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Prefacio

O presente trabalho intitula-se: “Determinacdo e utilizacdo do perfil em acidos gordos dos
lipidos totais do musculo cardiaco para caracterizacao de popula¢des de Petromyzon marinus, L. nas
varias bacias hidrograficas portuguesas”, inserido no projecto “Estrutura Genética e Filogenética das
Lampreias (Petromyzontidae): Definicdo de unidades de conservacdo e gestdo” financiado pela
Fundacdo para a Ciéncia e a Tecnologia (PTDC/BIA-BDE/71826/2006). Este projecto resultou da
parceria entre a Universidade de Evora (instituicdo proponente), o Centro de Oceanografia e o
Centro de Biologia Ambiental/Museu Nacional de Histéria Natural (ambas as instituicdes

representadas legalmente pela Fundagdo da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa).

No presente estudo pretende-se averiguar se o perfil em acidos gordos do tecido cardiaco
podera ser considerado um marcador de discriminagdao para as populagdes de lampreia-marinha
(Petromyzon marinus, L.) das varias bacias hidrograficas portuguesas. Como tal, este trabalho é
composto por uma componente tedrica que engloba o primeiro, segundo e terceiro capitulos, uma
parte pratica constituida pelo quarto, quinto e sexto capitulos e uma listagem de todas as referéncias

bibliograficas utilizadas na realizacdo deste estudo.

O primeiro capitulo expde as motivacdes e objectivos definidos para o trabalho. O segundo
capitulo, é formado por uma fundamentacgdo tedrica que descreve o objecto de estudo, a lampreia-
marinha, assim como as principais bacias hidrograficas portuguesas onde ela se encontra e a
legislagdo internacional e nacional. Neste capitulo é ainda feita uma revisdo sobre o metabolismo

lipidico, com especial destaque para os peixes e composi¢do dos acidos gordos no tecido cardiaco.

O terceiro capitulo, referente ao trabalho de campo e laboratorial, descreve a metodologia
utilizada para concretizar os objectivos propostos. A primeira parte corresponde a captura,
amostragem e preservacdo das amostras de tecido cardiaco. A segunda parte descreve o trabalho
laboratorial. O quarto capitulo desta dissertacdo inclui a apresentacdo dos resultados obtidos e o

respectivo tratamento estatistico.

O quinto capitulo inclui a discussdo dos resultados obtidos e enuncia as principais conclusdes

deste trabalho.

No ultimo capitulo é apresentada a lista de referéncias bibliograficas que suportou a

concretizacdo deste trabalho.
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Resumo
Maria Ana Potes Amaral Machado (2010). Determinagdo e utilizagao do perfil em acidos gordos dos
lipidos totais do musculo cardiaco para caracterizagdo de populacdes de Petromyzon marinus, L.
nas varias bacias hidrograficas portuguesas. Tese de mestrado (M. Jodo Lanca e R. Ferreira,
orientadores) Escola de Ciéncias e Tecnologia, Universidade de Evora, Evora, Portugal.

O objectivo principal deste estudo foi a discriminacdo de populacdes de lampreia-marinha
(Petromyzon marinus, L.) em inicio da época de migracdo reprodutora nas bacias hidrograficas
portuguesas — Minho, Lima, Cavado, Douro, Vouga, Mondego, Tejo e Guadiana — utilizando o perfil
em 4dcidos gordos do musculo cardiaco. Os ésteres metilicos dos acidos gordos, obtidos por
esterificagdo dos lipidos totais extraidos, foram identificados e quantificados por cromatografia
gasosa, sendo comparados com os tempos de reten¢do do padrdo externo na presenc¢a do padrdo
interno éster metilico C19:0.

Os acidos gordos predominantes foram os saturados, seguidos pelos monoinsaturados e
poliinsaturados, apresentando maior poder discriminante os acidos gordos C17:0, o C20:1w9, o

C16:0, 0 C20:4w6, o0 C18: w9 e o C14:0.

Apesar da significativa segregacdo entre as amostras provenientes das oito bacias
hidrograficas estudadas ndo é seguro concluir pelo isolamento de cada uma delas. A analise destes

resultados devera ser complementada por estudos genéticos.
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Abstract

Maria Ana Potes Amaral Machado (2010). Determination and use fatty acid profile of total lipids of
heart muscle to characterize populations of Petromyzon marinus, L. in several Portuguese river
basins. Master’s thesis (M. Jodo Lancga e R. Ferreira, orientadores, advisers), Sciences and Technology
School, University of Evora, Evora, Portugal.

The main objective of this study was differentiate sea lamprey (Petromyzon marinus, L.)
populations at the beginning of the reproductive upstream migration, from several Portuguese river
basins — Minho, Lima, Cavado, Douro, Vouga, Mondego, Tagus and Guadiana — using fatty acid profile
of heart tissue. Fatty methyl esters (FAME), obtained by esterification of total lipids extracted, were
identified and quantified through gas chromatography, being compared with external standard

retention times, in presence of internal standards C19:0 methyl ester.

The most representative were saturated fatty acids, followed by monounsaturated and
polyunsaturated fatty acids, and those who presented more discriminating ability were C17:0,
C20:1w9, C16:0, C20:4w6, C18:w9 and C14:0.

Despite the significant segregation between samples from the eight river basins, it’s not safe
to conclude by total isolation of which one of them. Analysis of these results should be

complemented by genetic studies.
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1. Motivacao e objectivos

As lampreias, juntamente com as mixinas, sdo de grande interesse bioldgico na medida em

gue representam o grupo mais antigo de vertebrados, os Agnatha (Le Blanc et al., 1995).

A lampreia-marinha (Petromyzon marinus, L.) é uma espécie ameacada em Portugal. O
declinio da populacdo de lampreia-marinha em territério nacional deve-se fundamentalmente a
sobrepesca e aos obstdculos construidos ao longo dos rios, tal como os acudes e barragens,
causando interrupg¢do no percurso de migragdo e consequente desova e reproducdo (Almeida et al.,
2000; Quintella et al., 2003; ICN, 2006). Estas e outras causas levaram a necessidade de estudar a

biologia e ecologia da lampreia-marinha para posterior conservagao em territdrio nacional

A necessidade de identificar e diferenciar espécies e/ou populacdes de peixes permitiu
desenvolver diferentes metodologias cientificas com base em estudos morfoldgicos, analise de
otdlitos, andlises gendmicas, técnicas de electroforese e electrofocalizagdo de enzimas (Rehbein,
1990; Sundt et al., 1998; Saborido-Rey et al., 2000; Joensen et al., 2000b). Alguns destes métodos,
sdo por vezes questionaveis ou ineficientes na discriminagdo de determinadas populag¢Ges (Grant,
1987; Rehbein, 1990; Sundt et al., 1998; Joensen et al., 2000a). Como tal, o estudo de biomarcadores
bioquimicos, como a caracterizacdo de perfis lipidicos de um tecido e/ou érgdo, tem vindo a ser
proposto como uma possivel ferramenta eficaz na discrimina¢do de populag¢des (Joensen, Steingrund

etal., 2000; Héraldur et al., 2004).

Os lipidos sdao moléculas organicas que nao se encontram sob a forma livre nos tecidos dos
animais. Estes sao constituidos por diferentes combinag¢des de acidos gordos com outros compostos
formando misturas moleculares complexas. A cromatografia gasosa de fase estaciondria tornou-se
uma técnica frequentemente utilizada na area da lipiddmica que permite identificar um amplo
conjunto de acidos gordos nestas misturas complexas e ainda em vdrios tecidos (Grahl-Nielsen, 1999;

Hasselbaink et al., 2002; Hdéraldur et al., 2004).

Num estudo prévio, foi possivel detectar que o musculo das lampreias marinhas presentes na
bacia hidrografica do Tejo apresentava um perfil lipidico diferente em 4acidos gordos
comparativamente ao musculo das lampreias das bacias hidrograficas do Minho e Vouga (Pinela et

al., 2009).

A composicao lipidica do musculo comparativamente com o musculo cardiaco é altamente
influenciada pela dieta e por factores inerentes ao préprio ciclo de vida do animal (Van der Vusse et

al., 1992; Van Bilsen et al., 1998). Neste trabalho procedeu-se a andlise da composicdo relativa em



acidos gordos no musculo cardiaco que apesar de ser caracterizado por uma elevado turnover ao
nivel do metabolismo lipidico exibe um perfil considerado estavel pois conserva a mesma
composicdo em acidos gordos (Joensen and Grahl-Nielsen, 2000; Joensen, Steingrund et al., 2000; De
Windt et al., 2001; Hasselbaink et al., 2002; Otis et al., 2003; Joensen et al., 2004). Assim sendo e,
porque a origem e o destino metabdlico dos acidos gordos no musculo cardiaco dependem do
comprimento da cadeia e do grau de insaturacdo que os caracteriza (Hasselbaink et al., 2002), a
caracterizacdo do perfil em acidos gordos no musculo cardiaco de lampreia-marinha foi realizada nas
principais bacias hidrograficas Portuguesas (Minho, Lima, Cavado, Douro, Vouga, Mondego, Tejo e
Guadiana) com o intuito de averiguar se o perfil em acidos gordos pode ser uma ferramenta na
discriminagdo de populagdes. Neste estudo, tal como no estudo de Otis e Heintz (2003), assume-se
gue a variagao da composicdo em dcidos gordos dentro de uma populagao reprodutora é igual a
variacdo observada entre essa populagdo e outras populagdes em desova, sem controlo por idade,

sexo e maturidade das gonadas (Otis et al., 2003).

Neste trabalho propde-se apresentar a base tedrica essencial a compreensao do ciclo de vida
da lampreia-marinha e seu metabolismo lipidico bem como, a metodologia que permite a
identificacdo e quantificacdo de acidos gordos dos lipidos totais do musculo cardiaco para posterior

discriminacdo inter-populacional nas bacias hidrograficas portuguesas.

1.1. Objectivo geral

Caracterizacdo do perfil em acidos gordos dos lipidos totais do musculo cardiaco de lampreia-

marinha para discriminacao de populag¢des nas principais bacias hidrograficas portuguesas.
1.2. Objectivos especificos

I.  Conhecer
O processo de captura da lampreia-marinha.
O procedimento de dissec¢cdo da lampreia-marinha.
O conteldo em lipidos totais do musculo cardiaco da lampreia-marinha.

A composicdo em acidos gordos dos lipidos totais no musculo cardiaco da lampreia-marinha.

1. Compreender

A influéncia do ciclo de vida, género e localizacdo geografica na composicdo em acidos

gordos do tecido cardiaco da lampreia-marinha.



A metodologia para determinacdo do perfil em &acidos gordos do musculo cardiaco da

lampreia-marinha.

1. Valorizar

O perfil em acidos gordos dos lipidos totais do tecido muscular cardiaco da lampreia-marinha
como possivel marcador natural e ferramenta para a caracterizacdo e discriminacdo inter-

populacional de lampreia-marinha nas principais bacias hidrograficas portuguesas.

Iv. Aplicar

Metodologia de identificagdo e quantificacdo de acidos gordos em tecido cardiaco de

lampreia-marinha em varias bacias hidrograficas portuguesas:

a) Processamento das amostras bioldgicas recolhidas em oito bacias hidrograficas nacionais

(Minho, Lima, Cavado, Douro, Vouga, Mondego, Tejo e Guadiana);

b) Extracgdo de lipidos totais do musculo, saponificagdo e metilagdo;

¢) Anadlise cromatografica dos dcidos gordos dos lipidos totais do musculo cardiaco para a

identificacdo e quantificagao dos acidos gordos dos animais de cada bacia.






2. Fundamento tedrico

2.1. Filogenia e taxonomia da lampreia-marinha

As lampreias sdo vertebrados aquaticos que, juntamente com as Mixinas, pertencem ao
grupo dos cicléstomos (cyklos, circular, e stoma, boca) e sdo representantes da divisao Agnata
(gnathos, mandibula), por apresentaram o aparelho bocal com formato circular e desprovido de
mandibula (Hardisty, 1986b).

Em Portugal, existem trés espécies de lampreia: a lampreia-marinha (Petromyzon marinus,
Linnaeus. 1758), a lampreia de rio (Lampetra fluviatilis Linnaeus, 1758) e a lampreia de riacho
(Lampetra planeri Bloch, 1784) (Baldaque da Silva, 1891; Nobre, 1932; Almaca et al., 1988; Almaca et
al., 1991; Almaga, 1995). As primeiras duas espécies sdo parasitas e anadromas e a Uultima é

holobidtica e ndo parasita, habitando estritamente em ambiente de dgua doce (Hardisty, 1986b).

Fig. 1- llustra¢do da lampreia-marinha (autoria de Brigida Machado).

A lampreia Petromyzon marinus L. é classificada segundo a seguinte posicdo filogenética

descrita por Nelson (2006):
Filo Chordata
Subfilo Craniata
Superclasse Petromyzontomorphi
Classe Petromyzontida
Ordem Petromyzontiformes
Familia Petromyzontidae
Subfamilia Petromyzontinae
Género Petromyzon
Espécie Petromyzon marinus

As lampreias distinguem-se dos restantes peixes, pelo facto de ndo possuirem
verdadeiras maxilas ou apéndices pares, razdo pela qual sdo colocadas na super-classe

Petromyzontomorphi (Nelson, 2006). O género Petromyzon compreende apenas a espécie



anadroma e parasita P. marinus (Quintella, 2006). Considera-se como espécie anadroma
aquela em que parte do seu ciclo de vida é passado em ambiente marinho e a outra parte em

agua doce, na qual sobe os rios para acasalar e desovar (Hardisty et al., 1971a).
2.2. Distribuicao geografica da lampreia-marinha

A lampreia-marinha distribui-se em ambas as costas do Oceano Atlantico. Na América do
Norte, sdo encontradas lampreias marinhas desde Labrador até Florida, e uma forma holobidtica
(ndo migradora) nos Grandes Lagos da América do Norte (Applegate, 1950; Smith, 1971; Pearce et
al., 1980; Smith et al., 1980).

Na Europa, a lampreia-marinha distribui-se desde o mar Barents até ao mar Mediterraneo.
No Norte da Europa, nas zonas costeiras da Noruega e Suécia e, até mesmo, em algumas zonas no
mar Baltico sdo encontradas esporadicamente lampreias marinhas, no entanto, sdo raras na costa da
Finlandia e na desembocadura de alguns nos rios da Poldnia (Penczak, 1964; Hubbs et al., 1971;
Witkowski, 1992; Saat et al., 2002). Nos rios da Europa central a sua existéncia reduz-se a um menor
numero de individuos ou mesmo a sua completa extingdo (Freyof, 2002; Lusk et al., 2002). Nas ilhas
britanicas as populagGes mais significativas sdao as do sudoeste da Inglaterra, dos rios que drenam
para o canal da Bristol e ao sul do Pais de Gales. Nos rios da Europa Ocidental que drenam para o
Atlantico as lampreias marinhas encontram-se em abundancia. E comum nos rios na Peninsula
Ibérica embora tenha vindo a ficar restrita as desembocaduras dos rios (Hardisty, 1986b). No Mar
Mediterraneo existem relatos da presenga de lampreias marinhas até a costa da Albania no mar
Adriatico e a volta da Malta, Cdérsega e Sicilia assim como a costa noroeste africana (Economidis et

al., 1999; Doadrio, 2001; Povz, 2002; Holcik et al., 2004).
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Fig. 2 — Distribuigdo geografica mundial da lampreia-marinha (mapa desenhado de acordo com a informagdo
fornecida por (Beamish, 1980; Maitland, 1980; Hardisty, 1986b; Halliday, 1991; Dempson et al., 1993; Economidis et al.,
1999; Hol¢ik et al., 2004).



Em Portugal, a lampreia-marinha é encontrada em todas as principais bacias hidrograficas,
sendo mais abundante nas regides do norte e centro do pais. A lampreia marinha é muito abundante
no rio Minho, Mondego e Tejo, e comum nos rios Lima, Neiva, Cadvado, Ave, Douro, Vouga e
Guadiana (Figura 1). De acordo com estudos recentes, as populacdes dos rios Neiva e Ave
extinguiram-se ao longo do século passado (Almeida, Quintella, Dias et al., 2002; Almeida, Silva et al.,
2002; Quintella et al., 2003; Rogado et al., 2005). No rio Minho, o limite superior na migracdo da
lampreia-marinha é a barragem de Friera, em territério espanhol. Os tributarios Mouro, Gadanha e
Coura sdo comummente utilizados por adultos para desovar e como locais de crescimento das larvas.
No rio Lima, a lampreia-marinha é comum até ao primeiro obstaculo intransponivel, a barragem de
Touvedo. Os tributarios Estordos e Vez sdao também usados como habitats de desova e crescimento
de larvas (dados ndo publicados). No rio Cavado, a lampreia-marinha encontra-se presente em
numero reduzido abaixo da barragem de Peniche. O rio Douro é bloqueado pela barragem de
Crestuma-Lever, no entanto, todos os anos a lampreia-marinha é capturada abaixo e acima deste
obstaculo (dados ndo publidados). No rio Vouga, e depois de passar a lagoa salobra “Ria de Aveiro, a
lampreia-marinha é detida pela barragem de Grela que é um obstaculo incontornavel. No entanto,
est3o presentes nos tributarios Caima e Agueda. No rio Mondego, desde a construcdo da barragem
Acude-Ponte, a lampreia-marinha é forcada a completar o seu ciclo de vida até a extensao de 35 km
da foz do rio (Quintella et al., 2003). Em anos de sobre-nutricdo, é possivel encontrar lampreia em
alguns tributdrios, denominados rio Ceira e Alva (Almeida, Quintella, Dias et al., 2002). No rio Tejo, as
lampreias podem ser encontradas abaixo da barragem de Belver, no tributario rio Zézere até a
barragem de Castelo de Bode. No rio Guadiana, esta espécie migra até a falha “Pulo do Lobo” (dados

nao publicados).
2.2.1. Caracterizac¢ao das principais bacias hidrograficas de Portugal

Como o presente estudo pretende identificar e quantificar acidos gordos que fazem parte da
constituicdo do conteudo lipidico do musculo cardiaco de lampreias marinhas foi essencial conhecer
e caracterizar as bacias hidrograficas portuguesas das quais se extrairam os individuos utilizados

neste estudo.

O rio Minho é um rio internacional partilhado por Portugal e Espanha. Este nasce em
Espanha, na serra de Meira a uma altitude de 750 m e desagua em Portugal, no oceano Atlantico,
apds um percurso de 300 km. O troco internacional tem uma extensdo de 70 km. Em Espanha, os
principais afluentes da margem direita do rio Minho, de montante para jusante, sdo os rios Tamoga,
Ladra, Avia, Tea e Louro. Na margem esquerda localizam-se os rios Neira, Sil e Arnoya. Em Portugal,

os principais afluentes, de montante a jusante, sdo os rios Trancoso, Mouro, Gadanha e Coura e que



se localizam na margem esquerda. A parte portuguesa da bacia hidrografica do rio Minho localiza-se
no extremo noroeste de Portugal, entre as coordenadas 41° 45’ e 43°40’ N e 6°10’ e 8°55’ O. A area
da bacia hidrogréfica do rio Minho é de 17 080 km?, dos quais 800 km? (cerca de 5%) situados em
territorio portugués. A precipitacdo média anual é de 1 600 mm, a evapotranspiracdo média anual
700 mm no litoral e 850 mm no interior e o escoamento médio anual (foz do rio Mouro) é de 600
mm. O caudal médio do ano mais seco (1975/76) foi de 127 hm* e o caudal médio do ano mais

hamido (1987/88) foi de 501 hm* (INAG, 1999c).

O rio Lima nasce em Espanha, na serra de S3o0 Mamede a cerca de 950 m de altitude, tem
cerca de 108 km de extensdo, dos quais 67 km em territério portugués e desagua em Viana do
Castelo. O rio esta localizado no noroeste de Portugal e as suas coordenadas sao 41° 40’ N e 08°50’
0. A bacia hidrografica do Lima tem uma superficie de aproximadamente 2 450 km?, dos quais cerca
de 1 140 km? (46,5%) em territério portugués. Nos afluentes na margem direita destacam-se os rios
Castro Laboreiro, Labruja e Estordes e na margem esquerda o rio Queijais, Considerando a totalidade
da bacia do rio Lima, verifica-se que o escoamento anual médio a entrada de Portugal é de cerca de 1
598 hm” e que na foz é de 3 304 hm”. Estima-se uma precipitacdo média anual na bacia de 2 333 mm,
correspondendo a 5 574 hm®. Deste volume, 2 270 hm? perdem-se por evaporagdo e 2 776 hm’
infiltram-se, recarregando aquiferos. Resulta, portanto, um escoamento superficial imediato de 528

hm?®. Dos 2 776 hm? que se infiltram, surgem a superficie 2 776 hm?, perfazendo um escoamento

superficial total de3304 hm? (INAG, 2000b).

O rio Cavado é um rio do norte de Portugal que nasce na Serra do Larouco, a uma altitude de
cerca de 1520 m, passa perto de Braga, Barcelo e desagua no Oceano Atlantico junto a Esposende,
apdés um percurso de 135 km. A bacia hidrografica do rio Cavado é limitada, a norte, pela bacia
hidrografica do rio Lima e, a Este e Sul, pelas bacias do rio Douro e do rio Ave. A bacia estd situada
segundo as coordenadas 41°32'28"N, 8°47'36" O e tem uma drea de 1600 km2. Os principais
afluentes sdo os rios Homem, Rabagdo e Saltadouro. O escoamento anual na foz do rio Cavado é, em
média, de 2 125 hm?®. Estima-se uma precipitacio média anual na bacia de 2 169 mm,
correspondendo a 3 500 hm?>. Desta quantidade de 4dgua, 1 375 hm> perdem-se por evaporagdo e 1
755 hm? infiltram-se, recarregando os aquiferos. Resulta, portanto, um escoamento superficial
imediato de 370 hm?>. Os 1 755 hm? que se infiltram, surgem a superficie, perfazendo um escoamento

superficial total de 2 125 hm?® (INAG, 2000a).

A bacia hidrografica do rio Douro estd compreendida entre os paralelos 40°20’ e 43°10’ N e
os meridianos 01°43’ e 08°40" O, cortando longitudinalmente a Peninsula Ibérica e com orientagédo
dominante Este-Oeste. A sua area total é de 97 603 km®, dos quais 18 643 km? (19,1%) em territdrio
Portugués e 78 960 km” (80,9%) em territdrio Espanhol. O rio Douro nasce na serra de Urbion
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(Cordilheira Ibérica), a cerca de 1 700 m de altitude. Ao longo do seu curso de 927 km até a foz no
oceano Atlantico, junto a cidade do Porto, atravessa o territério espanhol numa extensao de 597 km,
seguidamente serve de fronteira ao longo de 122 km, sendo os ultimos 208 km percorridos em
Portugal. Os principais afluentes do rio Douro em territério espanhol sdo, na margem esquerda os
rios Rituerto, Riaza, Duratén, Cega, Pisuerga, Adaja, Zapardiel, Trabancos, Tormes e Huebra, na
margem direita, os rios Valderaduey e Esla. Os principais afluentes em territério portugués sao, na
margem esquerda os rios Agueda, Coa, Torto, Tavora, Tedo, Varosa, Teixeira, Cabrum, Bestanca,
Paiva e Arda, na margem direita, os rios Sabor, Tua, Pinhdo, Corgo, Varosa, Tamega, Sousa e Tinto

(INAG, 1999a).

