Conhecer

O perfil em acidos gordos dos lipidos neutros e polares do figado

O perfil de expressao funcional hepética dos enzimas reguladores
da biossintese, disponibilizacdo e modificacéo de lipidos

O perfil de expresséao funcional do hemo microssomal

A metodologia para a determinacdo do perfil em &cidos gordos
hepaticos

A metodologia para a determinacdo das actividades enzimaticas
ACC, G6PD, TGL, alongases, insaturases e CPR hepéticas.
Metodologia para obtencdo de microssomas hepaticos e
quantificacdo do hemo.

Abordagens experimentais que permitam inferir a influéncia da dieta
no perfil e metabolismo lipidico do figado na lampreia marinha, no
inicio da fase de migracao reprodutiva.

Abordagens experimentais que permitam detectar diferencas
fenotipicas no figado de lampreia marinha que permitam discriminar

grupos de animais.

Compreender

A relacao entre perfil e metabolismo lipidico do figado, no inicio da
fase de migracao reprodutiva.

Como a composicao lipidica e os parametros reguladores do seu
metabolismo hepatico, podem ser indicadores da influéncia da dieta

na fase parasitaria.
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Protocolos para a obtencdo de fraccdes sub-celulares para a
determinacao de conteudos e actividades enzimaticas envolvidas no
metabolismo de lipidos

Protocolos para determinacéo do perfil lipidico hepatico de lampreia
marinha

Protocolos para determinacdo de actividades enzimaticas

reguladoras do metabolismo lipidico hepatico da lampreia marinha

Dar valor

As actividades, ACC, G6PD, TGL, alongases e insaturases CPR e
contetdo em hemo microssomal do tecido hepatico de lampreia

marinha

Aplicar

O conhecimento do perfil em acidos gordos dos lipidos neutros e
polares do figado, bem como as actividades lipogénicas, lipoliticas e
modificadoras de lipidos como marcadores fenotipicos adequados
para discriminar possiveis grupos populacionais com estratégias

ecoldgicas idénticas.
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2. INTRODUCAO

Em Portugal, a lampreia marinha (Petromyzon marinus L.) desperta um elevado
interesse devido quer & sua importancia gastronémica quer econémica sendo, por isso, alvo
de uma intensa exploracdo pesqueira com fins comerciais por altura da migracdo
reprodutora anual (Quintella, 2003). Actualmente, esta espécie encontra-se mesmo
classificada como “Vulneravel” no Livro Vermelho dos Vertebrados de Portugal (Rogado,
2005).

Em Portugal encontram-se descritas trés espécies: a lampreia-marinha (Petromyzon
marinus Linnaeus, 1758), a lampreia-do-rio (Lampetra fluviatilis, Linnaeus, 1758) e a
lampreia-do-riacho (Lampetra planeri, Bloch, 1782) (Almaca, 1990; Almaga, 1995; Almeida,
2002).

2.1. A Lampreia Marinha

As lampreias, juntamente com as mixinas, representam 0 grupo mais antigo de
vertebrados, os Agnatha (Hardisty, 1971a, 1971b; LeBlanc, 1995). Este grupo caracteriza-se
quer pela auséncia de mandibulas e de barbatanas pélvicas, quer pela auséncia de raios
dérmicos na barbatana peitoral (Kelly e King, 2001). O corpo é anguiliforme, com a parte
posterior achatada lateralmente e revestido por pele fina e sem escamas muito rica em
glandulas exécrinas. As lampreias marinhas podem atingir 90 ou mais centimetros de
comprimento (Hardisty, 1971b). Outras caracteristicas importantes sdo a presenca de 7
fendas branquiais, barbatanas muito pouco desenvolvidas e auséncia de barbatana pares
(Kelly & King, 2001) (Figura 1). Pode salientar-se ainda a presenca de um disco oral que
funciona como ventosa e ainda varias fileiras de dentes muito fortes, que variam em forma,
tamanho, posi¢cdo e nimero consoante a espécie e, com 0s quais, perfuram o revestimento
de escamas e permitem alcancar a carne subjacente dos peixes de que se alimentam em

ambiente marinho (Kelly e King, 2001) (Figura 2).

i Olho
Narina dBarbaltama ) Barbatana dorsal
orsal anterior porterior

Barbatana
caudal

Cavidade bocal

Fendas branquiais externas Tronco Abertura cloacal
Cauda

Figura 1 — Lampreia marinha (Adaptado de commons.wikimedia.org/.../galleryl).
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Figura 2 — Aspecto do disco oral de uma lampreia marinha (adaptado de
mfpesca.blogspot.com/2009/09/boleia.html).

A lampreia marinha apresenta a seguinte taxonomia e classificagéo:
Reino: Animalia
Filo: Chordata
Subfilo: Craniata
Super-Classe: Petromyzontomorphi

Classe: Petromyzontida
Ordem: Petromyzontiformes

Familia: Petromyzontidae
Sub-Familia: Petromyzontinae
Geénero: Petromyzon
Espécie: Petromyzon marinus

A lampreia marinha pode ser encontrada no Hemisfério Norte em ambas as costas
do Oceano Atlantico (Beaulaton, 2008).

Na América do Norte, distribui-se desde o Labrador, a norte e Canada, até a Florida,
a sul bem como na costa do Golfo do México (Hardisty, 1986). No Norte da Europa a sua
ocorréncia é esporadica e rara, embora possa ser encontrada na Gronelandia, Noruega e
Mar Baltico. Nas ilhas britanicas as popula¢gdes mais significativas sdo as do sudoeste da
Inglaterra, dos rios que drenam para o canal de Bristol e ao sul do Pais de Gales. No
Mediterraneo, distribui-se desde a costa da Albania, no mar Adriatico, a costa de Malta,
Corsega e Sicilia assim como a costa noroeste africana (Hardisty, 1986).

A nivel nacional podemos encontrar lampreias marinhas nas bacias hidrogréaficas dos
rios Minho, Lima, Cavado, Vouga, Douro, Mondego, Tejo e Guadiana (Almeida, 2002)
(Figura 3).

Apesar de uma vasta distribuicdo pouco se sabe acerca da metamorfose, migracéo
trofica e fase marinha parasitaria desta espécie na Europa (Bird, 1994; Halliday, 1991;
Nichols e Hamilton, 2004).
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Figura 3 — Distribuicao geogréfica da lampreia marinha (adaptado de www.nbii.gov).

A lampreia marinha é diadroma, isto é, o seu ciclo biologico (Figura 4) decorre em
dois meios de salinidades diferentes, habitualmente entendido como, em agua doce e no
mar.

O ciclo de vida engloba duas fases troficas distintas, uma fase filtradora e uma fase
parasitaria (Bird e Potter, 1983).

Figura 4 — Ciclo de vida da lampreia marinha. 1) Lampreias machos e fémeas procuram areas para
construir ninhos com cascalhos e pedras pequenas; 2) Os ovos fertilizados sao colocados
entre o cascalho e eclodem em algumas semanas; 3) As larvas emergem dos ninhos e
deslocam-se para jusante; 4) As larvas enterram-se no lodo. Apdés 3 a 5 anos
transformam-se em parasitas adultos; 5) No mar, as lampreias adultas alimentam-se de
peixes. Cada lampreia em fase parasitaria ir4 passar 12 a 18 meses no mar; 6) em fins de
Dezembro, principios de Janeiro as lampreias marinha adultas sobem aos rios para
desovar (Adaptado de www.boston.com).

Durante a fase larvar (fase filtradora), os amocetes, isto &, as larvas da lampreia
marinha acumulam lipidos em tecidos como o hepatico, renal, subcutdneo e mioseptos
(Lowe, 1973). A vida larvar prolonga-se por 3-5 anos, permanecendo 0Ss amocetes
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enterrados em fundos de areia ou gravilha. Apds este periodo de tempo, os amocetes
sofrem metamorfose para juvenis peldgicos, periodo em que os juvenis de lampreias
utilizam as reservas lipidicas acumuladas na fase larvar e migram em direc¢do ao mar onde
iniciam a fase parasitaria do seu ciclo de vida, alimentando-se de sangue e musculo de
peixes durante 12 a 24 meses (Beamish, 1980, Doadrio 2001). Esta fase marinha é
acompanhada pela acumulag¢édo de grande quantidade de lipidos, particularmente no tecido
muscular, o principal depdsito de reservas energéticas (Sheridan, 1988) durante a migracao
reprodutora (Bird, 1993).

Quando adulto, fase final do ciclo de vida, as lampreias marinhas voltam aos rios
para se reproduzir (Paton, 2001, Yung-Hsi, 2002).

A lampreia marinha inicia a sua migracdo reprodutora nas principais bacias
portuguesas no final de Dezembro e inicio de Janeiro, com um pico em Fevereiro/Marco,
prolongando-se até Maio/Junho (Dias, 2001). Os machos constroem 0s ninhos em zonas em
que o substrato é constituido predominantemente por cascalho, pedras e areia.
Posteriormente ocorre a postura realizada por cada casal monogamico, acabando os
progenitores por morrer uns dias depois devido ao esgotamento das reservas energéticas e

a faléncia de multiplos 6rgéos e tecidos. (Larsen, 1980; Paton, 2001).

Na literatura encontra-se descrito que ocorrem alteracdes consideraveis na
composicao lipidica dos tecidos durante as varias fases do ciclo de vida (Pinela, 2009;
Huynh, 2007).

Assim, a composicdo lipidica pode ser utilizada como biomarcador bioquimico
proporcionando informag@es relacionadas as fases tréficas e complementando abordagens
mais tradicionais como a determinacdo de actividades enzimaticas de enzimas chave do
metabolismo lipidico. A composicdo em acidos gordos tem um potencial importante, uma
vez que possui uma assinatura caracteristica nas fases tréficas, e como tal pode ser usada
para obter informac¢des muito interessantes sobre as condi¢cdes ecoldgicas dos animais
analisados (Bakes, 1995).

2.2. Locais de Captura em Portugal

O rio Minho é um rio internacional partilhado por Portugal e Espanha. Nasce em
Espanha, na Serra de Meira a uma altitude de 750 m e desagua em Portugal, no oceano
Atlantico, em Caminha apdés um percurso de 300 km, dos quais 230 se situam em Espanha,
servindo os restantes 70 km de fronteira entre os dois paises (Loureiro e Machado, 1986)
(Figura 5). A parte portuguesa da bacia hidrogréfica do rio Minho encontra-se no extremo
noroeste de Portugal, entre as coordenadas 41°45’ e 43°40' N e 6°10’ e 8°55 EW. A bacia
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total cobre uma &rea de 17080 km? Da totalidade da &area da bacia, 16250 km? (95%)
situam-se em Espanha e 799 km? (5%) em Portugal. A bacia hidrogréfica do Rio Minho tem
como limites: a sul a bacia do rio Lima e as ribeiras da costa atlantica, a sudeste a bacia do
rio Douro e a norte as bacias hidrograficas da costa norte de Espanha (Loureiro e Machado,
1986; ARH do norte, 2010). Os principais afluentes sao, em territorio espanhol e na margem
direita, os Tamoga, Ladra, Avia, Tea e Louro, e, na margem esquerda, os Neia, Sil e Arnoya
e, em Portugal, de montante para jusante, Trancoso, Mouro, Gadanha e Coura (ARH do
norte, 2010).