A area da bacia hidrografica do rio Vouga é de 3 645 km? e situa-se entre as coordenadas
40° 41'N, 8°40'0. O rio Vouga localiza-se na regido central de Portugal, nasce a 864 metros de
altitude, na Serra da Lapa, mais concretamente no chamado Chafariz da Lapa, situado na freguesia
de Quintela, concelho de Sernancelhe, Distrito de Viseu. O seu percurso é, predominantemente, feito
de Leste para Oeste tendo um total de 148 quildmetros de extensdo. Os seus principais afluentes sdo
Sul, Mau, Antua e Caima, na margem direita e Agueda na margem esquerda. E represado pela
barragem de Ribafeita. A precipitagdo média anual é de 1390 mm, evapotranspiracao média anual de
790 mm, escoamento médio anual de 600 mm, afluéncia média anual de 2223 hm?, o caudal no més

mais seco é 1098 hm? e o caudal no més mais humido é 2670 hm? (INAG, 1999f).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Rio_Rituerto
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rio_Riaza
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rio_Durat%C3%B3n
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rio_Cega
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rio_Pisuerga
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rio_Adaja
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rio_Zapardiel
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rio_Trabancos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rio_Tormes
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rio_Huebra
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rio_%C3%81gueda_%28Douro%29
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Fig. 3 — llustracdo das bacias hidrograficas Portuguesas Minho, Lima, Cavado, Douro, Vouga, Mondego, Tejo e
Guadiana e respectivos afluentes (adaptado de http://geoapoio.files.wordpress.com/2009/04/rios.jpg).

A bacia hidrografica do rio Mondego, a segunda maior bacia integralmente nacional, situa-se
na regidao centro de Portugal, sendo limitada pelos paralelos 39°46’ e 40°48’ Norte e os meridianos
7°14’ e 8°52’ Oeste. O rio Mondego nasce na Serra da Estrela a 1547 m de altitude, percorrendo
cerca de 300 km até desaguar no Oceano Atlantico junto a Figueira da Foz. A area da bacia
hidrografica do rio Mondego é de 6 645 km?2. Os principais afluentes sdo o D3o, na margem direita e

Pranto, Arunca, Ceira e Alva na margem esquerda. A precipitacdo média anual é de 1123 mm, a
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evapotranspiracdo média anual é 720 mm, o escoamento médio anual é 403 mm, a afluéncia média
anual é 2700 hm>. O caudal médio no més mais seco é de 15 hm® e o caudal médio no més mais

hamido é de 530 hm? (INAG, 1999d).

A bacia do Tejo, cobrindo uma superficie de cerca de 80 629 km?, no seu total, dos quais 24
800 km? (29,8%) em Portugal, apresenta-se como um largo corredor no centro-este da Peninsula com
cerca de 700 km de comprimento e largura média da ordem dos 120 km, sendo a zona central (em
Castela-a-Nova e Estremadura espanhola) mais estreita. As coordenadas da bacia do Tejo situam-se
de 38° até 41°N e de 01° até 10°0. A nascente localiza-se perto de Albarracin, a cerca de 1600 m de
altitude). Nesse corredor de 700 km de extensdo instala-se o curso principal do Tejo, com cerca de
1100 km, dos quais 230 km em Portugal e 43 km de fronteira. Os seus principais afluentes em
Portugal sdao, na margem direita: Zézere e esquerda: Sorraia. O valor anual médio da precipitacao

sobre a bacia do rio Tejo de, aproximadamente, 870 mm (INAG, 1999¢).

A bacia hidrografica do rio Guadiana (37° até 40°N e 02° até 08°0) abrange uma superficie
total de 66 800 km?, dos quais 55 220 (83%) em Espanha e 11 580 (17%) em Portugal. O rio Guadiana
nasce nas lagoas de Ruidera em Espanha, a 1700 m de altitude, desenvolvendo-se ao longo de 810
km até a foz, no oceano Atlantico, entre a cidade portuguesa de Vila Real de Santo Antdnio e a
cidade espanhola de Ayamonte. Em Portugal, o rio tem um desenvolvimento total de 260 km em
Portugal, dos quais 110 km delimitam a fronteira. Os seus principais afluentes em Portugal sdo, na
margem direita: Dejebe e Ribeira do Vascdo e, na margem esquerda o Guadiana Alto. A distribuicdo
da precipita¢cdo anual média é bastante uniforme, estando normalmente compreendida entre 500 e
600 mm. A evapotranspiracdo anual varia entre 1200 mm em Contenda e Vila Real de Santo Anténio
e 1300 mm em Ameixial, Castro Verde e Beja. O escoamento médio anual em regime natural gerado
na totalidade da bacia do Guadiana ronda 6 700 hm?, dos quais 1 820 hm?3 s3o provenientes da parte

nacional (157 mm) e 4 900 hm3 (89 mm) da parte espanhola. (INAG, 1999b).
2.3. Ciclo de vida da lampreia-marinha

A lampreia-marinha segue um ciclo de vida anddromo, dividido em duas fases, a fase larvar
de agua doce e a fase adulta em ambiente marinho. O desenvolvimento da fase larvar apresenta
estagios metamorficos (Youson et al., 1979) que transformam larvas microfagicas, que se alimentam
por filtracdo (algas - diatomdceas), em jovens peldgicos parasiticos - que vivem em ambiente
marinho (forma anadroma) (Hardisty, 1979; Doadrio, 2001)). Nos rios habitam locais com fundos
pedregosos e de gravilha, preferindo dguas limpidas e oxigenadas, pouco profundas e de corrente
fraca. As zonas estuarinas sdo utilizadas na subida e descida para o mar, funcionando como corredor
migratorio. Quando adultas migram para o mar/oceano onde iniciam a fase de crescimento e
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apresentam uma alimentacdo hematéfaga. Quando retornam ao ambiente de agua doce, com fins
reprodutivos, deixam de se alimentar (Doadrio, 2001). Ndo foi detectada em albufeiras (Ferreira et

al., 2002).

As lampreias marinhas sdo animais didicos, a fecundacdo é externa e o desenvolvimento é
indirecto. Ha passagem por um estdgio larva, chamado amocete, cujas larvas sdo desprovidas de
olhos e de dentes. A duracdo desta fase, iniciada apds a fecundacao, pode variar entre diferentes
regioes com distintos regimes climaticos (Beamish et al., 1975; Beamish, 1980; Morkert et al., 1998).
Em Portugal, a fase larva dura aproximadamente quatro anos (Quintella et al., 2003), permanecendo
os amocetes enterrados em fundos de areia ou gravilha (Doadrio, 2001). Os amocetes jovens, com
aproximadamente 7 mm de comprimento, absorvem o contelddo do ovo e, ao fim de 18 a 21 dias

apos desova, e emergem dos ninhos.

Acasalamento
Abril até Junho

Construgdo do ninho

Fase larvar

‘ D Incubagdo

Migrag¢do contra a corrente
Maio a Dezembro | 123 semanas

Emergéncia dos amocetes

Ambiente marinho Migragdo a favor da corrente
Fase parasita 2-3 anos

| ’ nadar 3 deriva
Larvas

Migragao a favor da corrente Habitat larval em 4-5 anos
Fase ndo tropica de Outono a Dezembro

\\\
Fase adulta

{

/
R = Metamorfose

Agosto a Fevereiro.
Pico em Outubro e Novembro

)

Fig. 4 — Esquema do ciclo bioldgico da lampreia-marinha (Adaptado de Quintella, 2006 por Brigida Machado)

Os amocetes dispersam-se ao longo do rio a favor da corrente e, sob influéncia do
abrandamento da corrente, depositam-se em dareas de substrato fino, onde podem ficar durante
varios anos. Os amocetes alimentam-se por filtracdo e de um modo ndo selectivo, na sua maioria
microrganismos e particulas organicas (Hardisty et al., 1971b) mas também algas (diatomaceas),
detritos, protozodrios, nematodes e rotiferos.
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Nos rios Portugueses, os amocetes, com 160 mm de comprimento médio, desenvolvem a
metamorfose durante o periodo de Agosto/Setembro até Janeiro/Fevereiro (Quintella et al., 2003).
Apds um periodo de dois a cinco anos em agua doce e dependendo da localizacao, a larva sofre um
processo de metamorfose para a forma adulta, adaptada ao ambiente marinho (Applegate, 1950;
Potter, 1980; Quintella et al., 2003). Em territério nacional o processo de metamorfose desencadeia-
se no periodo entre Agosto/Setembro até Janeiro/Fevereiro e esta associado com o comprimento
médio do animal que é aproximadamente 140mm (Quintella et al., 2003). Este processo depende das
reservas lipidicas do animal, que serdo usadas como fonte primaria no periodo nao tréfico, e da
variacdo da temperatura da agua. Assim torna-se necessdria a acumulagdo de reservas de energia
suficientes para o metabolismo basal e para os rearranjos teciduais inerentes ao processo
metamoérfico. No fim da metamorfose, as larvas transformadas exibem adapta¢des morfoldgicas,
fisioldgicas e bioquimicas (Youson, 1980) antes de entrar no lago ou oceano (Beamish, 1980). Na
larva pré-metamorfica acontece uma acumulagdo prenunciada de lipidos em drgaos especificos e a
subsequente mobilizacdo de lipidos ao nivel de todo o corpo. Ao nivel da estratégia metabdlica
lipidica durante metamorfose de lampreia-marinha podem distinguir-se duas fases. Na primeira fase,
desde o estado larvar ate % da metamorfose, ha uma acumula¢do predominante de lipidos no figado
e rins e uma deplecdo lipidica do intestino. A segunda fase, entre % e o 72 estagio, é caracterizado
pela mobilizacdo de lipidos do figado e rins e aumento lipido no intestino, resultante
maioritariamente do anabolismo e catabolismo de triacilgliceréis armazenados nas reservas lipidicas
e s6 depois de outras classes de lipidos, colesterol e fosfolipidos. Em suma, os 6rgdos que sofrem
maior transformacao sdo o figado e os rins e s no fim da metamorfose na alimentacdo e digestao
(Quintella, 2006). Apdés a metamorfose, as lampreias iniciam a migracdo para o mar onde

permanecem durante 20 a 30 meses (Doadrio, 2001).

A fase adulta ocorre em ambiente marinho e tem uma duragdo de aproximadamente dois
anos (Beamish, 1980). A lampreia é um ectoparasita pouco selectivo, alimentando-se de inimeras
espécies de hospedeiros desde peixes (teledsteos e selaceos), a cetidceos. Algumas das espécies
parasitadas sdo: bacalhau do Atlantico (Gadus morhua L., 1758), arenque do Atlantico (Clupea
harengus harengus, L., 1758), arinca (Melanogrammus aeglefinus L., 1758), escamudo (Polachius
virens L., 1758), abrétea-vermelha (Urophycis chuss Walbaum, 1792), esturjées (Acipenser spp.),
sarda (Scomber scombrus L., 1758), salmao do Atlantico (Salmo salar L., 1758), espadarte (Xiphias
gladius L., 1758), robalo-muge (Morone saxatilis Walbaum, 1792), anchova (Pomatomus saltatrix L.,
1758), atum-rabilho (Thunnus thynnus L., 1758) e corvinata-real (Cynoscion regalis Bloch &
Schneider, 1801), (Beamish, 1980; Farmer, 1980; Halliday, 1991), tubarbes (Cetorhinus maximus

Gunnerus, 1765, Beamish, 1980; Carcharhinus plumbeus Nardo, 1827; Carcharhinus obscurus
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Lesueur, 1818, Jensen & Schwartz, 1994; Somniosus microcephalus Bloch & Schneider, 1801, Gallant

et al., 2006), cetaceos e baleias (Eubalaena glacialis Miller, 1776 Nichols & Hamilton, 2004).

As lampreias marinhas voltam ao rio, com um peso médio de 1,3 kg e 80 cm de
comprimento, para iniciar a migracao até ao local de acasalamento e desova. A entrada das
lampreias nas bacias hidrograficas pode ser influenciada por factores fisicos como a temperatura da
agua, tipo de substrato que constitui o rio e seu caudal (Morman et al., 1980; Young et al., 1990),
bem como factores biolégicos como a libertacdo de acidos biliares pelos amocetes que atraem os
ireprodutores (Li et al., 1995). O periodo de migragdo reprodutiva varia com a latitude, temperatura
da 4gua e caudal do rio (Hardisty et al., 1971b). Em Portugal, a migragdo inicia-se no periodo de
Dezembro/Janeiro, com um pico em Fevereiro/Marco, prologando-se até Maio/Junho, sendo que o
periodo de maior afluéncia é em Fevereiro/Abril (Almeida et al., 2000). O movimento migratdrio da-
se preferencialmente a noite. Em zonas de dificil passagem, o movimento caracteriza-se por periodos
de intensa actividade de curta durac¢do intercalados com periodos de descanso, nos quais utilizam o
disco oral para se fixarem a pedras ou vegetacdo. Os movimentos migratdérios sdo mais intensos
guanto maior o caudal/fluxo do rio devido a elevada taxa de pluviosidade ou ao funcionamento de
barragem, se existir. Neste periodo hd um desenvolvimento das génadas e simultaneamente uma
atrofia da maioria dos érgdos e tecidos. A chegada ao local de desova, a construgao do ninho e a
copula dependem da temperatura da agua, que deve apresentar pelo menos o valor de 15 °C
(Applegate, 1950). A latitude e os efeitos climaticos influenciam a dura¢do do processo de
acasalamento. Em rios Portugueses, a maior actividade de cépula ocorre entre Maio e Junho
(Almeida et al., 2000; Almeida, Quintella and Dias, 2002). Os machos sdao os primeiros a chegar ao
local de acasalamento onde escolhem um local sujeito a pouca ac¢do da luz directa, alguma
profundidade, fraca corrente e unidireccional. Os progenitores escavam os ninhos, com
aproximadamente um 1m de comprimento, em zonas que o substrato é constituido
predominantemente por cascalho, dando-se o posterior acasalamento e constru¢do do ninho

(Applegate, 1950; Hardisty, 1986b; Doadrio, 2001).

A lampreia-marinha é geralmente monogamica. Os ovos e o fluido espermdtico sao
libertados pelos progenitores no ninho e ocorre a fecundacgdo. Apds o acasalamento, os progenitores
morrem devido a exaustdo das reservas corporais, ao avancado estado de deterioragdo corporal, a
guebra de mecanismos de regulacdo metabdlica, a auséncia de substancias fundamentais e

acumulacdo de substancias toxicas (Larsen, 1980).
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2.4. Morfologia da lampreia-marinha

A lampreia-marinha pertence aos Agnatas e, como tal, ndo apresenta mandibula, possui uma
boca semelhante a uma ventosa circular, em posicdo antero-ventral, e onde estdo implantados
numerosos dentes suctérios, usados para perfurar a pele dos peixes que lhes servem de alimento,
varias placas dentdrias e ainda duas placas linguais (Hardisty et al., 1971a). A lampreia-marinha abre
e fecha a boca consoante o movimento da lingua (Farmer, 1980). Com auxilio da lingua, a lampreia-
marinha desliza ao longo do corpo dos seus hospedeiros a procura do local apropriado para sefixar e
posteriormente alimentar. Através da ventosa fixa-se e novamente com a lingua abre um orificio por
onde comeca a fluir o sangue. Finalmente, utiliza os denticulos do disco bucal para aumentar a
aderéncia ao seu hospedeiro (Farmer, 1980). Nesta situa¢do, é produzida uma substancia
anticoagulante por uma glandula salivar, que é injectada no ferimento do peixe hospedeiro,
mantendo-o aberto. Esta espécie quando inicia a migracao reprodutiva deixa de ser parasita. Assim,

ndo se alimentam enquanto adultos, tendo como Unica fun¢do a reproducdo (Quintella et al., 2003).

\ \“\{\‘,\:\v"
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Fig. 4— llustracdo da cavidade bucal da lampreia-marinha (ilustrado por Brigida Machado).

A lampreia-marinha tem um corpo longo, delgado e cilindrico, comprimido lateralmente na
parte posterior, revestido por epiderme estratificada, com glandulas mucosas produtoras de muco,
usado como defesa contra os predadores, e sem escamas (Hardisty et al., 1971a). O sistema
muscular da lampreia caracteriza-se por uma organizagdo metamérica dando origem a varios
miomeros e que se distribuem desde a regido craniana até a regido genital anal (Hardisty et al.,
1971a). O seu esqueleto é cartilagineo e ndo possui barbatanas pares. Apresentam, todavia, uma
barbatana caudal protocérquica e duas barbatanas triangulares e impares localizadas na regido
dorsal (Hardisty et al.,, 1971a). As lampreias apresentam sete pares de fendas branquiais,
posicionadas caudalmente ao olho em ambos os antimeros, e que estdo dispostas em série e que
permitem a comunicacdo com o sistema respiratério (Hardisty et al., 1971a). No caso das lampreias,
a notocorda encontra-se envolvida por arcos neurais constituindo o eixo de sustentacdo do corpo. O
cranio e arcos viscerais sdo cartilaginosos. O sistema nervoso apresenta um encéfalo, com 8 ou 10
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pares de nervos cranianos, diferenciado mas os érgaos dos sentidos variam com o tipo de animal. As
lampreias tém uma boa visdo e tém um olfacto e paladar apurados (Hardisty et al., 1971a).
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tuha resniralorio

Fig. 5 - Esquema anatomico da lampreia-marinha (adaptado de
http://www.dracena.unesp.br/graduacao/arquivos/zoologia_geral/chordata_peixes.ppt).

O aparelho digestivo da lampreia-marinha é constituido pela boca, lingua, dentes cérneos,
faringe, esdfago dorsal, intestino, figado e anus. O aparelho respiratdrio inclui branquias em bolsas
saculiformes laterais a faringe. O aparelho excretor é composto por dois rins (mesonefro), um uréter,
um seio urogenital e uma papila urogenital. Quanto ao aparelho reprodutor as lampreias possuem

uma Unica génada e um orificio urogenital sendo a fecundagdo externa (Hardisty et al., 1971a).

No geral uma lampreia-marinha apresenta um comprimento maximo de 1,2m e um peso
maximo de 2,3 Kg (Hardisty, 1986b). Em Portugal, mais especificamente no rio Mondego, durante a
migracao reprodutora as lampreias marinhas entram na foz com um comprimento médio de 0,88 m

(Duarte et al., 2003) e um peso estimado de 1,3 Kg.
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Fig. 6 — Esquema anatémico ampliado da extremidade frontal da lampreia-marinha (adaptado de
http://www.dracena.unesp.br/graduacao/arquivos/zoologia_geral/chordata_peixes.ppt).

2.4.1. Sistema cardiovascular da lampreia-marinha

Nas lampreias marinhas adultas, o sistema cardiovascular assume um caracter semi-fechado,
isto é, apresenta um coracdo, com duas cadmaras, que bombeia a hemolinfa num circuito arterial
fechado que sofre anastomoses até as branquias, onde ocorrem as trocas gasosas. A circulagdo
sistémica, para a distribuicdo dos nutrientes é feita de forma aberta, sem vasos. A hemolinfa circula

no corpo do animal livremente e as células do corpo vao captando os nutrientes. O sistema venoso
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com sinusodides e plexos juntamente com as veias assumem a func¢do do quase inexistente sistema

linfatico (Hardisty et al., 1972).

O coracdo de lampreia-marinha apresenta um seio venoso, um atrio, um ventriculo e um
bulbo arterial. O seio venoso, que recebe sangue das veias cardinais (veia hepatica e veia jugular
impar), tem a forma de tubo e passa entre o ventriculo (do lado direito) e o atrio (do lado esquerdo,
no qual termina. O coracdo estd suspenso na cavidade pericardial e é encapsulado por tecido
cartilagineo que facilita a funcdo de bomba de suc¢do quando é recarregado com sangue. Existem

vdlvulas entre os compartimentos do coragdo mas ndo existem vasos coronarios (Hardisty et al.,

1972).

Na lampreia-marinha, a razdo entre o peso do coragao e o peso corporal assume um valor
igual a 0,59, um valor superior ao caracteristico dos vertebrados poiquilotérmicos (entre 0,08 nos
peixes; 0,30 nos anfibios e 0,19 nos répteis) e aproxima-se dos valores determinados nos mamiferos
(0,64) (Poupa et al., 1969). Nos vertebrados, este facto estd associado ao consumo de oxigénio, logo
a lampreia provavelmente apresenta uma elevada taxa de utiliza¢do de oxigénio (Poupa et al., 1969).
A eficiéncia no bombeamento de sangue é necessaria para o trabalho muscular durante a busca de

presas, ha migracdo anadroma e subsequente actividade de desova (Hardisty et al., 1972).

O coragdo apresenta um suprimento forte em fibras nervosas. Cranialmente ao coragao, as
fibras nervosas cardiacas deixam o tronco do nervo vago e comunicam na veia jugular média, onde
na sua parede formam uma rede solta com um ou dois feixes. Excluindo os cicléstomos (Mixinas e
Lampreias), as fibras musculares que constituem o miocardio de todas as classes de animais
vertebrados ndo contém quaisquer células cromafins (Gobyrin et al., 1963; Hardisty et al., 1972). As
células cromafins sdo células neuroenddcrinas, derivadas da crista neural embrionaria, encontradas
na medula da glandula supra-renal e noutros ganglios do sistema nervoso simpatico. O sangue
transporta adrenalina e noradrenalina proveniente das glandulas supra-renais. No miocardio sdo os
nervos simpaticos, as células cromaffin a fonte de catecolaminas, como a noradrenalina (Gobyrin et

al., 1963).
2.5. Aimportancia dos acidos gordos na lampreia-marinha

2.5.1. Caracterizacao fisico-quimica e nomenclatura dos acidos gordos

Para compreensdao do metabolismo dos acidos gordos em sistemas bioldgicos é essencial

conhecer a sua composicdo quimica e fungao.
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Os lipidos sao conhecidos por terem propriedades homeostaticas nos seres vivos, quer ao
nivel do isolamento térmico e depdsito de reservas energéticas, quer na estrutura das membranas
bioldgicas, através dos fosfolipidos e esterdis, e em pequenas quantidades, ao funcionarem como
cofactores enzimaticos, transportadores de electroes, pigmentos absorventes de luz, ancoras

hidrofdbas, agentes emulsionantes, hormonas e mensageiros intracelulares (Berg et al., 2002).

O termo lipidos refere-se a diversos compostos quimicos que tém como caracteristica
comum o facto de serem insollveis em agua e soldveis em solventes orgénicos (os glicerolipidos
sao soluveis em solugdes contendo acidos gordos esterificados com grupos hidroxilo e os
esfingolipidos em solugbes contendo grupos amina). Os lipidos podem ser divididos em dois grupos:
lipidos polares, compostos principalmente por fosfolipidos e, lipidos neutros, compostos

principalmente por triacilglicerdis (triglicéridos).

Tendo em conta a sua estrutura e propriedades fisicas, os lipidos podem ser agrupados nas
seguintes classes maioritarias (Voet et al., 1995)(Voet et al., 1995)(Voet et al., 1995)(Voet et al.,
1995)(Voet et al., 1995)(Voet et al., 1995)(Voet et al., 1995)(Voet et al., 1995): acidos gordos,

triacilglicerdis, glicerofosfolipidos, esfingolipidos e esterdis (Voet et al., 1995).

Os lipidos simples ou acilglicerdis formam-se pela esterificagdo de grupos hidroxilo do glicerol
(CH2 OH — CHOH — CH2 OH) com grupos acido carboxilico de acidos gordos. Os acidos gordos livres
sdo praticamente inexistentes na célula viva. A composicdio em residuos acilo saturados ou
insaturados influencia a fluidez das membranas bioldgicas que aumenta com o grau crescente de
insaturacdo. Os acilglicerdis podem ser mono, di ou triésteres de residuos acilo e glicerol sendo

denominados, de mono, di e triacilglicerdis, respectivamente (Lehninger et al., 1993; Nawar, 1996).

A sua funcdo principal nos organismos vivos é reserva energética (Voet et al., 1995). A
temperatura ambiente, os triacilglicerdis podem estar no estado liquido, denominados dleos, ou no
estado sélido, denominados gorduras. Os triacilglicerdis dos peixes sdo invariavelmente 6leos. Na
células viva, os mono e os diacilglicerdis sdo intermedidrios metabdlicos da sintese de fosfolipidos,
enquanto os triacilglicerdis constituem a principal forma de energia quimica armazenada nos tecidos

animais.

Os glicerofosfolipidos sdo os constituintes maioritarios das membranas celulares. Sao lipidos
compostos derivados do glicerol por esterificacdo dos carbonos C1 a residuos acilo saturados C2, a
residuos acilo insaturados e C3 ao grupo fosfato ligado a colina, etanolamina ou outro grupo
constituinte. Devido a presenga do grupo fosfato sdo moléculas anfipaticas com uma extremidade

nao polar alifatica e uma extremidade polar.
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Os esfingolipidos também s3ao um dos constituintes maioritarios das membranas celulares.
Derivam de amino-dlcoois C18 como a esfingosina e di-hidroesfingosina, por esterificacdo de
residuos acilo com o seu grupo amina. Os derivados metabdlicos mais frequentes deste tipo de
compostos sdo a esfingomielina da bainha de mielina dos axdnios, os cerebrosideos das membranas
neuronais do cérebro e os gangliosideos, componentes primarios da superficie membranar das

células nervosas e constituinte significativo dos lipidos cerebrais (6%).

Os esteréis sdo derivados do ciclopentanoperihidrofenantreno. O esterol mais importante e
mais simples (ndo apresenta acidos gordos na sua constituicdo) é o colesterol. Este encontra-se em
maior concentragdo nas membranas plasmaticas animais e também funciona como precursor de

hormonas esterdides, acidos e sais biliares (Voet et al., 1995).

Os acidos gordos sdo designados com base no comprimento da sua cadeia, grau de
insaturagao (numero de ligagdes duplas ou etilénicas) e posi¢ao das ligagdes duplas. A nomenclatura,
utilizada neste estudo para identificar acidos gordos, é descrita segundo a formula CA: Bw-X, em que
A representa o nimero de atomos de carbono (C), B o nimero de duplas ligacdes e X a posicdo da
dupla ligacdo em relagdo a extremidade terminal com o grupo metilo. Por convengdo, os acidos
gordos saturados (em inglés, SFA) ndo possuem nenhuma ligacdo dupla e os &acidos gordos
monoinsaturados (em inglés, MUFA) tém somente uma ligacdo dupla. Os acidos gordos
poliinsaturados (em inglés, PUFA) contém duas ou mais ligacdes duplas separadas por um Unico
grupo metileno (CH;). Assim, C14:0 e C16:0 designam acidos gordos saturados com 14 e 16 atomos
de carbono, respectivamente e sem ligacdes duplas. Os d4cidos gordos 18:1w9 e 18:1w7 sdo
monoinsaturados pois apresentam 18 dtomos de carbono cujas Unicas liga¢gdes duplas se encontram
nas posicdes dos atomos de carbono 9 e 7, respectivamente, a contar desde a extremidade metilo da
molécula. Se a contagem for feita da extremidade carboxilo estes acidos gordos serdo escritos
18:1A9 e 18:1A11, respectivamente. A designagdo de uma estrutura particular de PUFA pode ser
definida pela posicdo da primeira ligacdo dupla relativamente a extremidade constituida pelo grupo
metilo. No 4cido gordo C18:3w3 (18:3A9,12,15) a ligacdo dupla encontra-se no terceiro carbono a
contar da extremidade metilo da molécula. Do mesmo modo, C20:5w3 representa 20:5A5,8,11,14,17
e (C22:6w3 representa 22:6 A 4,7,10,13,16,19. Os acidos gordos com ligacbes duplas podem
apresentar-se com duas configuragdes, a cis e a trans. A mais frequente é a cis, em que a cadeia de
carbonos esta do mesmo lado da ligacdo dupla. Na configuracdo trans a cadeia de carbonos estd em
lados opostos da ligacdo dupla. As ligacGes duplas em acidos gordos de peixe estdo frequentemente
na configuragdo cis, no entanto a configuracdo trans nas ligacGes etilénicas pode aparecer, por

exemplo, no acido elaidico, o isdmero trans do acido oleico. Os enzimas que dessaturam acidos
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gordos inserindo duplas ligacdes nos carbonos 5 e 6 desde a extremidade com o grupo carboxilo sdo

designadas por insaturases A5 e A6, respectivamente (Tocher, 2002).

Quadro 1 - Designhagdo quimica (A), comum (B) e sistematica (C) de alguns acidos gordos saturados e respectiva formula

molecular (D).

A B C D
C2:0 | Acido acético Acido etandico CH;COOH
C3:0 | Acido propidnico | Acido propandico CH3CH,COOH
C4:0 | Acido butirico Acido butandico CH 3(CH,),COOH
C5:0 - Acido pentanéico H;(CH,);COOH
C6:0 | Acido capréico Acido hexanéico H;(CH,),COOH
C7:0 - Acido heptanéico H;(CH,)sCOOH
C8:0 | Acido caprilico Acido octandico H;(CH,)¢COOH
C9:0 - Acido nonandico H;(CH,);COOH
C10:0 | Acido caprico Acido decanéico H;(CH,)gCOOH
C11:0 - Acido undecandico CH3(CH2)9COOH
C12:0 | Acido laurico Acido dodecandico H;(CH,)10COOH
C13:0 - Acido tridecandico H;(CH,);,COOH
C14:0 | Acido meristico | Acido tetradecandico H;(CH,)1,COOH
C15:0 - Acido pentadecandico | CHs(CH,);;COOH
C16:0 | Acido palmitico | Acido hexadecandico H5(CH,),4COOH
C17:0 | Acido margérico | Acido heptadecandico | CH3(CH,);3COOH
C18:0 | Acido estearico | Acido octadecandico H;(CH,)1,COOH
C19:0 - Acido nonadecandico H;(CH,);7,COOH
€20:0 | Acido araquidico | Acido eicosandico H5(CH,),sCOOH
C21:0 - Acido heneicosandico | CHs(CH,);9COOH
C22:0 | Acido behénico | Acido docosandico H3(CH,),,COOH
C23:0 - Acido tricosandico H5(CH,),,COOH
C24:0 | Acido linolénico | Acido tetracosandico H5(CH,),,COOH

Quadro 2 - Designagdo quimica (A), comum (B) e sistematica (C) de alguns acidos gordos monoinsaturados.

A B C
C14:1w5 | Acido miristoleico | Acido cis-9-tetradecendico
C16:1w7 | Acido palmitoleico | Acido cis-9-hexadecendico
C18:1w12 | Acido petroselinico | Acido cis-6-octadendico
C18:1w7 | Acido cis-vacénico | Acido cis-11-octadecendico
C18:1w9 | Acido oleico Acido cis-9-octadecendico
C20:1w9 | Acido gondoico Acido cis-11-eicosendico
C22:1w9 | Acido erlcico Acido cis-13-docosendico
C24:1w9 | Acido nervénico Acido cis-15-tetracosendico

Quadro 3 - Designag¢do quimica (A), comum (B) e sistematica (C) de alguns acidos gordos poliinsaturados.

A B C
C18:2w6 | Acido linoleico Acido cis-9,12-octadecadiendico
C18:3w3 | Acido a-linolénico, ALA Acido cis-9,12,15-octodecatriendico
C18:3 w6 | Acido y-linoleico Acido cis-6,9,12-octadecadiendico
C20:3w6 | Acido homo-y-linoleico Acido cis-8,11,14-eicosatrendico
C20:4w6 | Acido araquiddnico, AA Acido cis-5,8,11,14-eicosatetriendico
C20:5w6 | Acido docopentandico Acido cis-4,7,10,13,16-Acido docopentandico
C18:3w3 | Acido a-linolénico Acido cis-9,12,15-octadecatriendico
C20:5w3 | Acido eicosapentandico, EPA | Acido cis-5,8,11,14,17-eicosapentandico
C22:5w3 | Acido docosahexandico, DPA | Acido cis-7,10,13,16,19-dodesapentandico
C22:6w3 | Acido docohexandico, DHA Acido cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaendico
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2.5.2. Metabolismo dos acidos gordos

Os dacidos gordos sao fisiologicamente importantes como componentes de fosfolipidos e
glicolipidos, como modificadores hidréfilos de proteinas, como modeladores da expressao genética
nuclear, como fonte de energia, como hormonas ou mensageiros intracelulares (Vusse et al., 1992;

Berg et al., 2002; Tocher, 2003).

2.5.3.1. Digestdo, absorgdo e transporte

Pode-se considerar que o catabolismo lipidico se inicia com a digestdo, processo de
decomposi¢do de nutrientes complexos em moléculas simples como os acidos gordos, consequente
absorcdo, pelo epitélio intestinal e transporte para o figado onde serdo processados (Cunningham,
1999). Os acidos gordos podem também ser biossintetizados de novo a partir da glucose, facto que
garante a existéncia de duas vias distintas de mobiliza¢do de lipidos: a via exdgena, que tem a sua
origem na dieta e a via enddgena, na qual os d4cidos gordos sdo sintetizados a partir de
intermediarios ndo lipidicos, como a glucose, via piruvato - acetil-CoA (Cunningham, 1999; Berg et al.,

2002).

A maioria dos lipidos é ingerida sob forma de triacilglicerdis cuja decomposicdo em moléculas
mais simples tem inicio no estémago, sob ac¢do quimica e mecanica e termina no intestino delgado,
sob a acc¢do quimica de diversos enzimas e accdao detersiva dos sais biliares e fosfolipidos
(Cunningham, 1999). Os triacilgliceréis no limen intestinal sdo, entdo, incorporados em micelas
formadas por sais biliares, moléculas anfipdticas sintetizadas a partir do colesterol hepatico e
secretadas pela vesicula biliar. Esta incorporacdo orienta as ligagOes éster dos acidos gordos para a
superficie da micela expondo-os a ac¢do digestiva das lipases pancreaticas (Berg et al., 2002). Nos
peixes, a actividade hidrolitica é geralmente efectuada na porgcao proximal do intestino (i.e.,
duodeno) diminuindo a actividade digestiva gradualmente ao longo do tubo digestivo. Nos peixes, o
pancreas ou o hepatopancreas assume-se como a maior fonte de enzimas lipases que podem
também ser secretadas pelas células da mucosa intestinal (Tocher, 2003). A lipase hidrolitica
pancreatica e co-enzima colipase cooperam na digestdo dos triacilgliceréis em acilglicerdis,
diacilglicerdis, glicerol e predominantemente, 2-monoacilglicerdis. Estas actuam predominantemente
nas posicoes sn-1 e sn-3 das ligacGes éster de triacilglicerdis. As lipases ndo actuam sobre fosfolipidos
e éster de colesterol. Os fosfolipidos da dieta sdo digeridos por fosfolipases A, (Six et al., 2000). Estes
enzimas catalisam a hidrdlise especifica da ligacdo sn-2 dos fosfolipidos, libertando um residuo acilo
e um lisofosfolipido (glicerofosfolipidos). O enzima colesterol esterase também digere lipidos,

libertando produtos como residuos acilo e colesterol (Lehninger et al., 1993; Nawar, 1996).
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Nos peixes, os residuos acilo de cadeia longa (> 12 atomos de carbono) e os 2-
monoacilglicerois sdo absorvidos pelos enterécitos ao longo de todo o intestino, onde sdo
reesterificados em triacilglicerdis. Este transporte é efectuado por difusdo passiva (Tocher, 2003)
mas com o auxilio de micelas, localizadas na membrana apical dos enterécitos. A difusdo passiva nos
peixes a uma taxa inferior a dos mamiferos é devido a baixa temperatura corporal que fortemente
influencia a taxa de digestdo dos nutrientes (Kapoor et al., 1975). Estudos recentes, para avaliar a
absorcdo de residuos acilo utilizando enterécitos isolados de truta, mostraram que a taxa de
absorcdo nos acidos gordos C20:4w6, C20:5w3 e C22:6w3, provenientes dos triacilglicerdis, é menor
comparativamente com os acidos gordos C16:0, C18w9, C18:2w6 e C18:3w3 (Perez et al., 1999).
Contudo, nos acidos gordos totais aqueles que apresentam taxa de absor¢do mais elevada sdo os

acidos gordos altamente insaturados e o acido gordo C16:0, derivados dos fosfoglicéridos.

Nas células da mucosa intestinal os triacilglicerdis e os fosfoglicéridos sao ressintetizados, por
reacgOes de esterificacdo, e empacotados, no reticulo endoplasmatico, em lipoproteinas anfipaticas
sintetizadas no intestino, as quilomicra e raramente as VLDL (lipoproteinas de muito baixa
densidade) (Glatz et al., 1997; Berg et al., 2002). As quilomicra sdo estruturas esféricas com a parte
central hidrofdbica e a periférica hidrofilica, sdo responsaveis pelo transporte dos lipidos absorvidos
na dieta para a corrente sanguinea e posteriormente para os varios érgdos e tecidos, como o
figado, musculo e tecido adiposo. A disponibilidade lipidica e o grau de insaturacdo dos acidos
gordos afectam a producgao das lipoproteinas. Uma dieta rica em acidos gordos poliinsaturados leva a
producdo de uma elevada quantidade de quilomicra, enquanto uma dieta rica em 4cidos gordos
saturados produz pequenas particulas VLDL. Nos peixes, as lipoproteinas intestinais pode ser
transportadas pelo sistema linfatico antes de passarem para a corrente sanguinea e sé depois sdo
libertadas no figado (Sheridan et al., 1985). No entanto, uma parte das lipoproteinas pode ser
transportada directamente ao figado via sistema porta. Os triacilglicerdis sdo degradados por accdo
de lipases a residuos acilo para migrarem para o interior da célula. Uma vez no interior do adipdcito
ou do midcito, os acidos gordos sdo armazenados como triacilglicerdis no tecido adiposo ou oxidados

para gerar ATP de acordo com as necessidades do organismo (Vusse et al., 1992; Berg et al., 2002).

Nos peixes, entrada destas lipoproteinas nos tecidos pode ocorrer por endocitose, mediada
por receptores, por pinocitose ndo especifica ou pela interaccdo directa com as células endoteliais
das membranas celulares. O cora¢do apresenta baixa capacidade para efectuar sintese de novo
(Hasselbaink et al., 2002) e em condigGes fisioldgicas normais de oxigenacdo os acidos gordos de
cadeia longa sdo substratos importantes da oxidagdo na estrutura membranar, apds a sua
esterificagdo em fosfolipidos e em vias de transducdo de sinal (Van der Vusse et al., 1992; Van Bilsen

et al., 1998). Devido a sua baixa solubilidade em agua, estes acidos gordos sdo transportados para o
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coracao ligados a proteinas, como albumina, ou ligados de modo covalente ao ntcleo triacilglicérico
de lipoproteinas circulantes, quilomicra e VLDL. Depois da dissociacdo do complexo albumina-acido
gordo ou hidrélise dos triacilglicerdis, os acidos gordos sao transferidos do limen capilar através do
endotélio capilar e compartimento intersticial para as células do musculo cardiaco (Bassingthwaighte
et al., 1987; Van der Vusse et al., 1998). Subsequentemente, os acidos gordos passam por difusdo
para o sarcolema e citoplasma para serem convertidos em acidos gordos acil-CoA na membrana
externa das mitocondrias ou no reticulo endoplasmatico (Zakim, 2000). Na disponibilizacdo de
energia para a actividade muscular, os acidos gordos sdo activados pelo CoA e sdo transportados,
pela carnitina, do espago intermembranar para a matriz mitocondrial, onde s3o oxidados. A
degradacgdo de acidos gordos converte um composto alifatico num conjunto de unidades acetil-CoA
que podem ser seguidamente processadas no ciclo do acido citrico (Vusse et al., 1992; Berg et al.,

2002; Tocher, 2003).

2.5.3.2. Catabolismo e Biossintese dos dcidos gordos

O catabolismo dos acidos gordos fornece energia para as células do musculo cardiaco de
muitas espécies de peixe e este processo é semelhante ao dos mamiferos. O mecanismo de
degradacdo de 4cidos gordos ocorre em organelos celulares, como as mitocondrias e os
peroxissomas, via um conjunto complexo de enzimas. O processo mais frequente de degradacgdo de
acidos gordos ocorre nas mitocéndrias e denomina-se 8-oxidagdo (Figura 8). Este envolve a clivagem
sequencial de duas unidades de carbono, libertando moléculas acetil-CoA, através de uma série
ciclica de reac¢Oes catalisadas por inUmeros enzimas com actividades distintas. A 8-oxidagdo é uma
importante fonte de energia para vdérios tecidos de peixe, incluindo musculo cardiaco e musculo
vermelho, mas também musculo branco, como foi recentemente demonstrado no salmdo Atlantico
(Froyland et al., 1998). A oxidacdo mitocondrial de acidos gordos é um processo multifactorial

regulado pelo malonil-CoA, pela raz3o acetil CoA/CoA e NADH/NAD" (Van der Vusse et al., 1992).

Por exemplo o acido palmitico constituido por 16 atomos de carbono (8 pares de carbonos)
necessita de sete ciclos de 8-oxida¢do para a sua degradacdo completa com formacao de 8 acetil-

CoA. Os produtos acetil-CoA serdo posteriormente canalizados para o ciclo do acido citrico (Figura 9).

A B-oxidacgdo dos acidos gordos saturados nos mitocéndrios, com nimero par de dtomos de
carbono origina exclusivamente acetil-CoA. Nos acidos gordos que tém numero impar de carbonos,
juntamente aos s acetil-CoA formados no decorrer dos ciclos de transformacdo, forma-se na reacgado
final um acil-CoA com trés carbonos, o propionil-CoA, que sera transformado em succinil-CoA, cujo

destino metabdlico preferencial sera o ciclo do acido citrico (Berg et al., 2002).
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A B-oxidagdo nos acidos gordos insaturados decorre como a B-oxidagdo dos acidos gordos
saturados até a dupla ligacdo, onde um passo de izomerizagdo cis-trans seguida por migracao B-a
permite o recomeco da B-oxidagdo, transformacdes acessorias que envolvem a participacdo de um
enzima mitocondrial.
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Fig. 7 — B-oxidacdo de acidos gordos mitocondrial (Campos, 1998).

Em geral, grande parte do acetil-CoA gerado pela B-oxidagdo mitocondrial hepdtica dos
acidos gordos é convertida em acetoacetato e 8-hidroxibutirato, também denominados corpos
cetdnicos. Estes compostos podem ser usados pelo coracdo e pelos musculos esqueléticos para
produzir energia. O cérebro, que normalmente depende da glucose como fonte de energia, pode
também utilizar corpos cetdnicos em periodos de jejum prolongado, em geral superior a 2-3-dias. A
sintese de corpos cetdénicos comega pela condensacdo de duas moléculas de acetil-CoA, para formar
acetoacetil-CoA. A condensac¢do de outra molécula de acetil-CoA produz 3-hidroxi-3-metil-glutaril-
CoA (HMG-CoA). O HMG-CoA é entdo degradado a acetoacetato e acetil-CoA. O acetoacetato assim
produzido passa para a corrente sanguinea e é distribuido pelos tecidos. Uma vez absorvido, reage
na mitocéndria com o succinil-CoA, produzindo succinato e acetoacetil-CoA, que pode ser clivado em

duas moléculas de acetil-CoA (Halpern, 1997).
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O balancgo energético de um ciclo de 8-oxidagdo é altamente positivo, o que explica o papel
dos lipidos como reserva energética (Quadro 4). No caso do acido palmitico formar-se-iam 130
moléculas de ATP [(14 ATP + 21 ATP + 96 ATP )- 1] que é muito superior as 38 moléculas de ATP
formadas a partir de uma molécula de glicose . Com base no peso, o rendimento energético da f-
oxidacdo dos acidos gordos é cerca do dobro do rendimento de degradacado de glicose em aerobiose

(37,674 ki/ g de gordura contra 16,444 kJ/g de glicidos ou proteinas (Berg et al., 2002).
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Fig. 8 — B-oxidagdo completa do acido palmitico (http://www.bioq.unb.br).
Quadro 4 — Balango energético de um ciclo de B-oxidagdo.

Etapa | ATP formados | ATP gastos
Activagao - 1

12 desidrogenacdo 2 (A/2-1) -
22 desidrogenacdo 3 (A/2-1) -
Acetil-CoA 12 (A/2)

A B-oxidag¢do peroxissomal é especificamente utilizada no encurtamento inicial de acidos
gordos com cadeias longas, altamente insaturadas ou mesmo em acidos gordos ndo comuns antes da
B-oxidagdo convencional efectuada nas mitocondrias. Esta foi observada em musculo vermelho no
salmao Atlantico e pode representar até 30 % das reacgdes de B-oxidagdo hepaticas (Crockett et al.,

1993).