) |

T )

Gumens

Figura 5 - Mapa dos rios de Portugal onde estdo representados os locais de captura dos animais
utilizados.

O rio Vouga nasce na serra da Lapa, a cerca de 930 m de altitude e percorre 148 km
até desaguar na Barra de Aveiro. A sua bacia hidrogréfica, com 3571 kmz2 de area, sendo as
suas coordenadas geograficas 40° 15’ e 40°57’ N 7° 33’ e 8° 48’ O. E confinada a Sul pela
Serra do Bucgaco, que separa assim as bacias do Rio Vouga e do Rio Mondego, e a norte
pelas serras de Leomil, Montemuro, Lapa e Serra de Freita, que separam a bacia do Rio
Vouga da bacia do rio Douro (ARH do centro, 2010) (Figura 5). Esta bacia n&o constitui, no
seu conjunto, uma bacia “normal”’, com um rio principal bem diferenciado e respectivos
afluentes. Com efeito, trata-se de um conjunto hidrografico de rios que actualmente
desaguam muito perto da foz do Vouga, huma laguna que comunica com o mar, a Ria de
Aveiro, havendo ainda uma densa rede de canais mareais e de delta relacionados com a
mesma laguna. Os rios principais deste conjunto sdo o préprio Vouga (e seus afluentes até

a confluéncia com o rio Agueda), o Agueda e o seu afluente, Cértima, podendo acrescentar-
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se-lhe o Caster e 0 Antud, na parte Norte, e 0 Boco e a ribeira da Corujeira, a Sul, todos
desaguando na Ria de Aveiro mas hidrograficamente independentes do Vouga (ARH do
centro, 2010).

O rio Tejo € o maior rio da Peninsula Ibérica, estendendo-se ao longo de 1009 km,
nasce em Muela de San Juan, na Serra espanhola de Albarracin, a 1953 m de altitude
sendo as suas coordenadas geograficas 38° e 41° de latitude Norte e 01° e 10° de longitude
Oeste (Loureiro & Macedo, 1986). Desagua no oceano Atlantico, por um largo estuario com
cerca de 260 km?, a 15 Km a Oeste de Lisboa, em S. Julido da Barra (Figura 5). Depois de
atravessar o planalto de Castela-a-Nova e a Extremadura espanhola, entre desfiladeiros e
vales apertados, entra em Portugal. Antes disso, faz fronteira entre Espanha e Portugal
através do troco internacional do Tejo, com uma extensédo de cerca de 50 km (ARH do
centro, 2010). A bacia hidrografica do Rio Tejo cobre um total de mais de 80 500 km?, dos
quais 24 650 km? sdo em Portugal, o que representa mais de 28% da superficie do
Continente Portugués. Por ela sao totalmente abrangidos os Distritos de Santarém e Castelo
Branco e uma parte significativa dos Distritos de Lisboa, Leiria, Portalegre, Guarda, Evora e
Setlubal. Em territério portugués o Tejo recebe da margem esquerda o Sever, o0 Sorraia e 0
Almansor que, a excepgdo do primeiro, sdo rios de planicie com as mesmas caracteristicas
do Tejo na sua seccdo inferior (ARH do centro, 2010). Da margem direita 0 Tejo recebe os
rios Erges, Ponsul, Ocreza, Zézere, Alviela e Maior, que descem da montanha, quase todos
de caracter torrencial, sendo o mais importante o Zézere, que tem a sua origem na serra da
Estrela. Em Portugal o Rio Tejo, e a sua bacia hidrografica, apresentam varios
empreendimentos hidroeléctricos como o de Belver, Bouca, Cabril, Castelo de Bode, Fratel,
Maranh&o e Montargil (ARH do centro, 2010).

Um dos trés grandes rios luso-espanhdis, o rio Guadiana drena uma éarea total de
cerca de 72 100 km2, sendo 11 500 km? em Portugal (Loureiro, 1986; ARH do Alentejo,
2010). O rio Guadiana nasce em Campo Montiel em Espanha, a 1700 m de altitude,
desenvolvendo-se ao longo de 810 km até a foz, no oceano Atlantico, junto a Vila Real de
Santo Antonio. Localiza-se entre 37° e 40° de latitude Norte e 02° e 08° de longitude Oeste
(Loureiro, 1986; ARH do Alentejo, 2010) (Figura 5). A bacia hidrografica do rio Guadiana
abrange uma superficie total de 66 800 km?, dos quais 55220 (83%) em Espanha e 11580
(17%) em Portugal. E a quarta maior bacia hidrografica da Peninsula Ibérica, depois das
bacias do Douro, Ebro e Tejo. (Dias, 2001; ARH do Alentejo, 2010). A bacia nacional do
Guadiana encontra-se delimitada a Norte pela bacia do rio Tejo, a Sul pelo Oceano
Atlantico, a Este pela fronteira e a Oeste pelas bacias dos rios Tejo, Sado, Mira e Arade,
estendendo-se pelas unidades morfoestruturais correspondentes ao Macico Antigo e a Orla
Meridional Algarvia. (Dias, 2001; ARH do Alentejo, 2010). Serve de fronteira entre os dois

paises até ao ponto em que penetra em territério portugués, a norte de Mouréo, e toma a
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direccao norte-sul. O vale por ele formado encaixa-se na superficie polimérfica alentejana a
partir da foz do Ardila, com muitos meandros e, entre Serpa e Mértola, apresenta rapidos e
guedas de agua sendo a mais importante a do Pulo do Lobo, que corresponde a um
estreitamento subito e desnivelado das suas margens. A partir de Mértola, o Guadiana
torna-se navegavel. Volta a servir de fronteira entre Pomaréo e Vila Real de Santo Anténio,
onde desagua (Dias, 2001; ARH do Alentejo, 2010). O rio Guadiana possui um caudal muito
variavel, quer a escala sazonal, quer a escala inter-anual: em situacdo de tempestade o
caudal pode exceder os 10 000 m*/s, mas, no Ver&o, sdo frequentes as situacdes de caudal
praticamente nulo. O caudal médio corresponde aproximadamente a 80 m®s (ARH do
Alentejo, 2010). O estuario é alongado e estreito, de direccdo geral E-W em Espanha e
direccdo N-S em Portugal, tipico de um rio de vale encaixado; no entanto, na regido
correspondente a foz, surgem areas de sapal - na margem portuguesa, trata-se do sapal de
Castro Marim e, na margem espanhola, do sapal de Ayamonte. Ambas as regifes de sapal
sdo zonas protegidas, com estatuto de Reserva Natural, constituindo importantes locais de
invernada para numerosas espécies limicolas e locais privilegiados para a reprodugédo de

peixes, moluscos e crustaceos (ARH do Alentejo, 2010).

2.3. Lipidos em peixes - influéncias ambientais

Todas as classes de lipidos contém acidos gordos. Os acidos gordos séo designados
com base no comprimento da cadeia, no grau de insaturacdo, ou numero de ligacdes
duplas, e pela posicdo destas na estrutura carbonada, podendo ser saturados,
monoinsaturados e polinsaturados (Sargent, 2002; Gurr, 2002; Berg, 5ed).

Os acidos gordos saturados ocorrem naturalmente nos animais, incluindo peixes,
com comprimentos de cadeia que variam de C14 a C24. Os Fosfoglicéridos raramente
contém quantidades significativas de acidos gordos saturados com excepcdo do C16:0,
C18:0 e, em menor quantidade, do C20:0, restricdo que reflecte a geometria invariavel das
bicamadas ricas em fosfoglicéridos que constituem as membranas celulares dos seres
vivos, especialmente a membrana plasmatica, o reticulo endoplasmatico e seus derivados
(Sargent, 2002; Gurr, 2002).

Os &cidos gordos monoinsaturados (MUFA) mais uma vez ocorrem naturalmente,
com comprimentos de cadeia de C14 a C24, com os fosfoglicéridos possuindo raramente
comprimentos de cadeia diferente de C16, C18 e, em menor quantidade, C20. No entanto,
os esfingolipidos sdo geralmente ricos em acido nervonico, C24:1w9. Os acidos gordos
abundantes nos triacilgliceréis de muitos peixes sdo o C20:1w9, ou acido gadoleico e o
C22:1w11, ou acido cetoleico (Sargent, 2002; Gurr, 2002).
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Os organismos marinhos, principalmente algas, podem conter uma grande
guantidade de acidos gordos polinsaturados (PUFA) com comprimento da cadeia C16 com 2
a 4 ligagdes duplas, C18 com 2 a 5 ligacdes duplas, C20 com 2 a 5 ligagbes duplas e C22
com 2 a 6 ligagbes duplas) (Sargent, 1995). Em peixes, os principais PUFA a serem
considerados sao o C20:4w6, ou o acido araquidonico e o seu precursor metabdlico
C18:2w6, ou acido linoleico, bem como, o C20:5w3, ou acido eicosapentaendico e o
C22:6w3, ou acido docosahexaenodico e o seu precursor metabdlico C18:3w3, ou acido
linolénico. Outro termo de uso comum em aquocultura € HUFA, a abreviatura de acidos
gordos altamente insaturados (Sargent, 2002).

Os acidos gordos séo utilizados como reserva energética a longo prazo para serem
mobilizados em periodos de exercicio intenso ou durante jejum ou alimentacdo inadequada
(Berg, 2002). Os acidos gordos podem existir como componentes de cadeia linear muito
insaturados no caso dos lipidos dos peixes (Gurr, 2002; Berg, 2002). Como 0s peixes
possuem uma capacidade Unica para metabolizar estes compostos consequentemente,
podem sobreviver por longos periodos de tempo sob condigbes de privagdo de alimentos
(Cowey e Sargent, 1972; Cowey e Sargent, 1977; Halver, 1980). Um exemplo tipico é o
salmao que consome durante semanas, lipidos de reserva, na viagem extenuante de retorno
aos rios, para desovar, garantindo desse modo todos os processos biolégicos vitais (Halver,
1980).

Muitos estudos sobre nutricAo de peixes tém sido publicados contendo diversas
informacfes acerca dos seus requisitos lipidicos (Silva e Anderson, 1995; Webster e Lim,
2002). A truta arco-iris tem caréncia em acidos gordos essenciais da familia dos w3 e nao
dos w6, como acontece com a maioria dos mamiferos (Ackman, 1967; Ackman, 1999, (Silva
e Anderson, 1995; Webster e Lim, 2002).

Diferengcas na composi¢cdo em &cidos gordos de peixes marinhos e de 4gua doce
tem sido descritas por varios autores (Halver, 1980). Estudos realizados por Castell (1979)
revelaram que, apesar de 0s peixes serem ricos em w3, 0s peixes de agua doce possuem
niveis mais elevados de acidos gordos w6 do que as espécies marinhas. As razbes médias
wb/w3 sdo 2,7 para peixes de agua doce e 6,3 para peixes marinhos. (Cowey e Sargent,
1977; Halver, 1980).

Os fosfolipidos sdo geralmente considerados como lipidos estruturais e/ou
funcionais, sendo incorporados, em grande medida, na estrutura membranar das células e
particulas subcelulares.

A razdo w6/w3 parece diminuir com o decréscimo da temperatura, segundo Castell
(1979), pelo que a necessidade de w3 parece ser maior nos peixes criados a baixas

temperaturas (Ackman, 1967; Castell, 1979; Ackman, 1999). A razdo w6/w3 determinada
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nos lipidos dos peixes parece ser muito afectada pela razdo w6/w3 de lipidos da dieta
(Castell, 1979). Quando a razdo da dieta € muito rica em acidos gordos w6 fornecidas pela
gordura animal ou 6leos vegetais, existe uma tendéncia para que 0s peixes alterem a razéo
de PUFA incorporados a favor dos acidos gordos w3 (Ackman, 1967; Castell, 1979;
Ackman, 1999).

Existe inibigdo competitiva do alongamento e insaturagdo entre as familias de &cidos
gordos sendo geralmente seguida a ordem w3 > w6 > w9 (Meed, e Kayama, 1967).

Os peixes ndo séo capazes de sintetizar qualquer dos &cidos gordos das familias w6
e w3 sem que um precursor dessa estrutura w esteja presente na dieta (Castell, 1979;
Halver, 1980). A capacidade de alongamento e insaturacdo dos acidos gordos ndo é a
mesma para todas as espécies de peixes (Meed, e Kayama, 1967; Halver, 1980).

Os EFA e acidos gordos saturados e monoinsaturados sao utilizados pelos peixes
para a producdo de energia (Meed, e Kayama, 1967). E possivel que os EFA possuam um
papel relevante na permeabilidade, bem como, na plasticidade das membranas. O papel dos
acidos gordos w3 na permeabilidade das membranas pode ser um dos factores
responsaveis pelas diferencas no conteudo dessa familia de acidos gordos entre peixes de
agua doce e marinhos (Silva e Anderson, 1995; Webster e Lim, 2002).

Mitocbndrios de peixes onde se observam niveis elevados de PUFA w3 e muito
baixos de acidos gordos w6 sido semelhantes aos dos mitocéndrios de mamiferos em
termos de conteudo em citocromos, B-oxidacdo de acidos gordos, ciclo dos &cidos
tricarboxilicos, cadeia respiratéria e fosforilagdo oxidativa. Os PUFA w3 podem
desempenhar o mesmo papel em peixes que os acidos gordos w6 desempenham em ratos.
Os EFA desempenham, ainda, um outro papel no mitocondrio, além da sua importancia na
estrutura das membranas, pois sdo importantes na modelacdo de alguns sistemas

enzimaticos (Meed, e Kayama, 1967; Halver, 1980).

2.4. Enzimas envolvidos na regulacao do metabolismo lipidico

Os enzimas designados por lipases desempenham um papel essencial na digestao,
transporte e processamento de lipidos da dieta, encontrando-se ubiquamente distribuidos
pelos animais, plantas e procariotas (Svendsen, 2000).

Em particular, os enzimas TGL sao serina hidrolases responséveis pela hidrélise de
residuos acilo esterificados com o tridlcool glicerol, presentes em lipidos de reserva como 0s
triacilglicerdis, vulgarmente designados por lipidos neutros (Figura 6). Este enzima controla
0 passo regulador da lipdlise, sendo por esse motivo marcador da disponibilizacéo de lipidos

de reserva. Em termos metabdlicos sofre regulagdo a curto prazo pelo par
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glucagina/adrenalina, insulina, onde o primeiro comporta-se como efector hormonal positivo
e o0s segundos, como efectores hormonais negativos (LaRosa, 1972; Berg, 2002). Os
enzimas TGL exercem a sua ac¢ao apos activacdo por uma via de sinalizagdo celular
regulada pela hormona glucagina que ao contactar receptores 7TM citoplasmaticos,
desencadeia um conjunto de respostas que envolve a libertacdo do 2° mensageiro, CAMP
pela Adenilato ciclase na presenca de GTP. (LaRosa, 1972; Berg, 2002) O cAMP activa
entdo uma proteina cinase que apoés transferéncia de grupo fosfato o TGL, o converte na
sua forma activa desencadeando a reacc¢do hidrolitica. (LaRosa, 1972; Berg, 2002). Os
residuos acilo libertados podem assim ser utilizados pela B-oxidacdo mitocondrial. (LaRosa,
1972; Berg, 2002).

Receptor Hormona . x
7TM : : Adenilato B-oxidacao

ciclase

Residuos acilo

|

Diacilglicerol

Glicerol

Protema
Cinase

Triacilglicerol
lipase

Triacilglicerol

T
®

Figura 6 — Metabolismo dos triacilglicerois. Activacéo de TGL por via de sinalizacéo celular (adaptado
de Berg, 2002).

Por outro lado, o enzima ACC catalisa o passo regulador da biossintese enddégena de
acidos gordos, sendo por esse motivo um marcador da sua reposicdo na célula por uma via
distinta da dieta. Em termos reaccionais, o enzima AAC catalisa a carboxilacéo irreversivel
do acetil-CoA em malonil-CoA, conservando as actividades biotina carboxilase e
carboxiltransferase, utilizando a biotina como doador de CO, (Tong, 2005).

As Figuras 7 e 8 ilustram o processo de formacéo do malonil-CoA.
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Figura 7 — Metabolismo de lipidos (adaptado de Baram, 2005).
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Figura 8 — Formacado de malonil-CoA (adaptado de Berg, 2002).

7

O malonil-CoA é posteriormente utilizado pelo complexo &acido gordo sintetase no
alongamento de uma cadeia carbonada que leva a formacéao de acidos gordos (Berg, 2002)
Outro enzima indispensavel a lipogénese é o G6PD, citoplasmatico que catalisa o passo
regulador da via das pentoses fosfato (Figura 9) e gerador de equivalentes redutores sob a
forma de NADPH, indispensaveis a constru¢éo da cadeia carbonada dos &cidos gordos e/ou
isoprendides, no tecido hepatico, adiposo e capsulas supra-renais (Corpas, 1998; Cappellini,

2008).

O 4]

C

CH,0PO?~ . CH;0PO?- l o CH,OH
+ H—C—O0H \c/
O M r NADPH H0 H* i NADFH |
H H \ 3 — |
~ _\N /7 |/~ AL O\ et e,
OH H —_— OH H i—— = —— ; 2
(L I H—C—OH
HO OH HO N\
H—C—OH &
H OH H OH 1 CH,0PO;
Glucose H20P05 Ribulose 5- fosfato

6-fosfoglucono-

6-fosfeuto 3 Tuckon 6-fosfogluconuto

Figura 9 - Fase oxidativa da via das pentoses fosfato. Glicose-6-fosfato € oxidada a 6-fosfoglucono-o-
lactona a gerar uma molécula de NADPH. O produto lactona é hidrolisado a 6 -
fosfogluconato, que é descarboxilado oxidativamente a ribulose 5-fosfato com a geracao
de uma segunda molécula de NADPH (adaptado de Berg, 2002).
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Outros enzimas importantes do metabolismo lipidico sdo hemoproteinas alongases e
insaturases localizados no reticulo endoplasmatico que também sofrem activagédo por via de
sinalizagédo celular que envolve a cadeia de transporte de electrbes RE que aceita como
doadores de equivalentes redutores NADH ou NADPH que doam electrdes ao enzima
NADH-citocromo bs redutase que em seguida os transfere para o citocromo bs que entédo
activa os enzimas alongases e insaturases modificadores de residuos acilo, como descrito
nas Figuras 10 e 11 (Berg, 2002).

H* + NAD[P)H - E-FAD Fo2t -
NAD(P) C-:E-FADHZ DC : DC Fe2" 1~>

NADH - citocromo Citocromo Alongase
bs redutase by

Figura 10 — Via de activacdo de alongases do RE (Berg, 2002).

H+ NAD(P)) C E-FAD D C Fe?* ) C > <0Ieoi| CoA + 2 H,0
NAD(P)* < E-FADH, Fe? Estereoil CoA + O,
NADH - citocromo  Citocromo Insaturase
bg redutase by

Figura 11 — Via de activacdo de insaturases do RE (Berg, 2002).

Se 0 enzima localizado no final da cadeia de transporte de electrdes for uma alongase
(Figura 10) ocorre um aumento do tamanho da cadeia carbonada em duas unidades de C
doados pelo malonil-CoA a custa de equivalentes redutores (NAD(P)H). Se o enzima for
uma insaturase (Figura 11 ocorre aumento do nivel insaturagdo da cadeia carbonada
através O, activados por electrbes doados pelo NAD(P)H (Arukwe, 1997; Berg, 2002).

O enzima NADPH P450 redutase (CPR), outro enzima do reticulo endoplasmatico,
esta também envolvido na transferénia de equivalentes redutores ao nivel deste sistema
membranar, mas neste caso activa citocromos P450 envolvidos na biotransformacdo de
xenobidticos, biossintese de hormonas esteréides e lipidos envolvidos em vias de
sinalizagédo celular. O enzima CPR pode doar electrdes ao 7-dihidrocolesterol reductase
envolvido na biossintese de esteréis, bem como, para o citocromo bs, que suporta tanto a
sintese de esterdis como as vias de insaturacdo e alongamento dos acidos gordos (Figura

12). Do ponto de vista estrutural o enzima CPR é uma flavoproteina portadora de FAD e
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FMN. Dispbe de uma estrutura modular sugestiva da sua evoluc¢ao a partir de subunidades
menores e semelhantes as flavodoxinas e ferredoxina NADP™ redutase. Coerente com as
suas multiplas fungbes na célula, o CPR € uma proteina amplamente expressa, podendo
estar presente em Vvarios tecidos mas existindo em mais abundéancia no figado, sendo a sua
expressao regulada pelo eixo hipdéfise-tirbide onde a hormona T3 da tirGide desempenha
papel relevante. A escolha deste enzima neste estudo, justifica-se como bom marcador
funcional da fraccdo microssomal, bem como, indicador primario da inducdo de vias de
biotransformacg&o, como resposta a poluentes do meio e hormonas esteréis (Williams, 1962;
Li, 2001).

NADPH cit ¢ (P450)

I Lo cromo Ao fobolyno o xenobidfoor

Exqualero g

Hreexigenate Pesg Sitese de doidh St e asferdi
F=dahidrocolas T
terof redintare b5
. Alonguses , ..
Ea'c:l;ﬂﬂi'e.fr_f' Inseburases Adefobolo dor doidior gorolios
o astardis

Figura 12 - Parceiros redox do enzima NADPH cit ¢ (P450) redutase (adaptado de
www.uky.edu/Pharmacy).

O hemo é um grupo prostético que consiste num atomo de ferro ligado por quatro
ligagBes de coordenacéo a quatro grupos pirrolo do anel protoporfirinico 1X. A quantificagéo
do hemo na fracgdo microssomal consiste numa quantificacdo aproximada da concentragédo
de citocromo b5 e citocromos P450, podendo por vezes ser considerado um indicador

grosseiro de expressdo enzimatica no reticulo endoplasméatico (Hardison, 1999).
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3. METODOLOGIA

3.1. Estratégia

A concretizacdo dos objectivos tracados para este trabalho obedeceu ao plano:

Local de Realizagédo: Laboratorio do Enologia /ICAAM/po6lo da Mitra (ECT),
Laboratério de Bioquimica Analitica, Fase lll, do Departamento de
Quimica sito no Colégio Luis Anténio Verney, Escola de Ciéncias e

Tecnologia, Universidade de Evora;

Apoios: Instituto de Ciéncias Agrarias e Ambientais Mediterranicas (ICAAM) e

Departamento de Quimica, Universidade de Evora.
Duracéo: Um ano lectivo.
Modelo biolégico: Lampreia marinha (Petromyzon marinus L.).
Agrupamento dos animais: Grupos de dez animais por cada bacia em estudo.
Orgéao seleccionado: Figado.