O catabolismo de acidos gordos saturados com numero par de carbonos ocorre por 8-
oxidagdo. Esta inicia-se aquando da activacdo dos acidos gordos por combinacdo com a molécula

coenzima A (CoA), sendo a Unica reacgdo deste processo que necessita de ATP (figura 7), cujo enzima
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responsavel é a acil-CoA sintetase ou tiocinase. E uma reaccdo extra-mitocondrial pois efectua-se no
reticulo endoplasmatico ou na fase externa da membrana mitocondrial (Halpern, 1997; Berg et al.,
2002). A B-oxida¢do continua apds o transporte dos acil-CoA através da membrana da mitocondria.
Para tal, os acil-CoOA combinam-se com um transportador, a carnitina, formando a molécula
acilcarnitina pela ac¢do da acilcarnitina transferase |, situada na face externa da membrana interna
das mitocondrias. A actividade deste enzima é inibida pelo malonil-CoA, um intermedidrio da
lipogénese. No interior das mitocdndrias, os intermedidrios da acilcarnitina transformam-se nos
respectivos acil-CoA pela accdo da acetilcarnitina transferase Il. Poder-se-ia pensar que este sistema
poderia estar limitado pela carnitina disponivel. Todavia, tal ndo acontece porque esta acoplado a
um sistema de transferéncia de acetil-CoA através das acetilcarnitina transferases | e Il (Rehbein,

1990; De Windt et al., 2001; Berg et al., 2002).

O mecanismo da 8-oxidagdo continua com uma desidrogenagdo, pela acgdao da acil-CoA
desidrogenase formando-se um acil-CoA insaturado. Este enzima é uma flavoproteina cujo cofactor
enzimatico é o FAD (dinucleétido de flavida e adenina) que oxida o acido gordo activado
introduzindo-lhe a dupla ligacdo. Segue-se uma hidratagao, pela ac¢do da enoil-coA hidratase, para
introduzir uma molécula de oxigénio, formando-se um B-hidroxiacil-CoA. A segunda desidrogenagao
do carbono B é efectuada pela acgdo da B-hidroxiacil-CoA hidratase com formac¢do de uma cetona, o
B-cetoacil-CoA. Os hidrogénios sdo captados pelo NAD* com a consequente formacdo de energia. A
cetona formada na reaccdo anterior criou um ponto fraco na molécula e quatro fragmentos de

carbono sdo clivados pela tiolase em acetil-CoA e uma cadeia de acido gordo acil-CoA com menos

dois carbonos, com a introducdo de mais uma molécula de CoA. As moléculas FADH, e NADH
formadas nos passos de oxidagdo transferem os seus electrées para a molécula de oxigénio por meio
da cadeia respiratdria, enquanto o acetil-CoA formado normalmente entra no ciclo do acido citrico
por condensacdo com o oxaloacetato. O acil-CoA sofre outra 86-oxida¢Go com formagao de um acil-
CoA com menos dois atomos de carbono, repetindo-se a operacdo até haver apenas acetil-CoA.
Trata-se, portanto de um ciclo repetitivo em que cada ciclo se forma um acido gordo com menos dois
atomos de carbono, ficando na ultima reac¢do apenas dois carbonos sob forma de acetil-CoA (De
Windt et al., 2001; Berg et al., 2002). Segundo a nomenclatura CA:Bw-X, em que A representa no

numero de atomos de carbono (C), haverd (A/2)-1 ciclos, formando-se A/2 acetil-CoA (Berg et al.,

2002).

A B-oxidacdo peroxissomal é especificamente utilizada no encurtamento inicial de acidos
gordos de cadeia longa, altamente insaturadas, com 10 a 22 atomos de carbono, como acontece com
0 acido erucico, ou mesmo acidos gordos menos comuns, antes da B-oxidagdo convencional ocorrer

nas mitocondrias. Este processo é semelhante a B-oxidagdo mitocondrial apesar de mostrar algumas

26



diferencas entre os dois processos: os acidos gordos difundem-se livremente para dentro do
peroxissoma, sem serem transportados pela carnitina seguindo os produtos de oxidacdo para a
mitocondria; a oxidacdo dos acil-CoA nao envolve o FAD, mas pelo dioxigénio, gerando perdxido de
hidrogénio; a tiolase peroxissomal nao reconhece acil-CoA com menos de 8 carbonos tornando a
degradacdo de acidos gordos no peroxissoma incompleta (Berg, 2002 #2). Esta via também foi
detectada no musculo vermelho do salmdo Atlantico, onde pode atingir 30 % da B-oxidacdo hepatica

(Crockett et al., 1993).

A lipogénese é um termo usado para descrever reacgdes biossintéticas endégenas que levam
a formacgao de novo de acidos gordos. Em situagdes de abundancia de acetil-CoA, o figado e o tecido
adiposo sintetizam acidos gordos. O processo de sintese apresenta bastantes semelhangas com o
inverso da B-oxidagdo, mas também tem diferengas importantes: ocorre no citoplasma, e ndo na
mitocondria; usa NADPH como fonte de equivalentes redutores e o transportador de residuos acilo é

a ACP, proteina transportadora de residuos acilo, e ndo o CoA (Berg et al., 2002).

A principal fonte de carbono para a sintese de novos acido gordos é o acetil-CoA formado na
mitocondria pela descarboxilagdo oxidativa do piruvato ou por degradacdo oxidativa de alguns
aminoacidos (Berg et al., 2002). Nos peixes, a lipogénese é catalisada no citoplasma pelo complexo
multienzimdatico acido gordo sintetase (FAS) (Sargent, 1989). Os produtos sao, na sua maioria, acidos
gordos saturados C16:0, acido palmitico e C18:0, acido esteredtico, os quais podem ser

biossintetizados de novo em todos os organismos, inclusive nos peixes (Tocher, 2003).

A sintese dos 4cidos gordos saturados pode ser mediada por dois sistemas: o sistema extra-
mitocondrial, que converte acetil-CoA em acidos gordos de cadeia longa, na presenca de ATP, CO,,
Mn®* e NADPH, no citoplasma e, o sistema intra-mitocondrial, que alonga &cidos gordos do
citoplasma, por adicGes sucessivas de acetil-CoA, utilizando NADH e NADPH como doadores de
equivalentes redutores. O segundo mecanismo ndo se trata bem de sintese, mas antes de
alongamento da cadeia de acidos gordos sintetizados no citoplasma. Assim, a principal via de sintese
de acidos gordos na maior parte dos tecidos decorre no citoplasma celular (Halpern, 1997; Berg et

al., 2002).

No citoplasma, a biossintese de novo inicia-se na presenga de mondémeros com grupos acil
activados, na maioria, unidades acetilo e unidades malonilo. O acetil-CoA é carboxilado dando
origem a um fragmento com quatro carbonos, o malonil-CoA, pela acetil-CoA carboxilase na
presenca de ATP. Este enzima tem como coenzima a biotina e existe sob duas formas: dimérica
inactiva e polimérica activa. O citrato induz a formacdo do polimero e o malonil ou palmitoil-CoA

induzem a sua despolimerizacdo (Halpern, 1997; Berg et al., 2002).
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O enzima é activo quando desfosforilado pela ac¢ao estimulante da hormona insulina, que
inibe a lipdlise. A sua actividade é inibida, na forma fosforilada, pela accao das hormonas glucagina e
adrenalina. Os intermediarios da sintese dos acidos gordos estao ligados covalentemente aos grupos
sulfidrilo de uma proteina transportadora de acilo (ACP): acetil+tACP e malonil+ACP. Estes
intermediarios sofrem condensacdo para formar acetoacetil+ACP, com libertacdo de CO, pela
unidade activada do malonil. Este fragmento é reduzido, desidratado e novamente reduzido
passando de um grupo carbonilo a um grupo metileno com formacéo de butiril+ACP (Figura 10) (Berg

etal., 2002).
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Fig. 9 — ReacgGes de transformagdo do acetoacetil-ACP em butirilo-ACP, no citoplasma (Campos, 1998).

O NADPH é o agente redutor. Outro grupo malonil activado condensa com o grupo
butirilo+ACP e o alongamento é repetido até a sintese do complexo terminar, por exemplo, com a
formacdo do palmitato (C16). Assim, a cadeia de acidos gordos é alongada pela adicdo sequencial de
unidades com dois carbonos, sendo necessarios sete passos de alongamento para sintese do
palmitoil+ACP, o qual é depois hidrolisado a palmitato. A formacdo e clivagem do 4acido citrico, a
custa de ATP, estdo implicadas no transporte de grupos acetilo através da membrana interna
mitocondrial para o citoplasma (Figura 11). Estes também podem ser transportados quando ligados a
carnitina, pela acgdo da carnitina acetil-CoA. O NADPH necessario para a sintese é assegurado pela
transferéncia de equivalentes redutores mitocondriais pelo ciclo piruvato-malato e pela via da
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pentose fosfato. Os processos de alongamento insaturacao, como ja foi referido, sdao efectuados por
sistemas enzimaticos da membrana do reticulo endoplasmatico. A insaturacao requer NADHe O, e é
assistida por um complexo que consiste numa flavoproteina, um citocromo e uma proteina com ferro

mas sem grupo hemo (Berg et al., 2002).

[~ Acetil-coA Acetil-coA T

Citrato » | Citrato

MITOCONDRIAS

Oxaloacetato

Oxaloacetato

NADH + H*

CITOPLASMA

ADP @ Malato
ATP

NADP"

enzima
malica

Piruvato | €— Piruvato
ATP

NADPH

Fig. 10 — Mecanismo de sintese de acidos gordos enfatizando a transferéncia de acetil-CoA das mitocondrias
para o citoplasma, com produg¢do de NADPH (Campos, 1998).

As insaturases, s3o oxidases que actuam sobre residuos acil-CoA, utilizando NAD" ou NADPH,
citocromo P450 e dioxigénio. Os animais omnivoros possuem insaturases que actuam nas posicoes 5,
6 e 9, o que significa que é impossivel introduzir ligagdes entre o atomo de carbono 9 e o 4tomo de
carbono a. Os carnivoros tém insaturases 5 e 6 mas ndao tém insaturase 9 e, por isso, insaturam

apenas entre o carbono 9 e o carbono 1.

Os monoinsaturados formam-se pela ac¢do duma A 9 insaturase sobre o residuo acilo
saturado correspondente, palmitoil-CoA para o acido palmitoleico e estearil-CoA para o acido oleico.
O acil-CoA combina-se com a insaturase, que exercerd no complexo acilo-enzima uma acc¢do
hidroxilase seguida de uma accdo desidratase com formacdo dos complexos hidroxiacil-enzima e
acilo insaturado-enzima. Este acilo insaturado dissocia-se do enzima para originar o acido gordo

insaturado e o enzima regenerado (Halpern, 1997; Berg et al., 2002).

Nos mamiferos, os 4cidos linoléico (18:2w6) e linolénico (C18:3w6) ndo podem ser
sintetizados e, por isso, sdo considerados acidos gordos essenciais (Figura 12). Todavia, o acido
linoléico alimentar pode transformar-se no linolénico por uma A 6 insaturase e, em seguida, noutros
acidos gordos. Este enzima tem o papel limitante do sistema sendo activada pelas proteinas e
hormona insulina e inibida pelos glicidos, adrenalina, glucagina e por uma situagdo de jejum

(Halpern, 1997; Berg et al., 2002).
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Fig. 11 — Representacdo da maioria das Vias de sintese de acidos gordos poliinsaturados nos animais. Na
vertical estdo representadas as insaturacdes e na horizontal os alongamentos da cadeia. O tamanho das letras
representa, na maioria dos casos, a acumulagdo nos tecidos (adaptado de (Harwood, 2007).

2.5.3.3.Funcgado energética e estrutural dos dcidos gordos

Nos peixes, a fungdo mais importante dos lipidos é de armazenamento e fonte de energia
metabdlica sob a forma de ATP através da B-oxida¢do. A composicdo em acidos gordos de peixes é
entdo influenciada pelo metabolismo préprio do organismo, pelo status reprodutivo (Sargent, 1989,
1995) e dieta (Kirsch et al., 1969). Para algumas espécies, 0 aumento do tamanho corporal e o perfil
em acidos gordos varia com a dieta, mesmo dentro de grupos de espécies com a mesma faixa etdria

(Iverson et al., 2004).

De um modo geral, acidos gordos de cadeia curta e média provenientes da dieta ndo sdo
esterificados mas sdo rapidamente oxidados como fonte de energia funcional nos tecidos. Os 4cidos
de cadeia longa sdo preferencialmente esterificados em triacilglicerdis e lipidos estruturais dos
tecidos. Apesar de os lipidos apresentarem um estado de fluxo dinamico, os lipidos de membrana
mantém-se estaveis em termos de composicdo nos tecidos, com excepg¢do para situacGes de stress

extremo (Tocher, 2003).
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Estudos com espécies de peixe em cativeiro, mostram que os acidos gordos C16:0, C18:1w9,
C20:1w9 e C21:1wll sdo rapidamente catabolizados para producdo de energia durante o
crescimento e formacgdo dos ovos (Henderson et al., 1984a; Henderson et al., 1984b; Henderson et
al., 1989). Os acidos gordos monoinsaturados de tecidos de peixe do Antarctico sdo
preferencialmente oxidados para producdo de energia comparativamente com os acidos gordos
saturados de cadeia longa. Ambos os dcidos gordos C20:5w3 e C22:6w3, sao utilizados como fonte de
energia nos tecidos dos peixe (Tocher, 2003). No entanto, o C20:5w3 pode ser rapidamente B-

oxidado enquanto o C22:6w3 requer oxidacdo peroxissomal e mitocondrial (Tocher, 2003).

Estudos em dleos de peixe com fins dietéticos foram essenciais para o conhecimento da
composi¢cdo de acidos gordos de inumeras espécies de peixe. De um modo geral, estes estudos
revelaram uma grande propor¢do de dacidos gordos poliinsaturadospoliinsaturados, caracterizados
por elevados niveis e enorme variedade em a&acidos gordos altamente insaturados w3,
predominantemente C20:5w3 e C22:6w3, cujo precursor metabdlico é o C18:3w3 e, em acidos
gordos altamente insaturados w6, incluindo o C20:4w6, cujo precursor metabdlico é o C18:2w6. Os
acidos gordos cujas cadeias sdo constituidas por nimero de carbonos igual ou superior a 20 e com

trés insaturagGes sdo denominados acidos gordos altamente insaturados (Tocher, 2003).

Os acidos gordos saturados predominantes na composicdo lipidica dos tecidos de peixe sdo
0 C16:0 e 0 C18:0, apesar de se encontrar uma vasta gama de acidos gordos cujas cadeias podem ser
constituida desde 12 até 24 dtomos de carbono. Os acidos gordos monoinsaturados que existem na
composicao lipidica de peixe podem apresentar desde 14 até 24 carbonos sendo os predominantes o

C18:1w9 e 0 C16:w7 (Tocher, 2003).

O elevado teor de acidos gordos altamente poliinsaturados encontrados em peixe estd
relacionado com com o facto de estes serem poiquilotérmicos, isto é, com auséncia de um
mecanismo interno de regulacdo de temperatura corporal, ou seja, esta é ajustada em funcdo da
temperatura ambiental. Em presenca de varios cendrios de temperatura, os peixes podem
efectivamente explorar uma grande diversidade quimica de perfis em acidos gordos, especificamente
poliinsaturados, na composicdo das suas membranas de forma a defenderem as propriedades fisicas
das mesmas, como a fluidez e darem uma resposta adaptativa ao meio onde se encontram
(Henderson et al., 1987; Cossins et al., 1989; Henderson, 1996). Em relacdo a temperatura ambiental,
espécies aqudticas de agua fria apresentam um maior teor em d4cidos gordos altamente
poliinsaturadospoliinsaturados do que espécies de regiGes tropicais (Henderson et al., 1987). Os
Oleos dos peixes do hemisfério norte apresentam elevados niveis de C20:1w9 e C22:1w11 produzidos
pela oxidagdo de C20:1 e C22:1 com uma razdo C20:5w3/C22:6w3 na ordem entre 1,0 e 1,5, ja os do
hemisfério sul apresentam baixos niveis de C20:1 e C22:1, elevadas proporcdes de acidos gordos
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altamente insaturados w3 e, consequentemente, a razdo C20:5w3/C22:6w3 aumenta para um valor
aproximado de 2. Existem poucos casos de dleos de peixes com maior propor¢cao de C22:6w3 do que
de C20:5w3, um deles é o dleo de atum (Sawada et al., 1993) no qual esta proporgdo se explica por
factores inerentes a espécie (deposicdo selectiva de C22:6w3 nos tecidos ou metabolismo selectivo
de C20:5w3) e ndo pela influéncia da dieta. Foram descritos casos de catabolismo selectivo em peixes
do Antarctico, nos quais, havia B-oxidacao selectiva dos acidos gordos monoinsaturados, e em menor
extensdo acidos gordos saturados, em detrimento dos acidos gordos poliinsaturados (Sidell et al.,
1995). McKenzie (1998) correlacionou os niveis dos acidos gordos C18, incluindo C18:1w9 e C18:2w6,
no musculo com a velocidade natatéria do salmdo, revelando a preferéncia no catabolismo destes
acidos gordos como combustivel muscular face aos acidos gordos poliinsaturados (McKenzie et al.,

1998).

Os 4cidos gordos de cadeia muito curta, como o C6:0, C8:0, C10:0 e C12:0, sdo utilizados
como fonte rapida de energia e, consequentemente, apresentam uma baixa taxa de deposicao em
tecidos de peixe ndo afectando significativamente a composicdo em acidos gordos dos mesmos.
Estudos realizados em perca do mar (Archosargus rhomboidalis L., 1758), revelarem que a taxa de
deposicdo de acidos gordos de cadeia curta oscilava entre 1 e 3%. Em larvas de carpa (Cyprinus
carpio L., 1758) houve deposicdo significativa de C8:0 e C10:0 em lipidos neutros, com o C8:0 a sofrer
alongamento para C10:0, e completa auséncia de deposi¢ao na fracgao polar (Tocher, 2003). Estudos
em salmao do Atlantico (Salmo salar L., 1958) revelaram que estes dois acidos gordos sao facilmente
digeriveis e totalmente absorvidos no intestino. Fontagne et a/ (2000a) demonstrou, em larvas de
carpa, que os dacidos gordos C6:0 e C8:0 possuem um papel importante na estimulagdo do
crescimento. Existem evidéncias que os acidos gordos de cadeia curta, para além de utilizados como
fonte de energia alternativa, também podem desempenhar um papel benéfico na regulacao lipidica
corporal (Fontagne et al., 2000). Todavia, trabalhos realizados em salmdo do Atlantico em regime de
cativeiro e sujeitos a uma dieta acima de 2% do total em acidos gordos de cadeia curta, revelaram
gue estes nao afectavam o crescimento, a mortalidade, os niveis lipidicos ou a composicdo em acidos

gordos dos tecidos (Bjerkeng et al., 1999).

As membranas celulares necessitam de acidos gordos insaturados para manutencdo da sua
estrutura funcGes e integridade (Hajri et al., 2002). Os acidos gordos poliinsaturados sao os principais
constituintes dos fosfolipidos, onde parecem conferir propriedades distintas nas membranas, em
particular reduzindo a sua rigidez. A presenca de acidos saturados e monoinsaturados asseguram um
correcto equilibrio entre rigidez e flexibilidade. As membranas dos peixes apresentam elevadas
guantidades de acidos gordos altamente insaturados da familia w3 para a manutencdo da estrutura,

funcdo das membranas e prevencdo contra possiveis danos oxidativos (Sargent, 1995).
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No coracdo, os acidos gordos e seus compostos derivados também se apresentam como
fonte de energia e exercem um papel crucial nos componentes estruturais das membranas celulares
dos cardiomidcitos (De Windt et al., 2001). As membranas celulares limitam células e organelos
celulares e funcionam como barreiras semi-permedveis essenciais para separar os ambientes
intracelular e intra organelar e, consequentemente regulam a homeostase celular. Os principais
componentes das membranas celulares sdo os fosfolipidos. Os cardiomidcitos estdo equipados com
iniUmeras enzimas que catalisam a hidrdlise e a sintese de componentes membranares (Van der
Vusse et al., 1992). A regulacdo da renovacdo da membrana permite que os cardiomidcitos
respondam a variagdes no ambiente extra celular alterando propriedades fisico-quimicas das suas
membranas (De Windt et al., 2001). Em condi¢gdes normais de oxigenagdo os processos de sintese
estdo equilibrio com os processos hidroliticos, logo a quantidade de residuos acilo ndo esterificados é

baixa (De Windt et al., 2001).

No musculo cardiaco, os acidos gordos de cadeia longa altamente insaturados, resultantes do
catabolismo dos triacilgliceréis, sao importantes substratos energéticos. Os acidos gordos
constituintes dos fosfolipidos desempenham um papel importante na constituicdo e funcionalidade

das membranas celulares (De Windt et al., 2001).

Além da manutencdo das membranas, os acidos gordos poliinsaturados presentes nos
fosfolipidos sdao também precursores biossintéticos de eicosandides, incluindo prostaciclinas,
lipoxigenases, tromboxanos, leucotrienos e lipoxinas. Estes compostos sdo sintetizados pela ac¢ao
dos enzimas cicloxigenases, cuja nomenclatura correcta é prostaglandina endoperdxido sintase e de
lipoxigenases. Os eicosandides derivam de acidos gordos poliinsaturados C20, como o C20:4w6, o
C20:3w6 e C20:5w3, quando estes sdo libertados da posicdo sn-2 de fosfolipidos teciduais pela ac¢do
de fosfolipase A2 (Six et al., 2000; Zhou et al., 2001). Apesar de ambos os acidos C20:4w6 e C20:5w3
serem precursores de eicosandides em tecidos de peixe, o primeiro é o substrato preferencial,
apesar do acido gordo C20:5w3 ser o preponderante nos fosfolipidos dos tecidos. Nos peixes, os
acidos gordos C20:5w3 e C20:3w6 competem pela produgdo de eicosandides com os acidos gordos
C20:4w6 e C20:4w3, este ultimo resultante do alongamento do C18:4w3. A produgdo de
eicosandides ¢é influenciada pela razdo C20:4w6/C20:5w3 e uma alteragdo neste equilibrio pode
causar danos na estrutura e funcdo dos tecidos. Os eicosandides sdo reguladores do sistema
autécrino, isto é, sdo compostos de curta duragdo que actuam nas células vizinhas das células de
origem. Virtualmente, todos os tecidos produzem eicosandides e apresentam diversas funcGes
fisioldgicas tais como no sistema coagulacdo do sangue, no sistema neuronal, cardiovascular (ac¢do
sobre o tdnus), reprodutivo, respiratério, renal, enddcrino e imunitdrio. O equilibrio entre a razdo

tromboxanos e prostaciclinas influencia indirectamente a coagulacdo sanguinea e a homeostase, ja
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os tromboxanos, prostaciclinas e prostaglandinas apresentam propriedades vasoactivas e

cardiovasculares (Calder, 2001; Tocher, 2002).