Fraccdes sub-celulares seleccionadas: pds-16000 g
microssomal

Parametros:

e Contetdo em proteinas das frac¢cdes 16000 g e microssomal

e Marcadores ndo-enzimaticos
e Hemo microssomal

e Marcadores enzimaticos:
e Triacilglicerol Lipase (TGL)
¢ Acetil-CoA Carboxilase (ACC)
¢ Glucose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD)
¢ Alongases e Insaturases microssomais
e NADPH (P450) redutase (CPR)

« Perfil hepatico de lipidos neutros (NL) e polares (PL).

SESl
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Técnicas utilizadas:

Desintegracédo celular, homogeneizador tipo Potter

Fraccionamento celular, centrifugagéo e ultracentrifugacéo preparativas

Conteudos - proteinas, espectrometria de absor¢do molecular
- Hemo total, espectrometria de absorgéo molecular

Actividades enzimaticas - TGL, titulimetria;

- AAC, G6PD e CPR, espectrometria de absor¢cdo molecular;
- Alongases e Insaturases, cromatografia gasosa (GC)
Perfil lipidico hepatico - Extraccéo lipidos por solventes a pressao elevada Folch/ ASE;

- determinacdo de NL e PL por GC.

Anadlise estatistica dos resultados:

O pacote estatistico SPSS para Windows (versdo 18) e Primer (versdo 6.0) foram
utilizados para o tratamento e analise estatistica. As transformagfes dos dados foram
utiizadas de forma a garantir os pressupostos de normalidade, independéncia e
homocedasticidade. Os valores resultantes dos cromatogramas para cada um dos acidos
gordos encontram-se expressos em percentagem do total de todos os acidos gordos
identificados de modo a eliminar efeitos de concentracao.

A MANOVA foi utilizada para verificar os principais efeitos e interaccdo de efeitos das
variaveis género e bacia hidrografica sobre as nossas variaveis dependentes, isto €, os
acidos gordos e para testar a nossa hipotese nula Hy: lampreias capturadas em bacias
hidrogréficas distintas apresentam perfil lipidico de &acidos gordos dos lipidos neutros e
polares do figado idénticos.

A andlise de variancia simples, ANOVA | e teste de significancia de Duncan foi utilizada
para os resultados incluindo contetdos e actividades enziméticas obtidos a partir de dez

experiéncias independentes.
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3.2. Procedimento Experimental

3.2.1. Material bioldgico

No inicio da época reprodutiva foram capturas 40 lampreias adultas em quatro bacias
hidrogréficas portuguesas: Minho, Vouga, Tejo (2008) e Guadiana (2009) no ambito do
projecto PTDC/BIA-BDE/71826/2006.

3.2.2. Captura e eutanasia

Os animais foram capturados em quatro bacias hidrograficas localizadas no Norte,
Centro e Sul do pais (Figura 12) e foram transportados vivos para o laboratério num tanque
em polietileno com cerca de 0.4 m® de capacidade, ao qual foi acoplada uma bomba
oxigenadora. No laboratério foram colocados em tanques de fibra de vidro com 2 m*e 4 m®
de capacidade, equipados com sistemas de suporte de vida apropriados. Na eutanasia das
lampreias capturadas utilizou-se uma solugcédo anestésica de 2-fenoxietanol em 1mL/L de
agua numa mala térmica, onde se colocou um individuo de cada vez minutos antes dos

ensaios biométricos.

3.2.3. Determinacao dos parametros biométricos e recolha de figado

Para todas as lampreias procedeu-se a determinagdo dos dados biométricos dos
individuos: peso total (PT, g) e comprimento total (CT, cm) - entre a extremidade bucal e da
barbatana caudal. Posteriormente, procedeu-se a disseccao e a recolha do figado. Este foi
lavado com uma solugéo gelada de NaCl (0.9%). Em seguida foi pesado e fraccionado em
porcbes de 1,5 g as quais foram envolvidas em folha de aluminio e finalmente guardadas
em sacos de plastico previamente etiquetados. As amostras foram seguidamente colocadas
em canisters, mergulhadas em azoto liquido e posteriormente armazenadas em arcas

frigorificas a -80° C.

3.2.4. Determinacao do perfil em acidos gordos

3.2.4.1. Extraccao de lipidos totais

Durante a extraccdo de lipidos totais do figado de lampreia, as amostras foram
submetidas a varios processos preparativos. Apds pesagem, peso fresco + 1 g, foram
liofilizadas e pesadas de novo para determinacdo do peso seco. Posteriormente as

amostras foram maceradas, num almofariz de porcelana, e misturadas com 10 g de agente
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inerte, terra de diatomaceas. A mistura formada foi entdo colocada em células de extraccao
de 34 mL, nas quais tinham sido previamente colocados 2 filtros celulésicos, e preenchidas
com terra de diatomaceas e seladas. A célula foi colocada no aparelho ASE 100 e
procedeu-se a extrac¢do pelo método Folch (1957) de acordo com o Programa 24 indicado
no Quadro 1:

Quadro 1 - Condig6es da extraccao dos lipidos.

100 °C
13,8 MPa
Cloroférmio:metanol (60%:40%) com BHT (100 mg/L)

2

5min

Azoto durante 60s

3.2.4.2. Separacao de lipidos neutros e lipidos polares de uma extracgao de
lipidos totais

Para se proceder a separacdo de lipidos neutros (LN) e lipidos polares (LP) a partir
do extracto de lipidos totais (LT), recolheu-se o extracto LT para um baldo de vidro levando-
0 a secura em evaporador rotativo. Apds secagem pesou-se o residuo obtido (Peso 1: LT).
Posteriormente ressuspendeu-se o extracto em 3 mL de cloroférmio e passou-se 1mL para
tubos de derivatizagéo previamente etiquetados e tarados guardando-se os restantes 2 mL a
0-5° C. O residuo do tubo de derivacao foi entdo seco em corrente de azoto para separagéo
em classes de lipidos (Peso2: LP+LN). Apés ser levado a secura adicionou-se 3 mL de
acetona gelada e conservou-se o extracto em gelo. Levou-se a centrifugar, 1000 g , 30min
de modo a sedimentar os LP. O sobrenadante, que corresponde aos lipidos neutros (LN), foi
recolhido, a acetona foi evaporada em corrente de azoto e registou-se o seu peso (Peso3:
LN). O precipitado, correspondente aos LP, foi pesado (Peso 4), armazenado a 0-5°C até

subsequente utilizagao.
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3.2.4.3. Saponificacao e metilacao

Para proceder a saponificagdo e metilagéo foi adicionado aos tubos contendo quer o
extracto de LP quer os extractos LN, 1mL de solucdo metandlica de NaOH 0,5M (2g de
NaOH/100 mL de metanol). Os tubos foram rolhados mas sem apertar e procedeu-se a
saponificacdo, durante 15 min a 70 °C em banho-maria, na hotte. Deixou-se arrefecer
ligeiramente os tubos e adicionou-se 1mL de BF; em metanol a 10%, aguardando 10 min a
70°C, em banho-maria pela metilagéo. Apés arrefecimento procedeu-se a adicao de 6 mL de
agua destilada e, depois, a adicdo de 2 mL de éter do petréleo agitando-se vigorosamente.
Recolheu-se o sobrenadante para um novo frasco etiquetado e adicionou-se 50 pL de
padrdo interno (C19:0). Em seguida, as amostras foram concentradas sob corrente de

azoto.

3.2.4.4. Analise cromatografica

Os ésteres metilicos dos acidos gordos das amostras de figado foram analisados por
cromatografia gas-liquido num sistema Hewlett Packard HP 6890 Series GC com software
HPChem (2002) e equipado com um injector split-splitless, um amostrador automatico e um
detector de ionizagdo por chama (FID). A coluna utilizada foi uma coluna capilar de silica
fundida Omegawax 320 (30 m de comprimento x 0,32 mm de didmetro interno, 0,25 um de
espessura de filme) da Supelco (Bellafonte, PA). A fase mével utilizada foi hélio com um
fluxo de 1,2 mL/min.

As condigfes experimentais usadas foram as seguintes:
Temperatura do injector: 250°C
Temperatura do detector: 270°C

Temperatura inicial do forno: 140-240°C

D N N NI N

Taxa de rampa: 4°C/min

3.2.4.5. Identificacao dos ésteres metilicos dos acidos gordos

Os ésteres metilicos dos acidos gordos foram identificados por comparacao dos seus
tempos de retengcdo com padrdes conhecidos (FAME mix 37 componentes, Supelco 47885-
U, mais o éster metilico de acido gordo C22:5w3) (Figura 13) por cromatografia em

condi¢Bes idénticas as da cromatografia gasosa das amstras.
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Figura 13 — Tragado de um cromatograma padréo, pelo software HPChem (2002).

3.2.5. Fraccionamento celular dos tecidos

3.2.5.1. Homogeneisac¢ao e preparacao da fraccao microssomal

A fraccdo microssomal foi preparada de acordo com o procedimento geral de Lake
(1987). A amostra de figado de lampreia foi descongelada e mergulhada em tampé&o de
homogeneizacao (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, 0,154 M). O 6rgéo foi pesado (x1g) e transferido
paro o copo de homogeneizacdo mantido em gelo ao qual adicionou-se 3 mL de tampéao de
homogeneizacdo. O homogeneizado foi coado por um passador de rede para um tubo de
centrifuga mantido previamente a 4°C.

Seguidamente procedeu-se a centrifugacdo do homogeneizado a 800 g durante 20
min a 4°C (Lake, 1987; Sugimoto, 1990). Recolheu-se o sobrenadante para um novo tubo de
centrifuga que voltou a ser centrifugado, desta vez a 15000 g durante 30 min (Lake, 1987;
Sugimoto, 1990; Bartholomaeus, 1994; Biro-Sauveur, 1994; Chhabra e Rao, 1994; Kim,
1998). Transferiu-se 0 sobrenadante resultante para tubos de ultra-centrifuga (4°C) e foi a
centrifugar a 105000 g durante 1h a 4°C.

O sobrenadante foi recolhido e o sedimento foi ressuspendido em 3 mL de tampao
de homogeneizagdo. Ambos foram armazenados a -20°C até posterior utilizagdo (Lake,
1987; Sugimoto, 1990; Kore, 1993; Biro-Sauveur, 1994; Chhabra e Rao, 1994). Utilizdmos
parte da fraccdo microssomal assim obtida para determinar de imediato a concentracéo de
proteinas e do hemo, guardamos a por¢do remanescente a -20°C para determinagdo da
actividade enzimética NADPH (P450) redutase de acordo com Lake (1987).
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3.2.5.2. Preparacao do sobrenadante p6s-16000 g

O sobrenadante p6s-16000 g foi preparado de acordo com o procedimento de Kao
(1997). A amostra de figado de lampreia foi pesada (+1 g) foi homogeneizada em 5 volumes
de tampédo de homogeneizacédo (Hepes (25 mM); KF (100 mM); EDTA (5 mM); EGTA (6
mM); PMSF (0,1 mM), pH 7,5) a 4°C. Ap6s a homogeneizacao a amostra foi centrifugada a
1000 g durante 10 min a 4°C. Recolheu-se a camada infranadante que voltou a ser
centrifugada a 16000 g durante 30 min a 4°C. O sobrenadante resultante desta Ultima
centrifugacé@o — preparacdo enzimética — foi guardado a -20°C até posterior utilizac&o.

Utilizdmos parte da fracgcdo assim obtida para determinar a concentracdo de
proteinas e as actividades enzimaticas acetil-CoA carboxilase, triacilglicerol lipase e

glucose-6-fosfato desidrogenase.

3.2.6. Analise quantitativa das frac¢oes sub-celulares

3.2.6.1. Determinacao da concentracio de proteina total

Utilizou-se o método de Lowry (1951) cujo principio reaccional se fundamenta na
reacgdo, catalisada pelo cobre em meio alcalino, entre o reagente de Folin-Ciocalteu, ou
acido fosfomolibdicofosfotungstico, e os residuos de aminoacidos aromaticos tirosina e
triptofano das proteinas, levando & formacéo de um complexo heteromolibdénico de cor azul
intensa. Embora a resposta do método dependa da composicdo em aminoacidos da
proteina, o seu maior problema tem a ver com o elevado nimero de substancias que podem
interferir na reacgdo. Os interferentes podem ser aminodcidos e seus derivados,
constituintes de solugcbes tampao detergentes, drogas, glucidos, acidos nucleicos, sais e
reagentes sulfidrilicos. Contudo, escolheu-se este método devido & sua elevada
sensibilidade e ao facto de as substancias interferentes encontrarem-se muito diluidas e,
como tal, os seus efeitos estarem minimizados.

Preparou-se uma curva de calibracdo para o intervalo de 50-200 pg/mL, a partir de
uma solucdo-mée de albumina de soro bovino, BSA (500 pg/mL).

Tomou-se uma aliquota de 0,025 mL da fracgdo microssomal e do sobrenadante
p6s-16000 g que foram diluidas com NaOH 0,5 M para um volume final de 0,250 mL.

Adicionou-se a 0,250 mL de cada solucdo-padrdo ou das amostras diluidas, 1,250
mL de reagente de Lowry, constituido por sulfato de cobre penta-hidratado 0,1% (p/v),
tartarato de sodio e potéssio 0,2% (p/v) em carbonato de sodio a 2% (p/v). Apds agitacao no
vortex adicionou-se 0,125 mL de reagente de Folin diluido % com &gua bidestilada e voltou-

se a agitar. Aguarddmos 30 min. ApGs nova agitacdo no vortex leu-se a absorvéncia a 720
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nm. Construiu-se a curva de calibracdo com os valores obtidos (Figura Al) e calculou-se,

por interpolagéo grafica a concentragéo de proteinas das amostras.

3.2.6.2. Determinac¢ao da concentra¢ao do Hemo

A concentragdo do hemo da fraccdo microssomal do tecido em estudo foi
determinada, de acordo com a metodologia de Omura e Sato (1964) e Luke (1987), a partir
do espectro de absorcdo molecular da sua forma reduzida tracado contra um branco que
continha a forma oxidada obtida por reac¢cdo do hemo com a piridina em meio alcalino.

Tomou-se 0,375 mL de fraccdo microssomal do tecido em estudo e diluiu-se para
metade com KCI 0,154 M. Distribuiu-se igual volume da solugéo obtida por duas células do
espectrometro de absorgdo molecular e adicionou-se 0,250 mL e 0,245 mL de NaOH (0,5M)
as células de leitura e de referéncia, respectivamente.

Adicionou-se, ainda, a cada célula 0,250 mL de piridina tendo em seguida, sido
adicionada uma pequena quantidade de ditionito de sodio a célula de leitura e 0,005 mL de
solucao de ferrocianeto de potassio (KsFe(CN)e) 12,5 mM a célula de referéncia.

Apés agitacdo suave, tragou-se um espectro de absorgcdo entre 600 e 530 nm e
registou-se a diferenca de absorvéncia obtida entre 557 e 575 nm, a qual foi utilizada para o
calculo da concentragdo do hemo por mg de proteina, considerando o valor do coeficiente

de absortividade molar deste, na sua forma reduzida de 34,7 mM*cm™ (Lake, 1987).

3.2.7. Determinacao das actividades enzimaticas

3.2.7.1. Acetil-CoA Carboxilase

A actividade enzimatica Acetil-CoA carboxilase foi determinada de acordo com o
procedimento de Kao (1997) e utilizando sobrenadante p6s-16000 g. Em cada tubo de
ensaio foi adicionado 0,3 mL de mistura de pré-incubacéo, constituida por ditiotreitol (1 mM);
MgCl, (20 mM); citrato de sodio (20 mM); BSA (0,5 mg/mL), dissolvidos em tampao Tris-HCI
(50 mM) pH 7,5 aos quais adicionou-se aliquota de frac¢do pds-16000 g com concentracdo
aproximada de proteinas de 15 mg/mL, e 0,030 mL de tampdo de homogeneizacdo
constiutido por KF (100 mM); EDTA (5 mM); EGTA (5 mM); PMSF (0,1 mM) dissolvidos em
tampéao Hepes (25 mM) pH 7,5. Os tubos encubaram a 25 °C com agitacdo orbital durante 1
h. ApGs a pré-incubacéo iniciou-se a reaccdo com a adicdo de mistura de activacao
constituida por ATP (5 mM); Acetil-CoA (0,2 mM); NaHCO; (5 mM), procedendo-se a sua
incubagdo durante 30 min também a 25 °C. Colectaram-se aliquotas da mistura de ensaio

em intervalos de 10 min para quantificacdo de fosfato libertado pelo método de Ames por
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leitura da absorvéncia a 820 nm (Ames, 1966). Construiu-se uma curva de calibracdo de
fosfato, entre 0 e 30 uM e calculou-se, por interpolacdo grafica o produto libertado (Figura
A2). Determinamos, posteriormente o valor dos coeficientes angulares das rectas obtidas
(Figura B1) e a partir destes calculamos a actividade enzimética especifica por mg de
proteina.

3.2.7.2. Triacilglicerol Lipase

A actividade enzimética Triacilglicerol lipase foi determinada de acordo com o
procedimento geral de Prabhu (1999) e utilizando sobrenadante pés-16000 g. Colocou-se
em microtubos, 0,2 mL de goma acécia 7,5 % e adicionou-se 0,020 mL de trioleina e 0,850
mL de tampéo de homogeneizagdo (Hepes (25 mM); KF (100 mM); EDTA (5 mM); EGTA (6
mM); PMSF (0,1 mM) pH 7,5). Seguidamente precedeu-se a agitacdo dos microtubos
durante 2 min no vortex de forma a obter-se uma emulsdo estavel. Apos agitacédo
adicionaram-se aliquotas de sobrenadante p6s-16000 g com uma concentra¢do aproximada
de proteina entre 15 mg/mL, sendo os microtubos colocados num banho a 30 °C com
agitacdo orbital. Recolheram-se aliquotas em intervalos de 2 min durante 6 min, para copos
de titulagéo contendo 1 mL de metanol e 0,020 mL de fenolftaleina. A mistura de reaccéo foi
titulada com NaOH 0,001 M até se observar alteracdo estavel da cor. Determindmos,
posteriormente o valor dos coeficientes angulares das rectas obtidas pelo NaOH gasto na
titulacdo (Figura C1) e a partir destes calculamos a actividade enzimatica especifica por mg

de proteina.

3.2.7.3. Glucose-6-fosfato desidrogenase

A actividade enzimatica Glucose-6-fosfato desidrogenase no sobrenadante poés-
16000 g foi determinada de acordo com o procedimento de Postma (1989). Incubaram-se
em células de espectrometro de absor¢cdo molecular, aliquotas de sobrenadante p6s-16000
g, com concentracdo aproximada de proteinas de 15 mg/mL sendo o meio de incubagéo
constituido por NADP" (dissédico) (0,04 M), MgCl,.6H,O (0,5 M) e agua destilada diluidos
em tampéo Tris-HCI (1 M) pH 8. Iniciou-se a reac¢cdo com a adicao de glucose-6-fosfato (0,1
M), apds pré-incubacao dos restantes constituintes da mistura de ensaio durante 2 min a
37°C.

Registou-se, entdo, a variacdo de absorvéncia devido & formacdo de NADPH, ao
longo do tempo durante 180 s, a 340 nm, lida contra um branco de composi¢éo idéntica a
das células de leitura, mas onde a amostra foi substituida por igual volume de solucéo

tampédo Tris-HCI (1 M) pH 8. Determinou-se, posteriormente o valor dos coeficientes
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angulares das rectas obtidas (Figura D1), a partir dos quais calculou-se a actividade

enzimatica especifica por mg de proteina.

3.2.7.4. NADPH citocromo c (P450) redutase

A determinagdo da actividade enzimatica desta flavoproteina microssomal foi
efectuada de acordo com o método de Peterson (1978) e Lake (1987), utilizando o
citocromo ¢ como aceitador artificial de electrbes, uma vez que a sua forma ferrosa possui
um maximo de absor¢do a 550 nm. Incubaram-se aliquotas de 0,3 mL de fraccéo
microssomal com uma concentracao aproximada de proteinas de 1,5 mg/mL sendo o meio
de incubagdo constituido por citocromo c (0,125 mM), cianeto de potassio (15 mM) e
NADPH (10 mM) diluidos em 0,9 mL de tampé&o fosfato (0,1 M) pH 7,6. Iniciou-se a reacgéo
com a adicdo do NADPH, apo6s pré-incubacdo dos restantes constituintes da mistura de
ensaio durante 3 min a 37°C. Registou-se, entdo, a variagdo de absorvéncia ao longo do
tempo durante 120 s, a 550 nm, lida contra um branco de composicéo idéntica a das células
de leitura mas onde a solucdo de NADPH foi substituida por igual volume de solucéo
tampéo fosfato de 0,1 M pH 7,6. Determinou-se o valor dos coeficientes angulares das
rectas obtidas (Figura E1) e a partir deles calculou-se a actividade enzimatica especifica por
mg de proteina, utilizando o valor do coeficiente de absortividade molar 21 mM™.cm™ (Lake,
1987; McCallum, 1992; Weber e Waxman, 1993) para a forma ferrosa do citocromo c.