Nos peixes, os acidos gordos para além de fonte energética no processo de crescimento
desde o periodo de desova até a fase adulta (Tocher et al., 1985a; Tocher et al., 1985b), também
desempenham importante papel na reproducdo, como fornecedores de energia rdpida quer para os
progenitores quer para os futuros descendentes (Henderson et al., 1984a; Henderson et al., 1984b;

Sargent, 1989).

2.6. Causas do desaparecimento da lampreia-marinha

Na Europa, nos ultimos 30 anos, as populagdes de lampreia-marinha sofreram uma
diminuicdo drastica (Lelek, 1987; Renaud, 1997). Nos rios Portugueses, nas ultimas décadas varios
autores averiguaram uma redu¢do na populagdo de lampreias marinhas (Almeida et al., 2000;

Quintella et al., 2003; Rogado et al., 2005; Quintella, 2006).

Em Portugal, a lampreia-marinha é classificada como “vulnerdvel” no Livro Vermelho dos
Vertebrados de Portugal (Rogado et al., 2005). Um taxon diz-se vulneravel quando se considera que
enfrenta um risco de extingdo elevado na natureza. A tendéncia populacional tem sofrido um
declinio continuado da area de habitat utilizdvel em Portugal, que se considera inferior a 100 km?
(Rogado et al., 2005). Relativamente ao efectivo populacional, ndo existem evidéncias do seu
declinio, devendo as flutuagbes interanuais ser interpretadas como ciclos naturais. Doadrio (2001)
refere um acentuado declinio em Espanha, com uma area de ocupacdo da ordem dos 2.000 km?
(Doadrio, 2001). O efectivo populacional em Portugal, baseado no numero de capturas de
pescadores profissionais, ndo deve atingir os 100.000 individuos (Rogado et al., 2005). Esta
consideravel diminuicdo do numero de lampreias, em Portugal, pode estar associada a vdrios
factores tais como a construcdo de barragens, sobrepesca, destruicio do habitat e qualidade e

disponibilidade de dgua. (Quintella et al., 2003; ICN, 2006).

Os principais rios de Portugal e seus afluentes sdo habitats preferenciais da lampreia-marinha
e sdo usados desde o inicio da migracdo reprodutora até ao momento da desova (Figura 3)
(Quintella, 2006). A edificacdo de barragens, para producdo de energia hidroeléctrica, acudes e
outras barreiras construidas pelo Homem, sdo factores responsaveis por restringir a area disponivel
para esta espécie nas bacias hidrograficas Portuguesas (Quintella, 2006). As barragens bloqueiam a
continuidade longitudinal do rio interrompendo as rotas migratérias dos adultos, durante a migracdo
reprodutora, para os locais adequados a construcdo de ninhos, acasalamento, desova e primeiras
fases de desenvolvimento larvar. Mesmo quando existem sistemas de passagem para peixes, 0s
individuos tém dificuldade em transpor os obstaculos, impedindo ou comprometendo a reproducdo
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(ICN, 2006; Quintella, 2006). As barragens sdo igualmente factores que, afectam também a fase da
migracao tréfica da lampreia, durante a qual as larvas, transportadas a favor da corrente, sofrem
varias metamorfoses até se tornarem jovens adultas e entrarem no mar (Quintella et al., 2003). A
construcdo destas barreiras pode alterar o ecossistema da lampreia-marinha prejudicando o seu
bem-estar e reduzindo a taxa de sobrevivéncia (Almeida et al., 2000). A construcdo destas barreiras
e, a existéncia de redes em vdrios pontos do rio, exige um enorme esforco fisico por parte das
lampreias para a sua transposicao e, quando ha limitacdo de espaco, os animais tendem a agrupar-se
tornando-se alvos faceis para os pescadores (Quintella, 2006). E sabido que estas barreiras fisicas
modificam a descarga da agua, a temperatura da agua, aumentam a erosao dos rios, alteram na
guantidade e composi¢cao do material em suspensao, sendo a altera¢do destes factores prejudicial
para a populagdo adulta e larval da lampreia-marinha (Applegate, 1950; Hardisty et al., 1971a). A
lampreia-marinha é sensivel a altera¢gdes na qualidade e disponibilidade da agua dos rios e seus
afluentes frequentemente associadas a poluicdo doméstica, industrial ou agricola (Maitland, 2003;
Quintella, 2006). A destruicdo do habitat vital para as lampreias marinhas estd muito associado a
actividades como dragagem comercial, canalizacdo e projectos de irrigagdo sdo exemplos de

actividades que podem destruir areas vitais para a lampreia-marinha (Quintella, 2006).

\\\\(\ho
I ..
,’C\:\;;J/L’i - 7

Fig. 12 — Localizacdo dos afluentes das oito bacias hidrograficas e respectivas barragens (Quintella, 2006).
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A alteracdo do regime de caudais a jusante, a qual depende do regime de exploracdo da
barragem, reflectindo-se na reducdo do caudal, na sua homogeneizacdo ao longo do ano ou na
ocorréncia de flutuagbes bruscas. A diminuicdo do caudal a jusante, com o eventual aumento da
intrusdo da cunha salina nos estudrios, reduz o habitat dulciaquicola disponivel, com a consequente
perda de locais de crescimento, alimentacdo e desova. A conversdo de um sistema |ético em |éntico,
com a consequente alteracdo dos parametros fisico-quimicos da dgua e das comunidades animais e
vegetais. A retencdo de sedimentos a montante, agravando a erosdo das margens nesta area e
alterando o leito do rio a jusante, o que pode implicar a desestabilizacdo da vegetacao ribeirinha,
fundamental para o desenvolvimento dos juvenis. Por outro lado, reduz os locais disponiveis para a

postura (ICN, 2006).

A extraccdo de materiais inertes, induzindo altera¢des da morfologia do leito do rio
(alargamento e consequente diminui¢do da profundidade e velocidade da corrente) e a destrui¢do da
vegetacao ripicola, tornam as zonas intervencionadas imprdprias para locais de abrigo, alimentacdo e
desova, sendo particularmente grave se efectuada nas zonas e épocas de desova da espécie. Durante
os trabalhos de extrac¢do hd ainda um elevado aumento da turbidez da dgua num trogo consideravel
a jusante, o que pode provocar a asfixia dos peixes (devido a deposi¢do de particulas nas guelras) e a
colmatagdo das posturas, podendo causar mortalidade em todas as fases do desenvolvimento da

espécie (ICN, 2006).

A lampreia-marinha, no rio Minho, pode usar como habitats os afluentes Mouro, Gadenha e
Coura, sendo o seu percurso de migragao limitado pela barragem de Friera, que dista 80 km da foz
(P.R. Almeira, com. press.). No rio Lima, os afluentes utilizados sdo o Estordes e Vez e a barragem
gue impede o seu percurso é Touvedo situada a 48 km da foz (Santos et al., 2002). No rio Cavado e
Douro, as barragens de Penide (27 km da foz) e Crestuma-Lever (12 km da foz), respectivamente, ndo
permitem a continuacgdo longitudinal da migracao. Os locais possivelmente utilizados como percurso
migratério pela lampreia-marinha no rio Vouga s3o os afluentes Caima e Agueda e no Mondego sdo
os afluentes Ceira e Alva (Almeida, Quintella and Dias, 2002). Como barreiras geograficas dos rios
Vouga e Mondego sdo, respectivamente, Grela (Andrade et al., 2007) e Acude-Ponte (Almeida et al.,
2000; Almeida, Quintella and Dias, 2002; Almeida, Silva et al., 2002; Quintella et al., 2003). A
barragem Belver, a 170 km da foz, limita o percurso da lampreia no rio Tejo, no entanto, o afluente
Sorraia permite a continuacdo do percurso de migracdo ja o afluente Zézere apresenta uma
barragem que ndo permite passagem da lampreia-marinha, a barragem de Castelo de Bode (Assis,
1990). Por fim, no rio Guadiana, a percurso migratdrio da lampreia-marinha é limitado naturalmente
pelo “Pulo do Lobo”, cuja queda de dgua em anos de baixa pluviosidade constitui uma barreira
intransponivel para os migradores anadromos. Nos anos em que 0s animais conseguem ultrapassar
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este obstaculo, o seu o percurso migratorio é limitado pela barragem de Pedrdgdo (P.R. Almeida,

com. Press.).

A poluicdo resultante de descargas de efluentes ndo tratados de origem industrial ou urbana,
a par com fontes de poluicdo difusa devidas a intensificacdo da utilizacdo de pesticidas e fertilizantes
na agricultura, cria situacbes de elevada eutrofizacdo do meio, com a consequente perda da
qualidade da agua, podendo levar a situacdes de elevada toxicidade, com maior repercussao nos

periodos de estiagem (ICN, 2006).

A sobrepesca é uma das principais ameagas a conserva¢ao da lampreia-marinha em Portugal
devido a sua importancia gastrondmica e consequente elevado valor comercial. A utilizagdo de meios
de captura ilegais é outro factor também responsdvel pela diminui¢do de efectivos populacionais
(ICN, 2006). A regulamentacgdo da pesca profissional define a temporada de pesca entre os dias 15 de

Janeiro e 15 de Junho (Andénimo, 1970) (Quintella, 2006).

A sobre-exploragdo dos recursos hidricos - nomeadamente através de capta¢des de dgua ou
da implementagdo de transvases - provoca a diminui¢do dos caudais, reduzindo drasticamente o
habitat disponivel, nomeadamente para a realizagdo de posturas. Para além disso, a diminui¢do dos
caudais aumenta a concentracdo das substancias poluentes e altera profundamente as
caracteristicas do habitat (velocidade da corrente, temperatura, oxigena¢do, concentracdo de
diversas substancias e nutrientes, etc.) adequadas a espécie. O caudal na foz desempenha ainda um
papel importante na estimulagdo dos reprodutores para iniciarem a migra¢do reprodutora, uma vez
gue apenas entram nos rios mais caudalosos. Assim, a diminuicdo do caudal pode fazer diminuir
drasticamente a taxa de entrada dos animais nos estuarios, comprometendo a realizacdo da sua

migracao reprodutora (ICN, 2006).

A regularizacdo dos sistemas hidricos - nomeadamente através da transformacao dos cursos
de agua em valas artificiais com a uniformizacdo do substrato, no intuito de melhorar o escoamento
hidrico — leva a modificacdo drdstica do leito do rio, a destruicdo total da mata ripicola e da
vegetacdo aquatica e a reestruturacdo artificial das margens, provocando a homogeneizacdo do
habitat, eliminando a alternancia das zonas de remanso e de rdpidos, essenciais para o reflgio,

descanso, reproducdo ou alimentacdo dos peixes (ICN, 2006).

A destruicdo da vegetacdo ripicola - nomeadamente associada a ac¢les de limpeza das
margens e leito dos cursos de agua, extrac¢do de inertes e aumento das areas agricultadas - diminui
o grau de ensombramento dos cursos de agua, com consequéncias ao nivel da temperatura e
oxigenacdo da agua. Provoca ainda a reducdo dos locais de abrigo e alimentacdo dos peixes. Por

outro lado, a destruicdo da vegetacdo das encostas marginais (area de drenagem) altera o regime de
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infiltracdo da agua e, consequentemente, o regime dos caudais, aumentando a frequéncia e
intensidade de cheias e secas, a erosao das margens e o depdsito de sedimentos, com consequéncias

negativas a nivel da alimentacdo, abrigo e reproducdo desta espécie (ICN, 2006).

2.6.1. Legislaciao nacional e internacional de Protec¢dio da Lampreia-
marinha
Legislagdo Internacional:

Listada no Anexo Il da Directiva n.2 92/43/CEE (EUR-Lex), do Conselho, de 21 de Maio,
“Relativa a preservac¢do dos habitats naturais e da fauna e da flora selvagens (Directiva Habitats) ” e
no Appendix Il da Convengdo relativa a proteccdo da vida selvagem e dos habitats naturais

(Convengdo de Berna) (Lelek, 1987; Renaud, 1997).
Legislagdo Nacional (Diario da Republica Electrénico — www.dre.pt):

A) Lei n2 2097, de 6 de Junho de 1959, publicada no Diario do Governo - 1.2 Série, N2 129, de

06.06.1959, pag. 660, que “Promulga as bases do fomento piscicola nas aguas interiores do pais”;
regulamentada

al) pelo Decreto n2 44623, de 10 de Outubro de 1962, publicado no Diario do Governo - 1.2

Série, N2 233, de 10.10.1962, pag. 1336, que “Aprova o regulamento da Lei 2097, de 6 de Junho de

1959, que promulga as bases do fomento piscicola nas dguas interiores do Pais”;

a2) pelo Decreto n2 312/70, de 6 de Junho de 1970, publicado no Diario do Governo - 1.2

Série, N2 155, de 06.07.1970, pdg. 861, que “Da nova redacgdo a vdrias disposi¢des do Decreto n.2
44623, que aprova o regulamento da Lei n.2 2097, que promulga as bases do fomento piscicola nas

aguas interiores do Pais”;

B) Decreto Regulamentar n2 43/87, de 17 de Julho, publicado no Didrio da Republica - 1.2

Série, N2 162, de 17.07.1987, pag. 2814, que “Define, nos termos do artigo 14.2 do Regulamento
(CEE) n.2 3094/86 (EUR-Lex), as medidas nacionais de conservacdo dos recursos bioldgicos aplicaveis
ao exercicio da pesca em 4guas, quer oceanicas, quer interiores, sob soberania e jurisdicdo

portuguesas”;
rectificado

b1) pela Declaracdo de Rectificacdo n.2 199/87, publicada do Diario da Republica - 1.2 Série,

N2 199-Supl, de 31.08.1987, pag. 3360-(9);

e alterado
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b2) pelo Decreto Regulamentar n.2 3/89, de 18 de Janeiro, publicado no Didrio da Republica -

1.2 Série, N2 24, de 18.01.1989, que “Altera o Decreto Regulamentar numero 43/87, de 17 de Julho,
referente a tipologia das artes de pesca, areas de pesca, caracteristicas das embarcacdes e

tratamento de espécies”;

b3) pelo Decreto Regulamentar n.2 28/90, de 11 de Setembro, publicado no Diario da

Republica - 1.2 Série, N2 [210], de 11.09.1990, pag. 3684, que “Altera o Decreto Regulamentar
numero 43/87, de 17 de Julho (Define as medidas nacionais de conservacdo dos recursos bioldgicos
aplicaveis ao exercicio da pesca em aguas, quer oceanicas, quer interiores, sob soberania e jurisdicao

portuguesa)”;

b4) pelo Decreto Regulamentar n.2 30/91, de 4 de Junho, publicado no Didrio da Republica -

1.2 Série B, N2 [127], de 04.06.1991, pdg. 3009, que “Altera o artigo 84 do Decreto Regulamentar
ndmero 43/87 de 17 de Julho (define as medidas nacionais de conservacdo dos recursos bioldgicos
aplicaveis ao exercicio da pesca em dguas portuguesas) prorrogando o prazo nele estabelecido ate 31
de Dezembro de 1992, a fim de se proceder as modificagdes necessdrias exigidas para as

embarcagdes de pesca”;

b5) pelo Decreto-Lei n.2 383/98, de 27 de Novembro, publicado no Diario da Republica - 1.2

Série A, N2 275, de 27.11.1998, pag. 6583, que “Altera o Decreto-lei 278/87, de 7 de Julho, que fixa o
quadro legal do exercicio da pesca e das culturas marinhas em dguas sob soberania e jurisdicdo

portuguesas”;

b6) pelo Decreto Regulamentar n2 7/2000, de 30 de Maio, publicado no Diario da Republica -

1.2 Série B, N2 125, de 30.05.2000, pag. 2509, que “Altera o Decreto Regulamentar n.2 43/87, de 17
de Julho, estabelecendo as medidas nacionais dos recursos vivos aplicaveis ao exercicio da pesca em

aguas sob soberania e jurisdicdo nacional”;

b7) pelo Decreto Regulamentar n2 15/2007, de 28 de Margo, publicado no Didrio da

Republica - 1.2 Série, N2 62, de 28.03.2007, pag. 1783, que “Altera o Decreto Regulamentar n.2
43/87, de 17 de Julho (Define as medidas nacionais de conservacgdo dos recursos bioldgicos aplicaveis
ao exercicio da pesca) eliminando a autorizacdo prévia para o exercicio da actividade da pesca e o

livrete de actividade”.

C) Decreto-Lei n2 316/89, de 22 de Setembro, publicado no Didrio da Republica — 1.2 Série,

n.2 219/89, de 22.09.1989, pag. 4224, que “Regulamenta a aplicagdo da Convencdo relativa a

proteccdo da vida selvagem e dos habitats naturais (Convencdo de Berna)”, Appendix IlI;

alterado
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c1) pelo Decreto-Lei n.2 196/90, de 18 de Junho, publicado no Diario da Republica — 1.2 Série,

n.2 138/90, de 18.06.1990, pag. 2560, “Altera o Decreto-Lei n.2 316/89, de 22 de Setembro
(regulamenta a Convencdo Relativa a Conserva¢do da Vida Selvagem e dos Habitats Naturais da

Europa)”;

D) Decreto-Lei n® 140/99, de 14 de Abril, publicado no Diario da Republica — 1.2 Série, n.2

96/99, de 14.04.1999, pag. 2183, que “Revé a transposicdo para a ordem juridica interna da Directiva
n.2 79/409/CEE, do Conselho, de 2 de Abril (relativa a conservagdo das aves selvagens), e da Directiva
n.2 92/43/CEE, do Conselho, de 21 de Maio (relativa a preservac¢do dos habitats naturais e da fauna e
da flora selvagens). Revoga os Decretos-lei n2 75/91, de 14 de Fevereiro, 224/93, de 18 de Junho, e

226/97, de 27 de Agosto”, Appendix B-II;
alterado e republicado

d1) pelo Decreto-Lei n.2 49/2005, de 24 de Fevereiro, publicado no Diario da Republica — 1.2

Série-A, n.2 39, de 24.02.2005, pag. 1670, “Primeira alteracdo ao Decreto-Lei n.2 140/99, de 24 de
Abril, que procedeu a transposi¢do para a ordem juridica interna da Directiva n.2 79/409/CEE (EUR-
Lex), do Conselho, de 2 de Abril, relativa a conservagdo das aves selvagens (directiva aves) e da
Directiva n.2 92/43/CEE (EUR-Lex), do Conselho, de 21 de Maio, relativa a preservacdo dos habitats

naturais e da fauna e da flora selvagens (directiva habitats).”

E) Resolucdo do Conselho de Ministros n.2 115-A/2008, de 21 de Julho, publicada no Diério

da Republica - 1.2 Série, N2 139-Supl, de 21.07.2008, pag. 4536-(2), que “Aprova o Plano Sectorial da
Rede Natura 2000 (PSRN2000) relativo ao territdrio continental, publicado em anexo, composto por
relatério constante do anexo |, fichas de sitios e zonas de protec¢do especial (ZPE), constante do
anexo |l, e glossario e orientacdes de gestdo, constante do anexo Ill. Cria a Comissdo de
Acompanhamento e Avaliagdo do PSRN2000, cuja composicdo e competéncias constam do n2 8 do

I”

relatério, constante do anexo

F) Portaria n.2 144/2009, de 5 de Fevereiro, publicada no Didrio da Republica - 1.2 Série, N2

25, de 05.02.2009, pag. 834, que “Define as areas e condicionalismos ao exercicio da pesca ludica,
incluindo a apanha lidica, em aguas oceédnicas da subdrea da zona econdmica exclusiva do
continente, d4guas interiores maritimas e aguas interiores ndo maritimas sob jurisdicdo da autonomia

maritima.”
alterada

f1) pela Portaria n.2 458-A/2009, de 4 de Maio, publicada no Didrio da Republica - 1.2 Série,

N2 85-Supl, de 04.05.2009, pdg. 2524-(2), que “Procede a primeira alteracdo da Portaria n.2
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http://www.dre.pt/cgi/eurlex.asp?ano=1979&id=379L0409
http://www.dre.pt/cgi/eurlex.asp?ano=1992&id=392L0043

143/2009, de 5 de Fevereiro, que define os condicionalismos especificos ao exercicio da pesca ludica
no Parque Natural do Sudoeste Alentejano e Costa Vicentina (PNSACV), e da Portaria n.2 144/2009,
de 5 de Fevereiro, que define as dreas e condicionalismos ao exercicio da pesca ludica, incluindo a
apanha ludica, em aguas ocednicas da subarea da zona econdmica exclusiva do continente, aguas

interiores maritimas e dguas interiores ndo maritimas sob jurisdicdo da autonomia maritima.”
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3. Metodologia

3.1.

Local de realizagao

Tempo de realizagdo
Modelo bioldgico
Dimensdo da amostra

Amostragem

Tecido

Métodos laboratoriais

Tratamento de

resultados

Estratégia

A captura dos animais efectuou-se nas bacias hidrograficas Minho,
Lima, Cdvado, Douro, Vouga, Mondego, Tejo e Guadiana. O trabalho
laboratorial iniciou-se no Centro de Oceanografia, em Lisboa, foi
continuado no Laboratério de Bioquimica Analitica Fase Ill, CLAV, em
Evora, e nos laboratérios do Instituto de Ciéncias Agrarias e
Ambientais Mediterraneas, no pélo da Mitra da Universidade de

Evora.

2,5 Anos (Inicio: Margo de 2008; Fim: Outubro de 2010)
Lampreia-marinha (Petromyzon marinus L.)

20 Individuos por bacia x 8 bacias

Individuos capturados no inicio da migracao reprodutora nas bacias
hidrograficas portuguesas: Minho, Lima, Cavado, Douro, Vouga,

Mondego, Tejo e Guadiana.

Musculo cardiaco.

Dissecc¢do de lampreia-marinha e processamento de tecidos e érgaos;
Extraccdo de lipidos totais do musculo cardiaco pelo método ASE;

Transesterificacdo dos lipidos totais pelo método de Morrison and

Smith (1964);

Identificacdo do perfil em acidos gordos por cromatografia de particdo

gas-liquido.

Comparacdao do perfil de acidos gordos do musculo cardiaco de
lampreia-marinha em diferentes bacias hidrograficas portuguesas
através dos métodos: analise de varidncia multivariada (MANOVA) e
analise discriminante multipla (MDA) através do programa estatistico

SPSS 17.
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3.2. Organigrama

A seguir sera apresentado um diagrama que permite a simplificacdo e racionalizacdo através
da representagao esquematica dos processos que permitiram a caracterizagao do perfil em 3acidos

gordos nos lipidos totais do musculo cardiaco de lampreia-marinha em oito bacias portuguesas.

Captura e eutandsia de lampreias
marinhas de 8 bacias hidrograficas
Portuguesas

Pesagem e biometrias de
lampreias marinhas

Dissecgdo e obtencao de dérgdos e
tecidos

Pesagem, fraccionamento,
liofilizagdo e preservagao do
musculo cardiaco

Extrac¢do e quantificagdo de
lipidos totais do musculo cardiaco

Metilacdo para esteres metilicos
dos acidos gordos dos lipidos
totais

Cromatografia gasosa dos esteres
metilicos dos acidos gordos da
amostra e do padrao

Separagao ,identificagdo e
quantificacdo dos acidos gordos

Expressdo dos resultados e analise
estatistica de dados .
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3.3. Material e métodos

3.3.1. Reagentes e equipamento

Os quadros 4 e 5 sumariam os reagentes e equipamento utilizados no procedimento.

Quadro 4 - Lista de reagentes com respectivo grau de pureza e fornecedor.

Compostos Fornecedor Cidade Grau de pureza (%)
Ar Praxair Maia, Portugal 99,9
Azoto (N,) Praxair Maia, Portugal 99,9

BHT (Cy5H,40) Sigma-Aldrich Steinhein, Alemanha 99,9
Cloreto de sddio (NaCl) Merck Darmstadt, Alemanha | 99,5
Cloroférmio (CHCls) Sigma-Aldrich Steinhein, Alemanha 99,4
Diclorometano Merck Darmstadt, Alemanha | 99,5
Ester metilico C19:0 Sigma Steinhein, Alemanha 98,0

Eter de petréleo Panreac Barcelona, Espanha -

FAME Mix 37 Supelco Bellefont, USA 99,0-99,9
Hélio (He) Praxair Maia, Portugal 99,9
Hidroxido de sédio (NaOH) | Merck Darmstadt, Alemanha | >99,0
Metanol (CH;OH) Sigma-Aldrich Steinhein, Alemanha

Terra de Diatomdaceas Hydromatrix (P/N S23-3) | Sannyvale, Califérnia 100,0
Triflureto de boro (BF ;) Merck Schuchardt, Alemanha | -

Quadro 5 - Lista de equipamento e respectiva marca.

Equipamento

Marca e modelo

ASE - Accelerated Solvent Extractor

Balanga técnica
Balanga analitica

Baldo de vidro de evaporagdo

Bomba oxigenadora

Células de extraccdo de 34 ml

Coluna capilar
Cromatografo

Dionex (ASE 100)

Merobloc (PB 3002)

Precisa 205 AS

Normax (100 mL, 29-32)

AIRMAX (DB-30A)

Dionex (ASE 100)

Supelco (Omegawax 320)

Hewlett Packard (6890 GCsystem)

Placa de aquecimento

Filtros celuldsicos para células de extrac¢ao de 34 ml
Tanque em polietileno

Tanques de fibra de vidro

3.4. Procedimento experimental

O delineamento experimental e posterior apresentacdo dos resultados referentes aos dois
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Thermolyne SyBran (17600)
Dionex (ASE 100, P/N 049458)
Rena (Aqualife 200)

Rena (Aqualife 200)

anos e meio do projecto no ambito do qual foi desenvolvida a presente Tese estdo cronologicamente
divididos em quatro grandes experiéncias: trabalho de campo, que inclui a captura e transporte das
lampreias marinhas das respectivas bacias hidrograficas até ao laboratdrio; trabalho laboratorial no
Centro de Oceanografia, onde se efectuaram as dissec¢Oes, pesagens e dados biométricos das
lampreias; trabalho laboratorial no Laboratério de Bioquimica Analitica Fase Ill, CLAV, em Evora, e

nos laboratérios do Instituto de Ciéncias Agrdrias e Ambientais Mediterraneas, no pdlo da Mitra da



Universidade de Evora, onde se extraiu, identificou e quantificou os diferentes acidos gordos do

musculo cardiaco e por fim a analise estatistica para tratamento dos dados obtidos.
3.4.1. Captura e eutandsia

Em cada bacia hidrografica dos rios Minho, Lima, Cavado, Douro, Vouga, Mondego, Tejo e
Guadiana foram capturados entre 25 a 30 animais. Os animais foram capturados por pescadores
profissionais com recurso a redes de emalhar ou de estacada. Todos os individuos foram capturados
na época de inicio da migra¢do reprodutora junto a foz de cada rio, a excepgao dos individuos do Rio
Tejo e do Rio Guadiana que foram capturados um pouco mais a montante, 67 e 70 km,

respectivamente.

Quadro 6 - Coordenadas dos locais de capturas das lampreias marinhas.

Rio Local de captura Coordenadas

Minho Caminha 41°50'0" N, 8°50'0" W
Lima Viana do Castelo 41°42'0"N, 8°49'12" W
Cavado Fao 41°31'0"N, 8°47'0" W
Douro Porto 41°9'0"N, 8°36'40" W
Vouga S3o Jacinto (Ria de Aveiro) 40°39'44" N, 8° 43'50" W
Mondego | Figueira da Foz 40°7'0"N, 8°54'0" W
Tejo Entre Escaroupim e Salvaterra de Magos | 39°1'33"N, 8°47'34" W
Guadiana | Mértola 37°38'0"N, 7°40'0" W

Os animais foram sempre transportados vivos para o laboratério num tanque em polietileno
com cerca de 0.4 m® de capacidade, ao qual foi acoplada uma bomba oxigenadora (AIR MAX, modelo
DB-30A), permitindo a circulagdo de 32 L de ar por minuto. 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 (i.e. filtros bioldgicos, refrigeradores e sistemas de oxigenagao).

Na eutanasia das lampreias capturadas utilizou-se uma solu¢do anestésica de 2-fenoxietanol
em 1mL/L de 4gua numa mala térmica, onde se colocou um individuo de cada vez minutos antes dos
ensaios biométricos. Esta solucdo actua como inibidor da actividade dos fagécitos, desactiva o
sistema imunoldgico e é depressor do sistema nervoso central do animal. A diluicdo utilizada na
eutanasia das lampreias marinhas é segura para o investigador (Gosselin et al., 1984; Velisek et al.,

2004; Velisek et al., 2005; Caamano Tubio et al., 2010).
3.4.2. Caracterizac¢ao biométrica e recolha do tecido cardiaco

Apds a morte, procedeu-se a determinacdo dos dados biométricos dos individuos: peso total
(Tw, g) e comprimento total (TL, cm) - entre a extremidade bucal e da barbatana caudal - e
efectuaram-se os cdlculos dos factores de condicdo de Fulton e alométrico para todos os animais

capturados.
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Em peixes, o factor de condicdao fornece importantes informacgdes sobre o estado fisioldgico
ao nivel da taxa de crescimento, estado nutricional, potencial reprodutivo e de bem-estar dos
espécimes e populagdes piscicolas num dado ambiente, a partir do pressuposto de que individuos
com maior massa num dado comprimento estdo em melhor condi¢do (Rocha et al., 2008). Conforme
Royce (1972), o factor de condi¢do é influenciado por factores intrinsecos, como os factores
genéticos, imunoldgicos e hormonais e extrinsecos, como a profundidade, densidade e salinidade da
agua, o clima e a quantidade e a qualidade dos alimentos a disposicdo (Royce, 1972). Em peixes,
normalmente calcula-se o factor de condicdo de Fulton que assume que a relacdo entre o peso e o
comprimento é isométrica e considera que o declive da regressdao entre o peso corporal e o
comprimento é igual 3 (b), independentemente da amplitude de comprimentos (Le Cren, 1951;

Rocha et al., 2008):
K = (TW/TL®) x (1x10°)

Paralelamente ao presente estudo, foram analisadas preparagdes histoldgicas das génadas
para determinar o sexo dos individuos com a finalidade de avaliar a influéncia deste factor na

composi¢do em acidos gordos no musculo cardiaco lampreia-marinha (Beamish et al., 1979).

Apds as pesagens e biometrias, procedeu-se a dissec¢do sendo o cora¢do lavado com uma
solucdo gelada de NaCl (0.9%). Apds pesagem, procedeu-se ao fraccionamento do coragao em fatias
muito delgadas e cada porcdo foi envolvida em papel vegetal, seguida de folha de aluminio e
finalmente guardada em sacos de plastico previamente identificados. As amostras foram
seguidamente colocadas em canisters, mergulhadas em azoto liquido e posteriormente armazenadas

em arcas frigorificas a -80° C.

No laboratdrio, procedeu-se a nova pesagem de cada amostra de musculo cardiaco para
posterior liofilizacdo, durante 2 h, para retirar toda a agua existente no tecido. Apés liofilizacdo, e
obtencdo de uma massa constante, efectuou-se a pesagem final para determinag¢do da perda de

agua por amostra. A cada amostra foi adicionado BHT para evitar a oxidacdo dos lipidos presentes.
3.4.3. Analise da composiciao em acidos gordos do tecido cardiaco
3.4.3.1.  Extracgdo dos lipidos totais do tecido cardiaco

As extraccOes de lipidos totais do musculo cardiaco foram realizadas utilizando o ASE
equipado com células de extraccdo de 34 mL. Os filtros de extraccdo utilizados foram filtros

celuldsicos e o agente inerte foi Terra de Diatomaceas.
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A cada uma das amostras, cujo peso variou entre 120 mg e os 180 mg, foi adicionado 10 g de
agente inerte e num almofariz de porcelana procedeu-se a sua maceracdao. A mistura foi colocada
numa célula de extraccao de 34 mL, ja previamente preparada com 2 filtros celulésicos, e preenchida
totalmente com agente inerte sob a qual foi colocado o terceiro filtro celuldsico. A extraccao dos

lipidos totais no ASE foi efectuada segundo as condi¢des de programacao apresentadas no Quadro 7.

O extracto de lipidos totais obtido foi recolhido num baldo de vidro de evaporacao,
previamente pesado e etiquetado e foi evaporado num evaporador rotativo, a 50°C (para mistura de
cloroférmio: metanol). Apés completa evaporagdo, determinou-se gravimetricamente a massa de
extracto correspondente ao teor de lipidos totais por amostra e calculou-se o rendimento da
extracgao. Em seguida, redissolveu-se o extracto seco em 3 mL cloroférmio e colocou-se em tubos de
metilagcdo previamente pesados e etiquetados. Armazenaram-se os extractos a -20°C até posterior

utilizagao.

Quadro 7 — Parametros programados no ASE para extracgdo de lipidos.

Parametros de extrac¢do Condigdes

Temperatura 1002 C

Pressdo 13.8 Mpa

Mistura Solvente Cloroférmio: metanol (60%: 40%) + BHT (100 mg/L)
Ne Ciclos Extracgdo Estaticos | 2

Tempo de ciclo 5 min

Purga das Células N, durante 60 seg

3.4.3.2. Transesterificacdo dos lipidos totais

Na realizacdo da transesterificacdo dos lipidos totais, as amostras foram submetidas ao
processo de saponificacdo e metilacdo, de acorco com o método Morrison & Smith (1964). Ao
extracto de lipidos totais obtido adicionou-se 1 mL de solucdo metandlica de NAOH 0.5 M. Na hotte,
procedeu-se a saponificacdo dos extractos durante 15 min numa placa de aquecimento a 70°C . Apds
arrefecimento adicionou-se 1 mL de BFs em metanol a 10% e deixou-se metilar durante 10 min a
70°C. Apds arrefecimento, adicionou-se 6 mL de agua destilada e posteriormente 2 mL de éter do
petréleo e agitou-se vigorosamente. Recolheu-se o sobrenadante para um vial etiquetado e
adicionou-se 250 L de padrdo interno. As amostras concentraram-se sob corrente de azoto. Os viais
foram fechados hermeticamente e armazenados em congelador (-20°C), para posterior analise

cromatografica.

3.4.3.3.  Andlise cromatogrdfica dos ésteres metilicos dos dcidos gordos

Os esteres de acidos gordos, constituintes da mistura de lipidos totais s do musculo cardiaco,

foram separados num cromatdgrafo Hewlett Packard, com software HPChem, equipado com injector
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split-splitless e detector de ioniza¢cdo por chama (em inglés, FID). A coluna utilizada foi uma coluna
capilar Omegawax 320 (30 m de comprimento x 0.32 mm de didmetro interno, 0,25 pum de espessura
de filme) da Supelco. A fase mével utilizada foi o Hélio com um fluxo de 1,2 mLl/min, a 200°C. As
condicOes experimentais usadas encontram-se especificadas no Quadro 8.

O padrao interno utilizado neste estudo foi o éster metilico do C19:0 que foi adicionado a
cada amostra e cromatografado nas mesmas condicdes experimentais. Em paralelo, foi
cromatografado um padrdao externo composto por ésteres metilicos ja quantificados, FAME Mix 37
(10mg/mL em diclometano ao qual foi adicionado C22:5®3), nas mesmas condi¢es experimentais.

Quadro 8 - Condigbes experimentais utilizadas na analise cromatografica.

Parametros Condigdes
Temperatura do injector 260°C
Temperatura do detector FID | 270°C
Temperatura inicial do forno | 140°C
Temperatura final do forno 240°C

Rampa de temperatura 4°C/min

Pressdo e fluxo de Hélio 8.81 psi e 1.2 ml/min
Tempo de corrida 40 min

Razdo de split 10

As areas dos picos resultantes foram corrigidas pelos factores de resposta tedricos relativos
do FID (Ackman, 2002). Os ésteres metilicos dos acidos gordos foram identificados por comparacdo
dos seus tempos de retengdo com padrdo externo conhecido. Para cada amostra, a composicdo
relativa em acidos gordos é apresentada como a percentagem de peso na composicdo em acidos

gordos.
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Fig. 13 — Cromatograma dos acidos gordos do padrdao FAME MIX 37 e ao padrao interno C19:0.
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3.4.3.4. Analise estatistica de dados

O pacote estatistico do programa SPSS versao 18.0 foi utilizado para o tratamento dos dados
e andlise estatistica. Os dados foram transformados sempre que necessdrio de forma a garantir os
pressupostos de normalidade, independéncia e homocedasticidade. Os resultados para os acidos
gordos identificados foram expressos em percentagem do total de acidos gordos na amostra, com a
finalidade de eliminar efeitos de concentracao.
Area % = (Ai / 2A) x 100
Ai = area do pico individual

2A = soma de todas as areas dos picos identificados

Foi feita a ANOVA para comparar alguns dos parametros biométricos com os LT do coragao, o

peso do coragdo etc entre os animais das varias bacias hidrograficas em analise.

Para se testar se o perfil de acidos gordos dos lipidos totais do coracdo diferia entre os
animais das varias bacias e entre géneros foi realizada uma andlise de modelo geral linear
vulgarmente designada nos programas estatisticos por GLM, a qual permitiu a andlise de variancia
para as variaveis dependentes (i.e., acidos gordos) mediante o uso de dois factores fixos: bacia
hidrografica e género. Deste modo, as varidveis utilizadas dividem a populacdo em grupos e
permitem testar quer a hipdtese nula Hy sobre o efeito de qualquer das variaveis (bacia hidrografica

ou género,) quer a respectiva interac¢ao, nas varidveis dependentes para os varios grupos a analisar.

Em seguida procedeu-se a andlise discriminante multivariada (MDA) a fim de se conhecer qual
ou quais os acidos gordos que mais contribuiam para as diferencas no perfil de acidos gordos do
coracdo entre os animais das bacias hidrogréficas analisadas. Este tratamento estatistico consiste
numa técnica de estatistica multivariada utilizada para atingir varios objectivos, tais como a
identificacdo das varidveis que melhor diferenciam entre dois ou mais grupos de individuos
estruturalmente diferentes e mutuamente exclusivos. Trata-se da técnica estatistica mais apropriada
para a separacao de dois ou mais grupos definidos a priori (Hair et al., 1998), sendo que pode vir a
ser usada para determinar quais as varidveis que tém maior capacidade de predizer o grupo
(Andénimo, 2003). Estas varidveis podem ainda ser utilizadas para criar um “indice” ou “funcdo
discriminante” que represente de forma parsimoniosa as diferencas entre os grupos. No presente
estudo pretende-se distinguir as varidveis, neste caso os acidos gordos dos lipidos totais, que
permitem diferenciar ou separar as bacias. A partir das quinze variaveis introduzidas obtém-se uma
matriz de variancia e covariancia totais e uma matriz conjunta da varidncia e covariancia intra grupos.
A existéncia de diferencas significativas entre grupos, tendo em conta todas as varidveis, pode ser

determinada pela comparacgdo destas duas matrizes através de testes multivariados de F. A andlise
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foi realizada segundo o método stepwise ascendente de combinacdo de varidveis que melhor
separam os grupos, utilizando um valor de F de entrada (F=3.84) e um valor de F de remocgdo
(F=2.71), respectivamente, para inserir ou remover uma varidvel. Deste modo, todas as varidveis sdo
avaliadas, passo a passo, de forma a determinar qual a que mais contribui para a discriminacao dos
grupos (Anénimo, 2003), e assim maximizar a distancia minima de Mahalanobis (D?) (Hair et al.,
1998). Essa variavel é entdo incluida no modelo se a sua adi¢io aumentar significativamente D? e o
processo recomeca, caso contrario a varidvel é removida. O valor de F para a varidvel revela a sua
contribuicdo no progndstico de pertencer a um determinado grupo e, assim sendo, indica o seu

significado estatistico na discriminagdo entre grupos (Anénimo, 2003).

O teste lambda de Wilk (A) explica as diferengas entre os grupos, para cada fungdo
individualmente. Este valor de lambda de Wilk (A) é calculado através da divisdo entre a variagdo ndo
explicada e a variagdo total, e obtém valores que variam entre 0 e 1, sendo que os menores valores

indicam grandes diferengas entre grupos e os valores elevados inexisténcia de diferencas.

Para testar a igualdade entre os centréides, que representam o valor médio dos resultados
discriminantes de um grupo (Hair et al., 1998), realizou-se uma transformacdo qui-quadrado do
lambda de Wilk’s (A). Esta transformacgdo permite ainda verificar se todas as varidveis candnicas
(resultados das fung¢des discriminantes individuais, que representam combinag¢des lineares das
variaveis originais (Hair et al., 1998)) reflectem diferencas entre popula¢des ou apenas variagcdo

aleatdria.

De modo a avaliar o sucesso da classificagdo das amostras, obtida através da analise
discriminante efectuada, analisa-se a distribuicdo dos individuos pelos grupos a partir do grafico das
variaveis candnicas (funcdo ortogonal). Assim, individuos do mesmo grupo aparecem mais préximos
gue individuos de grupos diferentes. O método de valida¢do cruzada do tipo leaving-one-out permite
calcular a taxa de erro de classificagdo (Andnimo, 1999). Por fim, para analisar o significado
estatistico e testar a exactiddo da classificacdo recorre-se ao teste Q de Press, no qual Hy: matriz de
classificacdo idéntica ao que seria de esperar se as suas caracteristicas fossem apenas devidas ao

acaso (Hair et al., 1998).
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4. Resultados e Discussao

4.1. Parametros biométricos

Entre Marco a Abril de 2008 foram capturadas 221 lampreias na foz das bacias hidrograficas
dos rios Minho, Lima, Cavado, Douro, Vouga, Mondego e Tejo. No ano seguinte, nos referidos meses,
foram capturadas mais 30 individuos no rio Guadiana, na zona de Mértola. Para analise estatistica

consideraram-se apenas 19 individuos de cada bacia escolhidos aleatoriamente.

Os parametros biométricos encontram-se apresentados nos Quadros 9 e 10. As lampreias
menores foram capturadas no rio Vouga, com um comprimento corporal médio de 83,0 cm, um peso
médio de 1077,32 g, enquanto as maiores foram as apanhadas no rio Tejo, com um comprimento

corporal médio de 90,3 cm e um peso médio de 1333,68 g.

Através da ANOVA, os valores de peso total apresentaram diferencas significativas (p<0,05)
para os animais recolhidos nas varias bacias verificando-se que as lampreias do Tejo, Minho e
Mondego registaram um peso significativamente superior aos dos animais das bacias do Vouga,
Guadiana e Douro. No entanto, as bacias do Cdvado e Lima apresentam valores de peso total
dispersos que ndo assumem qualquer tendéncia entre os dois grupos anteriormente referidos, e

como tal, ndo é possivel considera-los num terceiro grupo.

Relativamente ao comprimento total também foram verificadas diferencas significativas
(p<0,05, ANOVA) entre os individuos das vdrias bacias,. O primeiro grupo, caracterizado pelo maior
comprimento, é composto pelos animais do Minho, Tejo e Mondego, seguido do segundo grupo
composto pelos individuos do Cavado, Lima e Guadiana e por fim o terceiro grupo formado pelas

lampreias do Vouga e Douro.

De um modo geral, as lampreias marinhas em Portugal podem ser caracterizadas por um
comprimento aproximado entre os 83,0 e 0s 94,1 cm e um peso médio entre os 1077 e os 1334 g, em

concordancia com os valores referidos por Hardisty (1986b) e Duarte (2003).

Nos Quadros 9 e 10 encontram-se os valores para o peso total do coracdo. Pode constatar-se
que as lampreias da bacia do Cavado foram as que se caracterizaram por um menor peso cardiaco
(2,65 g) enquanto no Tejo se registaram os maiores valores de peso (3,34 g). Novamente em relacdo
a este parametro existiram diferencas significativas (p<0,05, ANOVA) e podem destacar-se dois

grupos. O primeiro grupo é composto pelos animais das bacias do Tejo, Minho e Mondego com
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valores de peso de coracgdo significativamente maiores (p<0,05) que os do segundo grupo, formado

pelas lampreias do Lima, Cdvado, Douro, Vouga e Guadiana.

No quadro 12 estdo representados os valores percentuais do indice entre o peso total do
coracdo e o peso corporal eviscerado das lampreias das oito bacias hidrograficas estudadas. Para a
determinacdo deste indice foi utilizado o peso corporal eviscerado na medida em que quer o peso do
figado quer o peso das génadas revelaram valores muito dispares entre machos e fémeas e dentro
de cada bacia. Desta forma, os valores deste indice foram 0,29% no Vouga, 0,28% no Douro, 0,27%
no Mondego e Tejo e finalmente 0,25% no Minho, Lima, Cavado. Este indice revela que as lampreias
do Vouga apresentam os valores mais elevados de peso de coragdo relativamente ao peso corporal
eviscerado, o que pode sugerir uma maior importancia fisiolégica do coragao na sobrevivéncia do
animal. Através da ANOVA, os valores deste indice revelaram que os animais do Minho, Tejo e
Mondego se caracterizavam pelo valor significativamente maior (p<0,05), seguido pelo grupo dos
animais do Cavado, Lima e Guadiana e finalmente o terceiro grupo formado pelas lampreias do
Douro e Vouga. Trabalhos de Hardisty e Potter (1972), referem valores do indice peso do coracdo/
peso corporal nas lampreias marinhas de 0,59% e salientam a diferenca face aos indices
referenciados para outros animais poiquilotérmicos (0,08 e 0,3%) e a proximidade face aos animais
homeotérmicos, nomeadamente aos valores obtidos para os mamiferos (0,64%). De acordo com
Hardisty e Potter (1972), este indice reflecte uma relagdo directa entre a dimensdo do coragdo e
respectiva taxa cardiaca e o consumo elevado de oxigénio durante a actividade muscular inerente ao
ciclo de vida. Todavia, os valores determinados no presente estudo sdo muito préximos entre si
oscilando entre 0,25 e 0,29, o que parece contrariar os indices referidos por Hardisty e Potter (1972),
e mostra que este indice na lampreia-marinha é muito baixo comparativamente aos animais
homeotérmicos e estd préximo dos restantes animais poiquilotérmicos.