3.2.7.5. Alongases e insaturases

As actividades 06 e 89, insaturases/alongases de acidos gordos foram estimadas
utiizando a razdo produto/precursor C20-22:3w3/C18:3w3, C22:5w3/C20:5w3,
C16:1w9/C16:0, C18:1w9/C18:0 e C22:6w3/C20:5w3 de acordo com Cinci (2000), Warensjo
(2009) e Bandarra (2004) para os lipidos polares e neutros.
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3.3. Diagrama do trabalho

Extracgaode lipidos hepaticos
(Método Folch/ASE)

Lipidos neutros Lipidos polares

Cromatografia Gasosa (GC)

= ‘
B uadiana ’ ‘

Ultra-centrifugacao preparativa

Espectrometria de absor¢ao molecular

1
Alongases e Insaturases k‘ Cromatografia Gasosa (GC)

Triacilglicerol lipase (TGL, EC 3.1.1.3) Centrifugacdo e ultracentrifugacdo

Acetil-CoA carboxilase (ACC, EC6.4.1.2 ) preparativas
Glucose 6-fosfato desidrogenase (G6PD, EC 1.1.1.49) Espectrometria de absor¢ao molecular
NADPH (P450) retutase (CPR, EC 1.6.2.4) | Titulagao
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3.5. Equipamento

ASE, Accelerated Solvent Extractor (ASE 100)

Balanca (Mettler AE 200)

Balanca (Sartorius BP 210S)

Cromatégrafo Hewlett Packard HP 6890 Series GC com software HPChem (2002)
Espectrémetro de absorcdo molecular (U-2001)

Homogeneizador tipo Potter (TRI-R STIR-R, modelo K41, 500- 11000 rpm)
Placa de aquecimento (Thermolyne Type 17600 Dri-bath)

Evaporador rotativo (Heidolph WB 2000)

Supercentrifuga (Hermle Z323K)

Ultracentrifuga (Beckman Optima LE-80K)

Vértex (Heidolph REAX 2000)

3.6. Reagentes

Acetilcoenzima A, 94%, Sigma, St. Louis

Acido 4-2-hidroxietil-1-piperazinaetanosulfonico, 99,5%, Sigma-Aldrich, St. Louis
Acido ascorbico, 99%, Fluka, Steetze

Acido cloridrico, 37%, Merck, Darmstadt

Acido etilenodiaminotetracético, 99%, Merck, Darmstadt
Acido etilenoglicoltetracético, 97%, Sigma, Steinheim
Acido sulfdrico, 95-97%, Fluka, Steetze

Adenosina trifosfato, 98%, Acros Organics, New Jersey
Albumina de soro bovino, SAFC, St. Louis

Cianeto de potéassio, VWR Prolabo, Carnaxide
Citocromo c, Merck, Dramstadt

Citrato de sodio, Riedel-deHaén, Hanove

Cloreto de magnésio hexahidratado, Riedel-deHaén, Hanove
Cloreto de potassio, Merck, Darmstadt

Cloroférmio, Sigma-Aldrich, St. Louis

Diclorometano, Panreac, Barcelona

Di-terc-butil metil fenol, Supelco, Bellefonte

Ditionito de sodio, 88%, Sigma, Steinheim
Duodecilssulfato de sddio, 99%, Sigma, Steinheim

Eter de petréleo, Panreac, Barcelona

Ferrocianeto de potassio, Sigma, Steinheim
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Floreto de potassio, 99,5%, Fluka, Steetze

Fluoreto de fenilmetilsulfonil, 99%, Fluka, Steetze

Dinucledtido de nicotinamida e adenina fosfato (dissodico), 97,8%, Calbiochem, La
Jolla

Dinucledtido de nicotinamida e adenina fosfato de, 98%, Sigma, Steinheim
Glucose-6-fosfato, Sigma, Steinheim

Goma acacia, Sigma, Steinheim

Hidrofenofosfato de potassio, 99,5%, Merck, Dramstadt

Hidrogenofosfato de sodio, 99%, Merck, Dramstadt

Hidrogenocarbonato de sédio, 99,5%, Sigma, Steinheim

Hidroxido de sodio, 98%, Panreac, Barcelona

Metanol, Sigma-Aldrich, St. Louis

Molibdato de amoénio, Riedel-deHaén, Hanove

Piridina, VWR Prolabo, Carnaxide

Terra Diatomaceas, Dionex, Sunnyvale

Trifluoreto de boro, 10%, Fluka, Steinheim

Tris(hidroximetillaminometano, Acros Organics, New Jersey
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao dos animais

Neste trabalho utlizaram-se 10 exemplares de lampreia marinha (Petromyzon
marinus L.) por cada bacia em estudo: Minho, Vouga, Tejo e Guadiana para caracterizar o
perfil da composicdo em acidos gordos dos lipidos neutros e polares do figado, assim como,
das actividades enzimaticas reguladoras da lipogénese, da lipolise, alongases, insaturases e
de biotransformacdo do reticulo endoplasmatico do tecido hepético, tendo em vista
caracterizar fenotipicamente os agnatas em estudo.

Assim, as caracteristicas biométricas dos animais utilizados foram determinadas e

encontram-se no Quadro 2.

Quadro 2 — Caracteristicas biométricas dos animais em estudo (os valores correspondem a n=10;
MédiatSE).

CT CT CT CT
(mm) PT () Sexo (mm) PT (9) Sexo (mm) PT (9) Sexo (mm) PT (9) Sexo
808 1051 F 873 1251 M 801 897 M 941 1384 M
859 1088 F 934 1455 F 819 886 F 909 1319 M
818 912 F 909 1432 M 903 1333 M 861 1311 F
819 1133 F 929 1322 M 847 1108 M 925 1300 M
919 1343 F 922 1348 F 883 1180 F 789 1026 M
878 1107 M 913 1381 M 844 1074 F 950 1806 M
967 1469 M 918 1450 F 922 1402 M 877 1335 F
904 1303 M 900 1247 M 639 991 M 869 1159 F
833 1106 M 901 1220 F 833 1023 F 906 1368 F
828 933 M 878 1208 M 876 1365 M 902 1295 M

Média (+ se) Média (+ se) Ratio Média (+ se) Ratio Média (+ se) Ratio

SExo SEX0 Sexo Sexo

863 1145 1 908 1331 s 837 1126 1= 893 1331 ’
(#53)  (x178) (£20) (£96) (£79) (£189) (£47) (£198)

Os resultados das caracteristicas biométricas apresentados foram ainda
submetidos a analise estatistica que mostrou a existéncia de diferencas significativas (p <
0,05) para o comprimento total (CT) entre os animais do Tejo e do Vouga (Quadro Al) e
para o peso total (PT) entre os animais do Tejo e Vouga, bem como, entre os animais do

Vouga e Minho (Quadro Al). Observou-se ainda que as lampreias mais pequenas foram
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capturadas na bacia hidrografica do Vouga com um comprimento médio de 837 mm e com
um peso meédio de 1126 g, enquanto as maiores foram capturadas na bacia hidrografica do
Tejo com um comprimento médio de 908 mm e com um peso médio de 1331 g.

4.2. Determinac¢do do perfil em acidos gordos

O perfil dos acidos gordos dos lipidos neutros e polares do figado encontra-se
registado no Quadro 3.

De modo geral, os individuos das quatro bacias hidrogréficas apresentaram um perfil
idéntico de &cidos gordos, no qual se verificou que os monoinsaturados foram os mais
representativos (40,79 %-56,26 %) sendo seguidos pela classe dos acidos gordos saturados
(33,67 %-45,33 %) e por ultimo pela classe dos &acidos gordos polinsaturados (4,36 %-17,12
%) quer ao nivel dos lipidos neutros quer dos lipidos polares. Contudo, para a classe dos
polinsaturados verificou-se uma maior oscilacdo de valores quer para a fraccdo neutra quer
para a fraccdo polar. Os animais da bacia hidrografica do Guadiana revelaram os valores
mais elevados de acidos gordos polinsaturados na frac¢do neutra (17,1 %). A nivel da
fraccdo polar os valores foram mais homogéneos tendo variado entre um minimo de 6,1% e
um maximo de 10,76%. Os acidos gordos polinsaturados mais representativos foram os w3
nomeadamente o C22:6w3 (DHA), o C20:5w3 (EPA) e 0 C22:5w3 (DPA).

Os nossos resultados revelaram ainda que a propor¢éo dos trés acidos referidos
anteriormente oscilou entre 54,7 % e 83,2 % do total de polinsaturados sendo maior na
fracgdo neutra do figado. A percentagem de EPA e DHA demonstra a dominéancia do DHA
sobre o EPA (DHA/EPA). A razdo DHA/EPA é maior na fracgdo polar do que na fracgéo
neutra com a excepcao para as lampreias da bacia hidrogréfica do Minho.

A proporgdo de w3 em relagdo w6 (w3/w6) encontra-se igualmente expressa no
Quadro 3, distanciando-se muito dos valores desta razdo revelado pelos animais marinhos,
0s quais oscilam entre 4,7 e 14,4 (Hendersen e Tocher, 1987). Contudo, os valores
referenciados pelos autores anteriores sao geralmente caracteristicos dos triacilglicerois da

musculatura e portanto muito influenciados pela dieta.
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Quadro 3 — Acidos gordos identificados (neutros e polares) nos animais em estudo para as bacias hidrogréaficas do Guadiana, Tejo, Vouga e

Minho.
Acidos
Gordos LN Lp

Guadiana Tejo Vouga Minho Guadiana Tejo Vouga Minho
c8o | e 0,004+0,007 0,010+0,009 0,007+0,010 | | = - | e e
C10:0 1,230+1,2 0,814+0,749 0,903+0,678 0,647+0,518 0,158+0,142 0,357+0,170 0,322+0,243 0,261+0,145
(o3 (o J I — 0,005+0,008 0,008+0,008 0,003+0,008 | | - | e e |
C12:0 0,338+0,185 0,460+0,119 0,551+0,396 0,615+0,249 0,203+0,174 0,352+0,080 0,335+0,131 0,418+0,097
C13:0 0,413+1,032"°" | 0,057+0,093" 1,552+0,917% 1,306+0,937% | | = e 0,154+0,289 0,274+0,163 0,156+0,141
C14:0 8,766+2,677 | 11,757+2,335 13,417+5,813 13,734+6,492 7,201+3,439 8,530+1,134 8,824+2,469 9,049+1,799
C15:0 0,044+0,031 0,096+0,212 0,075+0,048 0,008+0,021 0,037+0,049 0,077+0,146 0,060+0,036 | = -
C16:0 21,13745,529 | 22,620+1,749 21,242+6,112 19,322+6,889 25,230+8,277 | 18,168+2,688 | 29,238+9,606" 23,247+6,057
C17:0 0,086+0,057° | 0,050+0,097 0,001+0,002" 0,090+0,062 0,060+0,075 0,042+0,094 0,051+0,042 0,010+0,031
C18:0 2,008+1,524 2,494+1,092 2,009+2,134 1,330+0,855 10,473+4,346™ | 4,437+0,627%° | 7,913+2,675" 5,806+1,370
C20:0 0,142+0,299 0,174+0,115 0,163+0,147 0,064+0,063 0,526+0,178 0,418+0,200 0,392+0,237 0,047+0,100
C22:0 0,291+0,349 0,200+0,243 0,137+0,127 0,077+0,094 0,374+0,352 | = - 0,309+0,183 0,392+0,224
C23:0 0,466+0,441 0,111+0,167 0,070+0,139 0,166+0,315 0,567+0,387 0,715+0,431 0,157+0,118 0,302+0,534
C24:0 0,289+0,302 0,055+0,069 0,206+0,165 0,106+0,109 0,500,363 0,481+0,416 0,259+0,252 0,662+0,408
¥ SFA 35,21 38,90 40,34 37,47 45,33 33,67 48,13 40,35
MUFA
c14:1 0,583+0,305 0,701+0,133 0,932+0,635 0,960+0,351 0,275+0,206 0,469+0,189 0,385+0,214 0,502+0,131
Ci15:1 0,002+0,005™ 0,010+0,015 0,012+0,012% | | | e | e
ci16:1 28,664+9,093 | 33,869+5,251 34,905+6,165 30,206+11,547 18,092+4,045™ | 25,353+1,563 | 19,780+4,338" 21,584+3,961
c17:1 0,183+0,061 0,174+0,296 0,245+0,157 0,055+0,078 0,155+0,194 0,149+0,378 0,068+0,077 0,158+0,103
C18:109c 15,063+8,047 | 19,882+6,455 15,069+10,128 22,330+12,826 20,006+3,115 | 22,806+1,273 | 17,813+2,675 19,982+3,581
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C20:109 0,541+0,376 0,974+0,851 0,644+0,385 0,257+0,293 0,951+0,492¢ | 1,325+0,672 | 1,027+0,367™ 0,572+0,159™
C22:109 0,520+0,423 0,246+0,259 0,400+0,148 0,291+0,279 0,537+0,287"° 0,559+0,218° | 0,215+0,079"" 0,611+0,192°
C24:109 0,969+0,848 0,414+0,332 0,589+0,480 0,433+0,260 1,227+0,672 1,461+0,721 1,499+1,393 0,702+0,579
3 MUFA 46,53 56,26 52,79 54,54 41,24 52,12 40,79 4411
PUFA