Nos peixes, a relacdo peso-comprimento (factor de condicdo) é um parametro muito
importante e tem muitas aplicagdes nomeadamente, permitir a estimativa de uma destas variaveis
uma vez conhecida a outra (Beyer, 1987). Esta relacdo tem ainda sido usada para estimar biomassas
a partir de dados de frequéncia de comprimento e, como medida, de variagdo do peso esperado para
o comprimento de um dado individuo, indicando assim a sua condicdo, ou seja, a acumulagdo de
gordura visceral e o desenvolvimento das génadas (Rossi-Wongtschowski, 1977; Araudjo et al., 2001).
As lampreias apresentaram uma amplitude de comprimentos varidvel e como tal foram
determinados dois factores de condicdo, um assumindo um crescimento isométrico e o outro
assumindo um crescimento alométrico. Le Cren (1951) afirma que os valores de 8 variam de 2,0 a
4,0, assumindo o valor 3,0 para um "peixe ideal", que mantém a mesma forma durante o

crescimento ontogenético (Le Cren, 1951). Valores inferiores ou superiores a 3,0 indicam individuos
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qgue, ao longo do crescimento, se tornam mais "longilineos" ou "redondos", respectivamente (Le
Cren, 1951). No quadro 11 estdo registados os valores para o factor de condicdo K para os animais
das bacias estudadas. Verifica-se que as lampreias da bacia do Cdvado apresentam valores na ordem
dos 1,8, as lampreias das bacias Minho, Lima, Vouga, Douro e Tejo na ordem dos 1,7 e os animais da
bacia do Guadiana valores da ordem dos 1,6. Estes valores ndo revelaram, contudo, diferencas
consideradas significativas do ponto de vista estatistico (p<0,05, ANOVA). Em relacdo ao factor de
condicdo aldmétrico, verifica-se que a funcdo que caracteriza a relagcdo peso-comprimento assume
um comportamento potencial. A Figura 14 ilustra graficamente a relacdo entre o peso corporal e o
comprimento das lampreias para a bacia hidrografica do Lima e no Quadro 13, estdo resumidos os
valores b e o tipo de crescimento verificado para cada bacia. A bacia do Guadiana apresenta valores
de b préximo de 3 assumindo um crescimento isométrico. As restantes bacias apresentam valores de
declive que caracterizam um crescimento alométrico, o que significa que os individuos ao longo do
seu crescimento apresentam fases em que sdo mais longilineos ou mais “arredondados”, o que
reflecte a sua menor ou maior disponibilidade em termos de gordura visceral. Da andlise do Quadro
11 pode verificar-se que os factores de condi¢dao alométricos nos animais do Minho, Cavado e Vouga
apresentaram valores préximos oscilando entre 1,69 e 1,79; as lampreias do Lima, Mondego e

Guadiana valores entre os 1,42 e 1,54 e por fim, os animais do Tejo com valor de 1,10.

Do ponto de vista estatistico, os valores do factor de condicdo de Fulton obtidos para os
animais das oito bacias hidrograficas ndo registaram diferencas significativas (através da ANOVA
p>0,05) indicando que todos os individuos apresentaram a mesma relacdo entre peso e
comprimento independentemente da localizagdo geografica. Estes resultados sugerem que, apesar
de as amostras serem origindrias de diferentes localizacbes geograficas e apresentarem
caracteristicas morfométricas heterogéneas dentro da cada bacia, os niveis de gordura visceral, ou
seja, reserva energética, sdo semelhantes e que todos os individuos se encontravam nas mesmas
condigBes nutricionais.

No Quadro 12, podemos verificar que a perda de agua do musculo cardiaco nas lampreias
marinhas das oito bacias hidrograficas durante o processo de liofilizacdo variou pouco entre 71,4 e
76,5%. Neste mesmo quadro, verificou-se que o rendimento de extraccao de lipidos totais do
musculo cardiaco variou entre os 6 e os 7,5%, sendo que o rendimento maximo foi obtido nos
animais do Guadiana (7,59%) e o minimo nos animais do Cavado (6,07%). O valor percentual do
conteddo em lipidos totais, expresso em g por g de musculo cardiaco foi superior nos animais das
bacias do Douro, Mondego e Guadiana (46%), seguido pelos animais do Minho, (30%), Vouga, (27%)
e por fim Lima e Tejo (23%).
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Em relacdo ao conteldo em lipidos totais do coracdo verificou-se que os animais das varias
bacias registaram diferencas significativas (p<0,05) podendo afirmar-se que o coracdo dos animais
das bacias Guadiana, Mondego e Douro se caracterizou pela presenca de maior teor de lipidos totais
face ao coracdo dos animais das bacias do Tejo, Vouga, Minho, Cavado e Lima. Quando se procurou
verificar se o peso total em lipidos do coracdo estava correlacionado com o peso total do mesmo nao
foi encontrada qualquer correlacdo significativa. Deste modo pode ser corroborada a hipdtese de o
conteudo em lipidos totais no musculo cardiaco nao ser influenciado por oscilacées de peso corporal,

e, indirectamente, pela dieta.
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Quadro 9 — Parametros biométricos de 19 individuos das bacias hidrograficas Minho, Lima, Cavado e Douro: o peso total (Pt, g), o comprimento total (Ct, cm), o peso do coragao (Pt, g),

indice entre o peso do coragio e o peso corporal eviscerado (Pc/Pte, %) e o respectivo género.

Minho Lima Cavado Douro

Pt Ct Pc Pc/Pte G Pt Ct Pc Pc/Pte G Pt Ct Pc Pc/Pte G Pt Ct Pc Pc/Pte G
1384 94,1 3,42 0,26 M 1134 85,2 2,88 0,28 F 904 80,2 2,85 0,33 M 1150 86,9 3,16 0,29 M
1267 85,0 3,84 0,31 M 1471 90,3 3,61 0,27 F 770 88,2 2,00 0,27 M 1168 88,6 2,84 0,25 M
1423 89,5 3,22 0,25 F 1387 92,2 3,37 0,27 F 1129 88,0 2,78 0,27 F 1203 87,6 3,11 0,27 M
1319 90,9 2,88 0,23 M 1193 88,3 2,61 0,24 F 1002 85,2 2,25 0,23 F 1243 89,5 3,20 0,27 M
1311 86,1 2,94 0,25 F 1504 90,5 3,29 0,23 M 831 80,1 3,28 0,41 M 1525 85,0 3,16 0,23 F
1300 92,5 3,00 0,24 M 1121 84,7 2,44 0,24 F 883 80,9 1,99 0,23 M 988 82,6 2,86 0,30 M
1295 90,2 3,47 0,28 M 1112 87,3 2,55 0,24 M 1165 87,8 2,91 0,26 M 986 83,6 2,45 0,28 F
1026 78,9 3,01 0,30 M 1447 97,2 3,35 0,24 M 1512 93,3 3,27 0,22 M 1144 83,9 2,90 0,26 M
1806 95,0 4,76 0,27 M 1047 83,0 2,48 0,25 M 1448 88,2 3,43 0,26 F 1069 83,0 2,80 0,29 F
1190 80,5 2,41 0,21 M 1193 87,0 2,58 0,24 F 943 75,9 2,07 0,25 F 968 84,6 2,53 0,27 M
1523 94,5 3,54 0,24 M 1374 90,7 2,86 0,22 M 1381 91,6 2,00 0,15 M 1027 84,3 2,52 0,26 M
1335 87,7 3,02 0,25 F 987 84,3 2,44 0,26 M 1427 89,9 2,20 0,16 F 844 74,4 2,01 0,27 F
1368 90,6 3,02 0,24 F 1187 89,5 2,82 0,25 M 1627 93,4 2,27 0,15 F 1034 85,1 2,08 0,27 M
1383 90,1 3,01 0,24 F 842 80,1 2,17 0,29 F 1217 89,1 2,74 0,25 F 993 77,1 2,57 0,30 F
1167 86,9 2,52 0,24 F 1142 87,6 2,67 0,24 M 1528 90,1 2,91 0,21 F 1164 84,8 3,03 0,29 F
1275 87,6 2,51 0,22 F 1059 83,1 2,61 0,25 M 1236 86,3 2,36 0,21 F 994 84,2 3,54 0,37 M
1305 88,5 3,05 0,26 F 1100 83,8 2,42 0,25 F 1173 88,0 3,27 0,32 F 1051 83,7 2,96 0,29 M
1537 91,6 3,59 0,26 F 789 73,8 1,74 0,26 F 1063 84,3 2,30 0,22 M 1424 89,9 3,19 0,25 F
1106 84,2 2,51 0,25 F 1025 83,0 2,88 0,29 M 1497 96,7 3,43 0,24 M 1136 85,4 2,64 0,26 F

Média + DP M/F Média + DP M/F Média + DP M/F Média + DP M/F
1332,6 88,7+ 3,14 + 0,25+ 090 1163,9+ 86,4+ 2,72 + 0,25+ 111 1196,3 87,2 2,65%* 0,25+ 090 1111,1 84,4+ 2,82+ 0,28 + 138

+170 44 0,56 0,03 ! 199 51 0,45 0,02 ! 265 +5,2 0,52 0,06 ! + 162 3,7 0,39 0,03 !
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Quadro 10 — Parametros biométricos de 19 individuos das bacias hidrograficas Vouga, Mondego, Tejo e Guadiana: o peso total (Pt, g), o comprimento total (Ct, cm), o peso do coragao

(Wo, g), indice entre o peso do coragio e o peso corporal eviscerado (Pc/Pte, %) e o respectivo género.
) 8)) p ¢ p p )y p g

Vouga Mondego Tejo Guadiana

Pt Ct Pc Pc/Pte G Pt Ct Pc Pc/Pte G Pt Ct Pc Pc/Pte G Pt Ct Pc Pc/Pte G
897 80,1 2,75 0,32 M 1209 84,0 2,92 0,25 M 1251 87,3 2,85 0,24 M 1051 80,8 2,45 0,27 F
886 81,9 1,94 0,25 F 1280 82,9 2,91 0,26 F 1455 93,4 4,37 0,33 F 1088 85,9 2,74 0,30 F
1333 90,3 3,98 0,31 M 1051 84,7 2,74 0,27 M 1432 90,9 3,93 0,29 M 912 81,8 2,98 0,34 M
1108 84,7 3,32 0,31 M 1436 91,0 3,91 0,28 M 1322 92,9 3,07 0,24 M 1133 81,9 2,79 0,28 F
1180 88,3 3,16 0,31 F 1206 91,6 2,84 0,24 M 1348 92,2 3,09 0,26 F 1343 91,9 2,77 0,23 F
949 82,3 2,63 0,31 F 1461 93,7 3,16 0,22 M 1428 91,8 2,93 0,23 F 1212 89,7 2,64 0,23 M
1074 84,4 2,14 0,23 F 1519 94,8 3,39 0,23 M 1302 88,0 3,14 0,27 F 1107 87,8 3,16 0,3 M
1402 92,2 3,96 0,30 M 1097 82,0 2,96 0,31 F 1370 89,9 3,25 0,26 F 1469 96,7 3,48 0,25 M
956 79,4 2,06 0,25 F 1426 90,8 3,12 0,25 F 1234 84,3 2,84 0,25 F 1187 86,5 2,68 0,23 M
991 63,9 3,14 0,33 M 1389 88,6 3,21 0,25 F 1381 91,3 3,84 0,29 M 1280 87,8 2,85 0,25 F
1023 83,3 2,5 0,28 F 1345 88,0 3,14 0,24 M 1450 91,8 3,86 0,3 F 911 86,0 2,53 0,29 M
1054 86,9 2,9 0,29 M 1480 92,2 3,68 0,27 F 1247 90,0 3,12 0,26 M 1342 94,4 2,93 0,23 M
915 78,4 2,3 0,26 F 1405 93,1 3,56 0,29 F 1220 90,1 3,00 0,27 F 1197 91,5 3,01 0,26 M
1202 846 3,14 0,29 F 1273 86,6 3,6 0,33 F 1208 87,8 3,32 0,29 M 1007 82,4 2,40 0,25 M
1126 75,1 2,93 0,29 F 1289 85,4 2,95 0,26 F 1282 91,0 3,09 0,27 F 996 84,7 2,58 0,27 M
1368 88,3 2,66 0,22 F 1303 87,8 3,78 0,30 M 1301 88,9 3,62 0,32 F 1315 91,3 2,47 0,19 M
884 82,1 2,32 0,29 F 1045 81,7 2,8 0,28 M 1443 94,2 3,10 0,24 F 905 82,9 2,31 0,26 M
982 80,5 2,44 0,28 F 1107 85,5 2,71 0,28 F 1335 90,8 3,22 0,27 F 1123 86,2 2,59 0,27 F
1139 89,5 2,72 0,26 F 1391 90,5 3,31 0,25 M 1331 89,4 3,82 0,32 F 1303 90,4 3,16 0,25 M

Média + DP M/F Média + DP M/F Média + DP M/F Média + DP M/F
1077,3 83,0 2,79+ 0,29% 046 1300,5+ 88,2+ 3,19+ 0,27 + 111 1333,7 90,3t 3,34+ 0,27 + 046 11526+ 87,4+ 2,76 + 0,26 171

+ 162 6,4 0,7 0,03 ! 148 4,1 0,37 0,03 ! + 82 2,4 0,43 0,03 ! 164 4,5 0,30 0,03 !
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Quadro 11 - Coeficientes isométrico (Ki) e alométrico (Ka).

Minho Lima Cavado Douro Vouga Mondego Tejo Guadiana
Ki Ka Ki Ka Ki Ka Ki Ka Ki Ka Ki Ka Ki Ka Ki Ka
1,60 1,89 1,66 1,46 1,75 1,39 1,69 1,26 1,67 1,48 1,97 1,49 1,81 1,10 1,73 1,23
1,99 1,79 1,81 1,86 1,12 * 1,64 1,29 1,43 * 2,00 1,46 1,63 1,18 1,42 1,19
1,81 1,87 1,16 1,76 1,66 1,58 1,74 1,33 1,74 2,14 1,66 1,28 1,83 * 1,61 1,18
1,70 1,83 1,56 1,51 1,62 1,51 1,68 1,36 1,75 1,80 1,83 1,72 1,59 1,13 1,79 1,32
1,83 1,70 1,97 2,04 1,62 1,27 2,26 * 1,49 1,73 1,52 1,46 1,54 1,08 1,57 1,58
1,58 1,79 1,68 1,45 1,67 1,35 1,69 1,10 1,53 1,46 1,72 1,75 1,65 1,14 1,62 1,52
1,71 1,80 1,61 1,51 1,72 1,73 1,50 1,01 1,58 1,61 1,72 1,80 1,69 1,05 1,57 1,40
2,02 1,48 1,53 1,92 1,86 2,23 1,87 1,27 1,71 2,23 1,74 1,24 1,69 1,11 1,57 1,81
2,03 2,46 1,77 1,45 2,11 2,04 1,68 1,11 1,62 1,40 1,69 1,58 1,89 1,04 1,77 1,51
2,21 * 1,63 1,52 2,16 1,32 1,54 1,07 * * 1,83 1,60 1,75 1,20 1,72 1,53
1,74 2,09 1,78 1,86 1,80 2,04 1,65 1,14 1,56 1,54 1,90 1,63 1,67 1,16 1,39 1,17
1,77 1,72 1,59 1,36 1,96 2,01 1,82 0,90 1,54 1,70 1,72 1,67 1,65 1,08 1,53 1,66
1,68 1,79 1,60 1,61 2,00 2,29 1,23 * 1,83 1,52 1,54 1,54 1,54 1,02 1,51 1,51
1,70 1,79 1,45 1,08 1,72 1,67 1,87 1,02 1,79 1,84 1,69 1,39 1,71 1,05 1,73 1,30
1,57 1,50 1,64 1,56 2,09 2,12 1,71 1,20 * * 1,82 1,44 1,52 1,03 1,57 1,27
1,70 1,66 1,79 1,47 1,92 1,73 1,60 1,10 1,80 2,07 1,85 1,58 1,64 1,04 1,67 1,65
1,67 1,67 1,68 1,42 1,72 1,59 1,73 1,17 1,42 1,35 1,86 1,30 1,58 1,17 1,54 1,17
1,80 1,98 1,70 1,01 1,77 1,62 1,79 1,47 1,68 1,51 1,55 1,23 1,62 1,09 1,52 1,29
1,66 1,45 1,73 1,42 1,66 2,18 1,63 1,16 1,44 1,73 1,81 1,68 1,69 1,09 1,71 1,65
Média + DP Média + DP Média £ DP Média £ DP Média £ DP Média £ DP Média £ DP Média £ DP
1,74 + 1,79 + 1,67 £ 1,54 + 1,79 + 1,76 £ 1,70 £ 1,18 + 1,63+ 1,69+ 1,76 £ 1,52+ 1,67 1,10+ 1,61+ 1,42 +
0,17 0,23 0,12 0,26 0,23 0,34 0,20 0,14 0,14 0,27 0,13 0,17 0,10 0,05 0,11 0,20

*) outliyer ndo considerado para calcular o valor do declive (b) da recta de regressdo utilizada para obter o factor de condigdo alométrico.
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Quadro 12 — Percentagem de agua perdida durante o processo de liofilizagdo (%H,0), rendimento da extracgdo dos lipidos totais (u) e lipidos totais, em g, por g de musculo cardiaco
(LT/Pc).
Minho Lima Cavado Douro Vouga Mondego Tejo Guadiana

%H,0 M LT/Pc | %H,0 M LT/ Pc | %H,0 M LT/ Pc | %H,0 H LT/ Pc | %H,0 H LT/ Pc | %H,0 1} LT/ Pc | % H,0 1] LT/ Pc | %H,0 1] LT/ Pc

73,13 550 0,13 |70,23 6,60 0,21 |74,71 6,00 0,25 |7736 688 045 |6909 8,73 033 |7551 765 049 |6942 846 0,27 |7835 688 0,38
74,69 6,47 0,24 |7109 6,00 0,24 (72,79 5,40 0,17 (77,19 693 041 |66,19 967 041 |7646 7,72 051 |7068 6,70 0,19 |7549 6,54 041
74,54 691 0,32 |7203 540 016 |7785 550 0,08 |7747 667 045 |70,73 7,531 0,28 |7580 749 046 |6471 821 030 |7508 735 0,49
73,24 631 0,25 |7098 630 0,27 |7437 550 0,17 |7749 668 048 |7408 663 021 |7460 78 0,70 | 7046 696 0,24 |7599 734 047
76,26 6,49 0,24 | 70,79 630 0,18 |74,03 600 032 |7552 7,76 059 |7521 586 0,20 |7533 893 058 |71,04 699 019 (7394 746 041
75,44 6,29 0,27 | 6855 680 0,29 |7257 630 0,26 |7755 661 041 |70,18 6,56 0,25 |7458 848 059 |7347 630 017 |7520 781 0,45
73,76 691 0,37 | 67,73 620 0,26 |7437 580 0,22 |7915 579 031 |7355 611 0,11 |7572 818 062 |7259 731 036 |7538 7,08 0,49
72,26 548 0,21 |70,20 7,10 0,22 |74,74 590 0,18 |76,02 7,33 048 |7639 5,777 021 |7859 689 044 |71,25 747 048 |7523 885 0,67
75,60 4,89 0,16 |7152 650 0,26 |74,01 640 0,20 |7553 821 051 |729 6,52 0,22 |7434 821 057 |7093 686 015 |73,20 8,09 0,48
70,01 737 0,24 |71,11 6,10 0,22 |7490 6,10 0,22 |7958 6,28 036 |7367 7,22 035 |7091 58 045 |71,21 640 0,23 (7440 729 048
73,87 7,85 0,46 |70,28 650 0,16 |77,26 520 0,08 |7760 6,77 039 |7268 698 028 |6605 840 052 | 7246 1087 0,36 |7502 9,78 0,56
73,71 7,11 0,21 |7265 720 030 |70,82 710 0,19 |7471 7,0 032 |7350 633 0,23 |7069 687 044 |7054 660 023 |7620 797 0,67
67,59 9,40 1,08 |71,72 480 0,23 |7167 680 0,10 |7562 668 032 |6946 7,59 031 |7203 639 036 |7263 589 020 (7421 764 0,51
56,84 7,22 0,34 |7449 590 0,20 |6835 710 0,26 |7593 6,76 040 |7187 6,70 0,30 |70,56 660 033|718 607 018 |7392 8,09 0,45
70,15 691 0,26 | 7261 840 0,30 |72,11 580 0,14 |76,24 7,10 049 |7393 680 028 |71,31 625 037 |719 543 0,14 (7486 7,16 0,43
72,26 6,84 0,25 |74,17 600 025|729 6,70 0,27 |7510 7,19 060 |7165 6,16 0,14 |71,40 69 039 |70,78 598 0,17 |76,71 7,02 0,40
71,91 692 0,22 |7236 600 0,23 |73,73 560 0,16 |76,19 659 045 |71,77 665 027 |7036 7,18 032 | 7200 632 017 |7565 6,82 0,34

76,13 6,29 0,19 | 73,23 6,60 0,17 |[7237 6,50 0,22 (7497 743 0,56 |6051 10,16 0,56 |7097 6,78 032 | 7192 651 0,24 |7647 7,18 041

73,79 7,35 0,28 |7137 760 0,28 (7283 560 0,17 (7365 7,75 049 |7415 7,02 0,28 |709 6,70 036 |7343 6,18 038 |7582 7,79 049

Média + DP Média = DP Média + DP Média + DP Média = DP Média + DP Média = DP Média = DP

72,38 6,76 0,30 | 71,43 6,44 0,23 | 73,50 607 0,19 | 7647 697 045 | 71,66 7,09 027 |72,96 734 046 | 7123 692 024 |7532 7,59 047

+437 $0,97 +0,20 | +1,69 +0,79 #0,05 | 2,14 +0,57 #0,06 | +1,51 *0,56 0,09 | 3,61 +1,20 +0,10 | #3,01 0,85 #0,11 | #1,89 #1,22 +0,09 | +1,18 0,76 *0,08
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Fig. 14 — Relagdo entre peso corporal eviscerado (Pte, g) e o comprimento total (Ct, cm) das lampreias marinhas
da bacia do Lima.