C18:206 0,438+0,116 0,51620,366 0,591+0,426 0,426+0,153 0,129+0,105 0,175+0,031 0,166+0,076 0,273+0,102
C18:306 0,123+0,167 0,010+0,017 0,019+0,021 0,03420,0473 | | o | e 0,030+0,063
C18:303 0,170+0,144 0,044%0,045 0,070+0,032 0,079+0,062 0,04620,069"" | 0,046+0,064° | 0,071+0,089" 0,064+0,076 %
C20:2 0,455+0,865 0,174+0,273 0,052+0,087 0,074+0,076 1,156+1,629"° 1,255+1,09° | 0,032+0,037"% 0,076+0,187
C20:306 0,307+0,291 0,085+0,126 0,089+0,111 0,095+0,123 0,168+0,240 0,428+0,330 0,006+0,007 0,454+0,889
C20:303 0,106+0,248 0,020+0,022 0,189+0,235 0,085+0,111 0,058+0,162 0,10820,162 1,505+1,092 2,11042,444
C20:406 2,3350,806™ | 0,637+0,383 0,128+0,072" 0,351+0,712" 1,714+1,955 1,781+0,914 | = - 0,146+0,209
C20:503 3,468+1,287° | 0,720+0,396 ™ 1,278+1,0602 1,033+1,743"% 1,732+2,395 1,334+0,482 1,130+0,464 2,574+2,117
(EPA)

c22:2 0,051+0,145™ | 0,078+0,061 *° 0,048+0,066 ™ 0,081+0,118** 0,650+0,436 0,601+0,587 0,100%0,181 0,308+0,742
C22: 503 4,593+2,160 " | 1,017+0,537 1,560+1,249 1,739+1,357+ 1,662+1,682 2,034+0,918 1,220+0,507 2,213+1,521
C22:603 5,069+2,430° | 1,058+0,5917 1,874+1,470™ 2,395+2,034*® 1,995+2,428 1,931+0,633 1,856+1,222 2,509+1,928
(DHA)

s PUFA 17,12 4,36 5,90 7,29 9,31 9,69 6,09 10,76

3 UNSAT 63,65 60,62 58,69 61,83 50,55 61,81 46,88 54,87

3 SAT/ S 0,55 0,64 0,69 0,61 0,90 0,54 1,03 0,74
UNSAT

T 03 13,41 2,86 4,97 6,23 5,49 5,45 5,78 9,47

T 06 3,20 1,25 0,83 0,91 2,01 2,38 2,0 0,90

T 03/ % 06 4,19 0,22 5,99 6,88 2,73 2,29 2,89 10,52
DHA/EPA 1,46 1,47 1,47 1,24 1,15 1,45 1,64 0,97
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Com vista a identificar qual das varidveis independentes (género ou bacia
hidrogréfica) diferenciavam o perfil dos acidos gordos dos lipidos polares e neutros do
figado foi realizado uma MANOVA.

Os testes multivariados revelaram que o género ndo exercia efeito significativo (p >
0,05) na composicéo relativa dos &cidos gordos dos lipidos neutros do figado enquanto o
factor bacia hidrografica desempenhava um efeito altamente significativo (p<0,001) no perfil
lipidico dos lipidos neutros. A interaccdo género*bacia hidrografica ndo revelou qualquer
efeito significativo no perfil de acidos gordos dos lipidos neutros. Quer o género quer a
interaccdo género*bacia hidrogréafica também néo revelaram qualquer efeito significativo (p >
0,05) para o perfil em acidos gordos dos lipidos polares do figado, sendo novamente a bacia
hidrografica o factor determinante.

Ao nivel do perfil dos acidos gordos dos lipidos neutros observaram-se diferencas
significativas entre os animais das varias bacias hidrograficas (Quadro 3). Para as classes
de acidos gordos saturados e monoinsaturados apenas o0s acidos gordos de cadeia impar
revelaram diferencas significativas (p <0,05). As diferencas mais interessantes foram,
contudo, verificadas para a classe dos acidos gordos polinsaturados, observando-se que 0s
animais do Guadiana apresentaram as maiores proporcoes relativas de C20:4w6; C20:5w3;
C22:5w3 e C22:6w3.

Ao nivel da frac¢do polar observou-se que os acidos gordos saturados C16:0 e
C18:0 apresentaram valores significativamente mais baixos (p <0,05) nos animais do Tejo
guando comparados com os animais do Vouga. Ao nivel dos monoinsaturados observou-se
que o C16:1 registou valores mais elevados para as lampreias do Tejo quando comparadas
com os animais do Vouga e do Guadiana e os animais do Minho caracterizaram-se pelos
valores mais baixos de C20:1w9 enquanto os animais do Vouga registaram o valor mais
baixo de C22:1w9. Ao nivel dos acidos gordos polinsaturados as diferencas significativas
registaram-se apenas para 0 C18:3w3, caracterizando-se 0s animais do Tejo e Guadiana
pelos valores mais baixos quando comparados com os animais do Vouga e do Minho.

Os nossos resultados evidenciam que os acidos gordos saturados mais
caracteristicos foram o C16:0 e o C14:0 e os &cidos gordos monoinsaturados mais
representativos foram o C16:1 e o C18:1w9 o que esta de acordo com trabalhos prévios
(Pinela, 2009). O C16:0 é uma fonte de energia metabdlica potencial para a maior parte dos
peixes durante o crescimento e, particularmente, na formacdo das gonadas nas fémeas
(Henderson, 1984). O acido gordo C18:1w9 é igualmente uma importante fonte de energia
metabdlica e estudos de McKenzie (1998) tém sugerido que os acidos gordos em C18:0 sédo
mais importantes que os polinsaturados para o fornecimento de energia para os musculos

envolvidos no processo de natacdo durante as migragbes. Por outro lado, o C18:1w9
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encontra-se também associado a elevados graus de carnivoria (Dalsgaard, 2003) e,
atendendo a que durante a fase parasitica do seu ciclo de vida, as lampreias consomem
sangue e tecido muscular de animais marinhos durante pelos menos 24 meses, isto podera
explicar as elevadas percentagens de C18:1w9 encontradas.

As elevadas proporcdes de C20:5w3; C22:5w3 e C22:6w3 registadas na fraccao
neutra dos animais do Guadiana remetem para a importancia da conservacao destes acidos
como fonte energética para o processo reprodutivo (Tocher, 2003). A elevada proporcao de
C20:4w6 podera indiciar a importancia deste acido como precursor de eicosandides (Tocher

e Sargent, 1987), podendo ser mobilizado da fraccdo neutra para a fracgéo polar.

4.3. Anadlise quantitativa das frac¢oes sub-celulares

4.3.1. Perfil de actividades enzimaticas

Considerando que as actividades enzimaticas, lipoliticas e/ou lipogénicas estdo
intimamente relacionadas com modificagbes fisiologicas na metamorfose de lampreias
considerou-se neste estudo que seria espectavel 0 mesmo acontecer com as lampreias no
inicio da sua fase de migracdo reprodutiva e que essas alteracdes poderiam ser
correlacionadas com fontes nutricionais e/ou modificac6es fisiolégicas subsequentes (Kao,
1997; Kao, 1999; Sheridan, 1998). Pelas razdes expostas anteriormente, seleccionaram-se
para analise cinco actividades enzimaticas hepdaticas: (i) TGL, enzima regulador do
catabolismo lipidico; (ii) ACC, enzima regulador da biossintese de novo nos vertebrados; (iii)
G6PD, regulador da via das pentose fosfato que gera equivalentes redutores sob a forma de
NADPH, necessérios as vias biossintéticas; (iv) alongases e (v) insaturases, devido ao seu
papel nas modificagbes de residuos acilo provenientes da dieta e/ou biossintese de novo
(Capellini, 2008; Brownsey, 2006; Pokalof, 2010).

A Figura 14A mostra-nos que a expressdo funcional do enzima lipogénico ACC
apresenta maiores diferencas significativas (p < 0,01) entre os animais da bacia do Minho e
Guadiana (510 x superior). Por outro lado, os animais da bacia do Vouga e Tejo também
diferem significativamente das lampreias do Guadiana (2 x e 3 x respectivamente), mas nao
diferem entre si. Podemos observar ainda diferencas significativas (p <0,01) entre os
animais do Minho e Vouga (260 x). Deste modo, em termos de actividade acetil-CoA
carboxilase € possivel separar os animais do Guadiana dos animais de todas as outras
bacias, bem como os animais do Vouga e Tejo dos animais do Minho, mostrando-se uma

distribuicdo homogénea dos resultados nos individuos de cada grupo.
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A disponibilizacdo de equivalentes redutores pela via das pentoses fosfato pode ser
inferida a partir da Figura 14B. Nesta podemos observar uma diferenca altamente
significativa (p <0,001) desta actividade catalitica expressa nos animais do Guadiana,
relativamente a determinada em qualquer das outras bacias, onde se revelou 63 x superior a
do Minho, 129 x superior & do Vouga e 16 x superior a do Tejo. Em contrapartida, ndo foram
detectadas diferencas significativas entre o0s animais das restantes bacias, que
apresentaram em qualquer dos casos homogeneidade estatistica no interior de cada grupo.

Os resultados descritos nas Figuras 14A e B sugerem uma interaccdo metabolica
entre 0s enzimas biogénicos analisados apontando para uma maior capacidade de
biossintese de acidos gordos nas lampreias da bacia do Guadiana.

A partir da Figura 14C podemos observar que a actividade TGL das lampreias da
bacia do Guadiana distingue-se significativamente (p <0,01) das actividades TGL dos
animais das restantes bacias. Contudo, a actividade TGL nas lampreias do Vouga
diferencia-se significativamente da mesma actividade catalitica expressa nos animais do
Tejo, ndo diferindo da actividade TGL dos animais do Minho. Acrescente-se ainda, que 0s
animais do Tejo ndo diferem estatisticamente dos animais do Minho, e que os animais do

Tejo e do Guadiana foram os que se distanciaram mais. Assim, a via lipolitica mostrou-se
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mais activa nas lampreias da bacia do Guadiana. No entanto, os animais da bacia do Vouga
também apresentaram actividade lipogénica e lipolitica estatisticamente distinta da que é
observada nos animais do Minho e do Tejo. Pode-se entdo postular que a segregacao
metabdlica evidenciada nos animais do Guadiana, e menos Obvia, nos animais do Vouga
possa ter sido condicionada pela dieta adoptada por cada grupo, na sua fase parasitaria,
altura em que depositaram triacilgliceréis no musculo para mobilizacdo energética a longo

prazo, nomeadamente, durante a fase de migracao reprodutiva.

4.3.2. Alongases e insaturases e fung¢des do reticulo endoplasmatico

As Figuras 15 e 16 mostram que ndo se detectaram diferencas significativas nas
actividades enzimaticas alongases C22:5w3/C20:5w3 e (C20-22:3w3/C18:3w3,
alongase/insaturase C22:6w3/C20:5w3, bem como, entre as actividades enzimaticas
insaturases C16:1w9/C16:0 e C18:1w9/C18:0, estimadas pela razdo produto/precursor de

acidos gordos neutros e polares nas lampreias das quatro bacias estudadas (p <0,05).
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Figura 15 — Actividade enzimatica de alongases C20-22:3w3/C18:3w3 (A) e C22:5w3/C20:5w3 (B)
nos lipidos neutros e polares dos animais em estudo para cada bacia.

Por outro lado, podemos observar ainda que apenas a actividade C20-
22:3w3/C18:3w3 calculada a partir dos acidos gordos de lipidos polares, apresentou valores
muito superiores a 1, enquanto as restantes actividades insaturases e alongases
apresentaram valores a volta de 1, o que significa niveis de actividade muito baixos. De
acordo com March (1993) podemos assumir que nos animais das bacias do Minho, Tejo,

Vouga e Guadiana estariam a ocorrer lesbes degenerativas nas visceras e erosao de
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barbatanas e branquias acompanhadas por dificuldade adaptativa a temperatura ambiental
devido a produc¢ao residual de C22:5w3, C22:6w3; C16:1w9 e C18:1w9, resposta que nos
permite inferir que em termos moleculares as lampreias das quatro bacias estudadas

estariam no mesmo estado de desenvolvimento.
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Figura 16 — Actividade enzimatica

C16:1w9/C16:0 (A), C18:1w9/C18:0 (B) e
C22:6w3/C20:5w3 (C) nos lipidos neutros e
polares dos animais em estudo para cada
bacia.

C22:6w3/C20:5w3
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Considerando que as actividades enziméticas alongases e insaturases, localizadas
no reticulo endoplasmatico, de células hepéticas sao activadas por uma cadeia de
transporte de electrdes membranar - que envolve o citocromo bs e a actividade NADH bs
redutase e que a actividade NADPH citocromo ¢ (P450) redutase assiste ao funcionamento
do sistema citocromo P450, de desintoxicagcdo celular, e que por outro lado € um bom
marcador da fungcdo do reticulo endoplasmatico - existiu a preocupacdo de avaliar se
registavam diferencas significativas no conteiddo hemético da fraccdo microssomal,
eventualmente correlacionavel com a resposta das alongases e/ou insaturases discutida

anteriormente.
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Figura 17 — Concentracdo do hemo (A) da fracgdo microssomal e actividade enzimatica NADPH
(P450) redutase (B) da fraccdo sobrenadante p0s-16000 g do tecido hepético dos
animais em estudo para cada bacia.

Os resultados apresentados na Figura 17 mostram que ndo se determinaram
diferencas significativas (p <0,01) no conteido hematico da fracgdo microssomal. Pode-se
acrescentar ainda que se detectou actividade catalitica NADPH citocromo ¢ (P450) redutase
em niveis de expressao funcional descritos na literatura consultada, facto que confirma a
integridade da fraccdo microssomal preparada. Contudo, também néo foram detectadas
diferencas significativas (p <0,01) desta actividade catalitica nas lampreias das quatro

bacias estudadas.
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5. CONCLUSOES

O perfil em &cidos gordos dos lipidos neutros e polares do figado nédo revelou
diferencas significativas entre géneros, mas mostrou uma distin¢gdo significativa entre os
animais das varias bacias hidrograficas. E de referir ainda que diferencas significativas
foram observadas no perfil de lipidos neutros dos animais da bacia do Guadiana
relativamente as lampreias de outras bacias, sendo os acidos gordos que apresentaram

uma maior proporcao relativa os C20:4w6; C20:5w3; C22:5w3 e C22:6w3.

A actividade catalitica do ACC apresentou diferencas significativas entre as quatro
bacias em estudo, tendo-se destacado os animais da bacia do Guadiana dos animais das
restantes bacias. Contudo, no segundo grupo também se observam diferengcas entre os

animais do Vouga e Tejo semelhantes entre si, mas que diferem das lampreias do Minho.

A actividade G6PD também diferencia significativamente (p <0,01) os animais do
Guadiana dos individuos das outras bacias. No entanto, ndo cria sub-grupos entre os
animais das bacias Minho, Tejo e Vouga como observado com a actividade catalitica
biogénica ACC.

A actividade enzimatica TGL das lampreias da bacia do Guadiana distinguiu-se
significativamente da detectada nos animais das restantes bacias. Todavia, as actividades
TGL permitem distinguir um subgrupo constituido pelas lampreias do Minho e Vouga das
lampreias do Tejo, facto que aponta para maior actividade lipolitica nos animais destas duas

bacias.

No que diz respeito as actividades alongases e insaturases nao se observou
diferencas  significativas nas  actividades de  alongases C22:5w3/C20:5w3
alongase/insaturase C22:6w3/C20:5w3, bem como, entre as actividades C16:1w9/C16:0 e
gue exibiram valores residuais, facto que permite inferir uma taxa muito baixa de producgéo
de C22:5w3, C22:6w3 e C16:1w9 indicadores da ocorréncia lesbes degenerativas e
dificuldades adaptativas a diferenca de temperatura, caracteristicas fisioldgicas

correlaciondveis com o estadio de desenvolvimento das lampreias em estudo.

O contetdo em hemo microssomal hepatico também ndo permitiu detectar
diferencas significativas entre os individuos das quatro bacias estudadas, perfil que esta de

acordo com a maior parte das actividades alongases e insaturases detectadas no reticulo
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endoplasmético indiciador de pouca modificagdo de lipidos da dieta, caracteristica comum

em lampreias em fase inicial da migra¢ao reprodutiva.

Os resultados obtidos mostraram que o perfil de lipidos neutros permitiu subdividir as
lampreias em dois sub-grupos: (i) Tejo e bacias a norte deste e (ii) Guadiana. Considerando
gue os triacilgliceréis sao lipidos de reserva energética acumulados ao longo da vida dos
animais, pode-se supor que as diferencas detectadas, reflectem a dieta adoptada por cada
grupo, em particular a da fase parasitaria, tendo em conta que durante a fase migratéria

reprodutiva as lampreias deixam de se alimentar.

Por outro lado, os enzimas reguladores da lipélise e da lipogénese permitiram-nos de
novo subdividir os individuos estudados em dois sub-grupos semelhantes aos que foram
identificados pelo perfil dos lipidos neutros, embora neste caso, o grupo (i) possa por vezes,
ser subdividido em dois novos sub-grupos: (a) Vouga e Tejo segregado do Minho ou (b)
Minho e Tejo segregados do Vouga. Considerando que alteracdes na expressédo de
actividades enzimaticas reflectem factores intrinsecos do genoma, mas também da
interaccdo do ambiente com o genoma dos animais, pode-se admitir que os sub-grupos (i) e
(ii) detectados pelos dois tipos de parametros poderédo depender de factores nutricionais. No
entanto, os sub-grupos (a) e (b), embora também possam resultar da interaccdo
dieta*genoma, podem depender de outros factores, como caracteristicas geogréficas
particulares de cada bacia.

Os marcadores enzimaticos e de contetudos do reticulo endoplasmético parecem
suportar a hipotese de que todos os animais se encontravam no mesmo estadio de
desenvolvimento, uma vez que ndo se conseguiu detectar diferengas significativas nos

parametros analisados, em que alguns deles indiciam involug&o funcional de alguns tecidos.
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Figura Al — Representacgdo grafica da curva de calibragdo das proteinas, construida a partir de uma
solugéo de BSA de concentragdo conhecida como padréo (50-200 pg/mL).
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Figura A2 — Representacao grafica da curva de calibracdo de fosfato, construida a partir de
uma solucado de hidrogenofosfato de sédio de concentracdo conhecida como padréo.
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Figura B1 — Curvas de reaccdo ACC obtidas para os animais da bacia do Minho (a), Vouga (b), Tejo
(c) e Guadiana (d).
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Figura C1 — Curvas de reaccdo TGL obtidas para os animais da bacia do Minho (a), Vouga (b), Tejo
(c) e Guadiana (d).
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D — Curvas de reac¢cdo G6PD
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Figura D1 — Curvas de reaccdo G6PD obtidas para os animais da bacia do Minho (a), Vouga (b),

Tejo (c) e Guadiana (d).
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E — Curvas de reaccdo CPR
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Figura E1 — Curvas de reaccdo CPR obtidas para os animais da bacia do Minho (a), Vouga (b), Tejo

(c) e Guadiana (d).
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F — Analise Estatistica

Quadro Al — Andlise de variancia (ANOVA) do peso total, comprimento, hemo e actividades
enzimaticas TGL, ACC, G6PD e CPR (p <0,01).

Caract. biom. ou Origem de Soma dos Graus de
Activ.Enzimatica variancia quadrados liberdade Variancia F Sig. (95%)
Inter-grupos 386086,275 3 128695,425 4,452 ,009
PT Intra-grupos 1040586,700 36 28905,186
Total 1426672,975 39
Inter-grupos 30010,875 3 10003,625 3,444 ,027
CT Intra-grupos 104572,000 36 2904,778

Total 134582,875 39

Inter-grupos 8364131,620 3 2788043,873 35,376 ,000
TGL Intra-grupos 2837243,213 36 78812,311

Total 1,120E7 39

Inter-grupos 10114,468 3 3371,489 15,748 ,000
ACC Intra-grupos 7707,439 36 214,096

Total 17821,907 39

Inter-grupos 7557,544 3 2519,181 14,199 ,000
G6PD Intra-grupos 6387,245 36 177,423

Total 13944,789 39

Inter-grupos , 126 3 ,042 337 ,799
Hemo Intra-grupos 4,486 36 ,125

Total 4,612 39

Inter-grupos 108957,733 3 36319,244 1,124 ,352
CPR Intra-grupos 1162967,236 36 32304,645

Total 1271924,969 39
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P A
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Quadro A2 - Analise de variancia (ANOVA) das actividades enzimaticas alongases
C22:5w3/C20:5w3 e C20-22:3w3/C18:3w3, alongase/insaturase C22:6w3/C20:5w3, bem
como, insaturases C16:1w9/C16:0 e C18:1w9/C18:0 (p <0,05).

Activ.Enziméatica (\)/232:10:? Soma dos Céraus de Variancia E Sig. (95%)
quadrados liberdade
Inter-grupos 10,216 7 1,459 9,876 ,000
C16:1w9/C16:0 Intra-grupos 10,640 72 ,148
Total 20,857 79
Inter-grupos 4706,735 7 672,391 2,895 ,010
C18:1w9/C18:0 Intra-grupos 16723,416 72 232,270
Total 21430,152 79
Inter-grupos 3,815 7 ,545 ,993 ,443
C22:6w3/C20:5w3 Intra-grupos 39,514 72 ,549
Total 43,329 79
Inter-grupos 3801,319 7 543,046 1,427 ,208
C20-22:3w3/C18:3w3 Intra-grupos 27405,573 72 380,633
Total 31206,893 79
Inter-grupos 3,217 7 ,460 2,246 ,040
C22:5w3/C20:5w3 Intra-grupos 14,729 72 ,205
Total 17,946 79
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