4.2. Perfil dos acidos gordos do miusculo cardiaco

A desvantagem na utilizagdo dos perfis em acidos gordos de um tecido para caracterizar e/ou
discriminar grupos ou populagbes reside no facto dos acidos gordos dos tecidos puderem ser
influenciados por diversos factores ambientais, entre os quais, a dieta (Joensen, Steingrund et al.,
2000). Todavia, alguns estudos tém demonstrado que a composi¢cdao dos acidos gordos do tecido
cardiaco apresenta uma componente que é independente de diversos factores ambientais, podendo

mesmo resultar da influéncia genética (Mjaavatten et al., 1998).

Neste trabalho, escolheu-se precisamente o tecido cardiaco na medida em que é constituido,
em mais de 90%, por lipidos estruturais, nomeadamente fosfolipidos e, consequentemente,
apresenta um teor baixo de triacilglicerdis, estes ultimos fortemente afectados pela composicdo em
acidos gordos proveniente da dieta (Czesny et al., 2000; Joensen, Steingrund et al., 2000; McKenzie,
2001). De facto, ensaios preliminares realizados nas nossas amostras de tecido cardiaco revelaram
gque mais de 90% dos lipidos extraidos eram lipidos polares e apenas 10% correspondiam a
triacilglicerdis. Estes resultados estdo em concordancia com outros trabalhos realizados (Grahl-

Nielsen et al., 1990).

No musculo cardiaco das lampreias marinhas das oito bacias hidrograficas identificaram-se
30 acidos gordos com significado estatistico comparativamente aos 37 4cidos gordos padrdao mais
C22:5w3. Os acidos gordos C4:0, C6:0, C11:0 e C15:1 n3do fazem parte dos lipidos totais do musculo
cardiaco e os acidos gordos C8:0 e C17:1 aparecem esporadicamente em algumas bacias em nimero
de um ou dois individuos. Como se pode verificar no cromatograma da figura 15, os acidos gordos

saturados com maior expressdo nos lipidos totais do musculo cardiaco as sdo, por ordem
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decrescente, C16:0, C18:0, C13:0, seguido do C14:0 e C20:0. Os acidos gordos monoinsaturados com
maior area de pico sdo o C18:1w9 seguido do C16:1. Relativamente, aos poliinsaturados os acidos

gordos que apresentam maior drea de pico sdo o0 C22:6w3 seguido do C22:5w3 e C20:3w3.
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Fig. 15 — Cromatograma dos ésteres metilicos dos acidos gordos dos lipidos totais do musculo cardiaco de uma
lampreia-marinha da bacia do Tejo. O padrdo interno usado foi o éster metilico do C19:0.
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O catabolismo dos acidos gordos de cadeia curta e média é essencial na produg¢do rapida de
energia metabdlica e, a consequente baixa taxa de deposicao nos tecidos de peixe pode explicar a
inexisténcia de C6:0 e C8:0 e também as baixas percentagens de C10:0 e C12:0 no musculo cardiaco

(Tocher, 2003).

Da analise do Quadro 14, verifica-se que a classe de acidos gordos predominante nos lipidos
totais do coracdo é a classe dos acidos gordos saturados, cujas percentagens variaram entre 35%, nos
individuos das bacias hidrograficas do Mondego e Guadiana e 44% nos animais da bacia hidrogréfica
do Vouga. As duas maiores excepgées registaram-se nos animais das bacias do Minho e do Tejo, nas
quais a percentagem de acidos gordos saturados foi idéntica a dos dcidos godos monoinsaturados.
Em relagdo aos acidos gordos monoinsaturados, pode constatar-se uma maior variacdo entre as
bacias para os valores percentuais obtidos, sendo o menor registado nos animais do Guadiana (20%)
e 0 mais elevado nas lampreias do Minho (39%). No que diz respeito aos acidos gordos
poliinsaturados, verificou-se que os valores oscilaram entre 16 %, obtido para as lampreias do Minho

e Vouga e 27 % para os animais do Douro.

Em todas as bacias verificou-se que o acido gordo saturado mais representativo foi o C16:0
(10,5 — 22,0%), sendo seguido pelo C18:0 (5,3 - 9,7%) para os individuos das bacias do Minho, Vouga
e Tejo e pelo C13:0 (9,3-16,8%) no caso dos animais das restantes bacias hidrograficas. A excepgao
reside nos animais da bacia do Guadiana, onde inexplicavelmente o C13:0 foi o acido gordo saturado
com maior percentagem (13,8%). Relativamente a classe dos dacidos gordos monoinsaturados,
verificou-se que o C18:1®9 foi sempre o mais representativo (11,9-23,6%) logo seguido pelo C16:1
(6,3-14,1%) para as lampreias de todas as bacias hidrograficas. No que diz respeito aos acidos gordos
poliinsaturados, verificou-se que os mais abundantes foram o C22:6 w3 (5,2-13,8%) e 0 C22:5w3 (2,8-

5,2%) para os animais de todas as bacias hidrograficas com excep¢do para as lampreias do Vouga,
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onde o C20:3w3 apresentou a segunda maior percentagem (3,0%). O ratio C22:6w3/C20:5w3

permite ainda constatar que existe preservacao de C22:6w3 relativamente ao C20:5w3.

Como ja atras se referiu, os dcidos gordos C16:0, C18:1w9, C20:1w9 e C22:6w3 apresentaram
maior peso relativo. Estes estdo associados a producdo de energia, podendo indiciar que contribuem
para a actividade cardiaca (Henderson et al., 1984a; Henderson et al., 1984b; Henderson et al.,

1989).

Embora os acidos gordos insaturados no seu conjunto, i.e., monoinsaturados e
poliinsaturados, tenham apresentado valores percentuais muito semelhantes entre todas as bacias
(41,8-56,0%), a propor¢do de acidos gordos poliinsaturados no conjunto dos acidos gordos
insaturados ja mostrou uma maior variagdo. Nos animais do Douro e Guadiana, mais de 50 % dos
acidos gordos insaturados sdo efectivamente dacidos poliinsaturados, enquanto nos individuos do
Minho, apenas 29% dos dacidos gordos insaturados sdao poliinsaturados. Conjuntamente com o
Minho, os animais das bacias do Vouga e do Tejo também apresentaram baixa proporg¢ao de acidos
gordos poliinsaturados (31,3 e 33,1% respectivamente). J& os animais das restantes bacias

assinalaram valores entre 43,2 e 46,4%.

Os 4acidos gordos insaturados sdo essenciais na manutencdao de estruturas, funcdes e
integridade das membranas celulares. Os acidos gordos poliinsaturados com mais de 20 dtomos de
carbono e trés insaturagdes conferem rigidez das membranas celulares, j4 os dacidos gordos
saturados e os monoinsaturados conferem flexibilidade (Sargent, 1995; Hajri et al., 2002). O
equilibrio entre estas classes de 4cidos contribui assim para a determinacdo da fluidez das
membranas. Dada a necessidade de flexibilidade no musculo cardiaco seria de esperar que as
percentagens de acidos gordos saturados e monoinsaturados fossem muito superiores aos acidos

gordos com mais de 20 dtomos de carbono e trés insaturacoes.
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Quadro 14 — Composigdo dos acidos gordos do musculo cardiaco de lampreia-marinha de oito bacias hidrograficas Portuguesas. SFA — Acidos gordos saturados; MUPA — Acidos gordos

monoinsaturados; PUFA - Acidos gordos poliinsaturados e ND — N3o detectavel.

Acido gordo Minho Lima Cavado Douro Vouga Mondego Tejo Guadiana

SFA C10:0 1,274+ 0,928 4,287+2,269 3,439+1652 4,403+1463 1,689+1,374 3,594+2520 1,243+1,101 3,604+1,540
C12:0 0,155+0,172 0,137+0,164 0,168+0,211 0,089+0,135 0,077+0,079 0,113+0,180 0,060+ 0,051 0,046 +0,110
C13:0 4,186 +4,567 12,977 +£4,254 9,045+ 4,444 10,844+6,032 4,693+4,496 7,526+5,497 4,215+4,220 13,817 +5,987
C14:0 2,767 +1,542 1,882+0,867 1,389+0,521 0,983+0,359 2,007+0,614 1577+0,606 1872+0,456 0,825+0,323
C15:0 0,018 +0,023 0,131+0,511 0,483+0,794 0,320+1,137 ND 0,276 +0,739 0,015+0,058 0,148 +0,146
C16:0 19,815 + 3,055 15,293+3,479 13,481+3,731 12,248 +3,933 22,036 + 2,775 14,022 +3,226 20,128 +2,262 10,483 +1,921
C17:0 0,050+0,061 0,075+0,212 0,027+0,051 0,009+0,041 0,037+0,053 0,630+0,344 0,085+0,151 0,840+0,231
C18:0 8,745+1981 6,898+1,468 6,076+1,298 6,306+1,489 9,734+1,649 6,274+1,218 9,130+1,492 5,273 +0,946
C20:0 2,153+1,641 0,198+0,234 0,261+0,252 0,139+0,176 3,340*2,061 0,163+0,252 1,790+2,104 0,038 + 0,065
C22:0 0,365+0,501 0,589+0,495 0,639+0,587 0,157+0,170 0,334+0,440 0,437+1,100 0,322+0,305 0,021 +0,062
C23:0 0,161+ 0,254 0,178+0,322 0,266+0,530 0,450+0,839 0,032+0,102 0,277+0,503 0,006+0,024 0,174+0,379
C24:0 ND 0,425 +0,549 0,441 +0,507 ND ND 0,245+0,600 0,118+0,247 0,021 + 0,066

2SFA 39,689 43,07 35,715 35,948 43,979 35,134 38,984 35,290
MUFA Ci4:1 0,118 +0,105 0,085+0,093 0,107+0,220 0,207+0,451 0,055+0,070 0,027+0,046 0,058 +0,068 0,004 +0,019
Cl6:1 14,069 + 4,001 10,488 +3,507 10,639+3,805 6,829+2,647 12,209+4,296 10,457 +3,523 13,282 +2,587 6,307 £1,692
Ci7:1 0,001 +0,005 0,004 +0,014 0,008 0,028 ND ND 0,024 + 0,078 0,044+ 0,187 0,001 £+ 0,003
C18:1w9 23,187 £3,675 11,915+4,677 16,516 + 3,135 16,404+5,788 18,704 +2,735 11,224 +7,464 23,552 +2,668 13,374 + 2,555
C20:1w9 1,143+0,406 0,504+0,199 0,451+0,163 0,366+0,150 1,311+0,433 0,333+0,228 1,050+0,457 0,280 % 0,096
C22:1w9 0,329+0,216 0,515+0,719 0,496+0,687 0,052+0,151 0,109+0,213 0,493+1,586 0,166+0,187 0,029 +0,071
C24:1w9 0,652+0,468 1,063+1,230 1,200+1,198 0,056+0,172 0,374+0,412 0,466+0,977 0,375+0,316 0,212+0,372

ZMUFA 39,499 24,574 29,417 23,914 32,762 23,024 38,527 20,207
PUFA C18:2w6 0,403+0,171 0,342+0,253 0,396+0,156 0,243 +0,193 ND 0,200+0,220 0,356+0,143 0,312 £0,205
C18:3w6 0,148 £+ 0,152 0,060+0,141 0,063+0,131 0,009 + 0,037 ND 0,047 + 0,166 ND 0,007 £ 0,021
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C18:3w3 0,066+0,113 0,054+0,114 0,071+0,159 0,018+0,057 0,055+0,105 0,075+0,234 0,050 + 0,075 0,003 + 0,010
C20:2 1,128 2,673 0,384+0,472 0,388+0,505 0,075+0,089 0,854+0,789 0,155+0,330 1,465+ 3,114 0,010 + 0,029
C20:3w6 0,588 +1,509 0,158 +0,254 0,319+0,519 0,012+0,053 0,114+0,178 0,241+0,790 0,230 + 0,339 ND
C20:3w3 2,761+1,456 2,621+1,283 3,233+1,402 2,650+2,022 3,002+1,284 2,508+1,563 3,038+1,071 3,053+0,951
C20:406 0,270+0,189 0,062+0,173 0,333+0,425 0,020+0,048 0,230£0,266 0,329+0,796 0,191+0,178 0,027 +0,116
C20:5w3 2,400 0,902 2,603+1,193 2,481+0,935 3,824+1,191 2,407+0,573 2,535+1,252 2,162+0,612 2,977 +0,545
c22:2 0,359+0,455 0,246 +0,523 0,433+0,619 1,201+1,957 0,217+0,412 1,831+3,116 0,145+0,295 0,262 + 0,507
C22:5w3 2,841+0,816 3,957+1,694 4,241+2,466 5217+1,554 2,936+1,144 3,943 +2,067 3,254+0,919 4,289 + 0,780
C22:6w3 5,283+2,208 8252+3366 12,153+4,714 13,844+5599 6,416+2,326 8,092+5235 6,676+ 1,735 10,700 + 3,140
IPUFA 16,247 18,739 24,111 27,113 16,231 19,956 17,567 21,640
3(PUFA+MUFA) 55,746 43,313 53,528 51,027 48,993 42,980 56,094 41,847
SUFA/3SFA 1,40 1,00 1,49 1,42 1,11 1,22 1,44 1,19
Tw3 13,351 27,487 22,179 25,553 14,816 17,153 15,180 21,022
3 Impares 4,416 13,365 9,829 11,623 4,762 8,733 4,365 14,980
Tw6 1,409 0,622 1,111 0,284 0,344 0,817 0,777 0,346
Tw3/Iw6 9,476 44,191 19,963 89,975 43,069 20,995 19,537 60,757
C20:4w6/ C20:5w3 0,113 0,024 0,134 5,2E-3 0,096 0,130 0,088 9,1E-3
€22:6w3/C20:5w3 2,201 3,170 4,898 3,620 2,666 3,192 3,088 3,594

Nota: As diferengas estatisticas estdo assinaladas apenas nos quadros em anexo.
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Os acidos gordos poliinsaturados desempenham um papel vital em processos fisioldgicos,
tais como a func¢do cardiovascular, no aporte energético e no controlo da temperatura corporal. Nos
mamiferos estes acidos gordos exercem um papel fundamental na modulacdo da actividade da
bomba de Ca®* do reticulo sarcoplasmatico do coracdo ao nivel da excitabilidade eléctrica da
membrana nos cardiomidcitos (Leaf et al., 1988; Kang et al., 1995; Ruf et al., 2008). Incluidos nesta
classe, os acidos gordos w3 e w6 exercem funcdes reguladoras importantes na cascata do acido

C20:4w6 (Leaf et al., 1988).

Da andlise do Quadro 14, constata-se ainda que o ratio ®3/w6 apresentou valores
completamente distintos e muito afastados dos valores tipicamente assumidos para os peixes
marinhos e que variam entre 4,7 e 14,4 (Henderson and Tocher, 1987). Todavia, o coragdo é
considerado um drgao estavel e ndo sujeito a alteragdes significativas induzidas pela dieta na medida
em que é um o6rgdo com baixo teor de triacilglicerdis relativamente aos fosfolipidos e,
consequentemente, menos passivamente afectado pelos lipidos provenientes da dieta (Joensen et

al., 2000).

A razdo entre os acidos gordos essenciais C18:3w3/C18:3w6 é importante na producdo de
C20:4w6 e C22:6w3 (McKenzie et al., 1998; McKenzie et al., 1999; McKenzie, 2001). Quando esta
razdo é elevada pode inibir a conversdao de C18:3w3 em C22:6w3 e quando é baixa pode inibir a
conversdo de C18:2w6 em C20:4w6 (McKenzie et al., 1998; McKenzie et al., 1999; McKenzie, 2001).
No presente estudo, existem em todas as bacias percentagens muito superiores de C18:2w6,
sugerindo que pode, no musculo cardiaco das lampreias, ocorrer preferencialmente a via de
conversdo de C18:3w3 em C22:6w3. A razdo entre os acidos gordos C22:6w3/ C20:5w3 é inerente a
espécie e nao é influenciada pela dieta (McKenzie et al., 1998; McKenzie et al., 1999; McKenzie,

2001).

Os 4acidos gordos C20:4w6, C20:3w6 e C20:5w3 sdao precursores de eicosandides, com
relevancia no controlo da frequéncia cardiaca e de processos inflamatérios, regulando a sintese de
prostaglandinas. Os acidos gordos w3 podem inibir a producdo de mediadores inflamatérios
reduzindo os niveis de acidos gordos livres existentes nas células e os niveis de triacilglicerdis no
sangue que irriga o musculo cardiaco. No entanto, os mediadores inflamatérios produzidos a partir
do C20:5w3 tem efeitos mais leves do que os derivados do acido araquidénico (Bowman et al., 1980;
Gibson, 1983). Estes factos podem ser corroborados com o facto da percentagem de acidos gordos

w3 no musculo cardiaco ser muito superior a de we6.

Por outro lado, os acidos gordos poliinsaturados também s3do favordveis a processos de

peroxidacdo e representam uma importante fonte de espécies de radicais livres de oxigénio (Ruf et
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al., 2008). Os acidos gordos w3 desempenham um papel crucial na prevencao e proteccdo de danos
oxidativos nas membranas celulares e também na redugdo de radicais livres nos tecidos (Sargent,
1995). Estes processos sdo essenciais para o bom funcionamento fisiolégico do coracdo e pode
explicar a razdo da elevada percentagem destes acidos gordos no musculo cardiaco das lampreias

marinhas.

Para se testar se o perfil de acidos gordos dos lipidos totais do coracao diferia entre os
animais das varias bacias e entre géneros foi realizada uma andlise de modelo geral linear
vulgarmente designada nos programas estatisticos por GLM, a qual permitiu a analise de variancia
para as variaveis dependentes (i.e., acidos gordos) mediante o uso de dois factores fixos: bacia
hidrografica e género. Deste modo, as varidveis utilizadas dividem a populagdo em grupos e
permitem testar quer a hipotese nula Hy sobre o efeito de qualquer das varidveis (bacia hidrografica

ou género,) quer a respectiva interac¢do, nas variaveis dependentes para os varios grupos a analisar.

Os nossos resultados revelaram que o factor género assim como a interacgdo dos factores
bacia hidrografica*género ndao exerceram um efeito significativo (p>0,187 e p>0,134,
respectivamente) sobre o perfil de acidos gordos dos lipidos totais do coragdo. Todavia, o factor
bacia hidrografica ja se revelou significativo (p<0,001), o que indica que as lampreias provenientes
das vdrias bacias hidrograficas analisadas apresentam diferente perfil de acidos gordos dos lipidos
totais do coragdo, contrariando assim a nossa hipdtese nula Hy: lampreias de bacias hidrograficas

distintas apresentam idéntico perfil de dcidos gordos dos lipidos totais do coracao.

Em virtude de se terem analisado 37 acidos gordos em animais de 8 bacias hidrograficas,
apenas se fard um resumo dos resultados mais evidentes, remetendo os restantes para as

respectivas tabelas em anexo a fim de ndo se tornar fastidiosa a apresentacdo dos resultados.

Desta forma, apds a analise de GLM, é evidente um padrdo para o C10:0, no qual os animais
do Tejo, Vouga e Minho apresentaram os valores significativamente mais baixos (p<0,05) que os
animais das restantes bacias. Relativamente ao C13:0, observou-se que os animais do Tejo, Minho e
Vouga se caracterizaram pelo valor significativamente menor (p<0,05 ) quando comparados com os
animais das restantes bacias e, com excep¢do para as lampreias do Mondego, as quais registaram
valores significativamente menores (p<0,05) que as do Douro, Lima, Cdvado e Guadiana. No que
concerne ao C14:0, verificou-se que os individuos do Minho apresentaram valores significativamente
superiores (p<0,05) aos animais do Guadiana, Mondego, Douro, Cavado e Lima. Em relacdo ao C16:0,
os maiores destaques vao para os valores significativamente superiores (p<0,05) obtidos nos animais
do Tejo, Vouga e Minho relativamente aos animais das restantes bacias e, em oposi¢do, o menor

valor observado nos animais do Guadiana. Em relacdo ao C17:0, as lampreias das bacias do Guadiana
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e do Mondego apresentaram os valores significativamente mais elevados. A analise do C18:0 permite
verificar que as lampreias do Tejo, Minho e Vouga apresentaram o valor significativamente maior

(p<0,05).

Quando se analisam cada um dos acidos gordos monoinsaturados, o primeiro grande
destaque vai para o C16:1 e para as lampreias do Douro e do Guadiana na medida em que se
caracterizaram pelo valor significativamente menor (p<0,05). Relativamente ao C18:1®9, os valores
mais elevados foram obtidos nas lampreias do Minho e Tejo e os mais baixos nos animais do
Mondego e Lima. Os animais do Tejo, Vouga e Minho registaram ainda os valores significativamente

(p<0,05) mais elevados para o C20:1®9.

No que diz respeito aos acidos gordos poliinsaturados, os individuos do Douro apresentaram
um valor significativamente mais baixo (p<0,05) de C20:4®6 que as lampreias do Tejo, Vouga, Minho
e Mondego. Relativamente aos acidos C20:5w3, C22:5w3 e C22:6w3, existem algumas diferengas
significativas dispersas pelos animais das varias bacias destacando-se os valores significativamente
maiores (p<0,05) de C20:5w3 e C22:6w3 dos animais do Guadiana comparativamente aos do Minho

e Vouga.

Ainda apds a andlise de GLM podemos constatar que para os varios acidos gordos, a
variabilidade que pode ser explicada pelo factor bacia é bem distinta podendo assim ser evidenciado
qual ou quais os acidos gordos que foram mais afectados pelas bacias. Daqueles que foram
destacados anteriormente, pode afirmar-se que a ordem decrescente foi: C17:0 (74,1%); C20:1»9
(63,2%); C16:0 (59,9%); C20:4w6 (51,9%); C18: 1®9 (51,5%); C14:0 (45,2%); C10:0 (36,4%); C13:0
(35,2%); C20:5w3 (20,2%); C22:5w3 (17,2%) e C22:6w3 (13,8%). Consequentemente, pode afirmar-se
gue o acido gordo cuja variagao foi mais afectada pelo factor bacia hidrografica foi o C17:0 (74,1%) e

0 oposto detectou-se para o C22:6w3 (13,8%).

Em seguida procedeu-se a andlise discriminante multivariada (MDA) a fim de se conhecer
qual ou quais os acidos gordos que mais contribuiam para as diferencas no perfil de dcidos gordos do

coracgdo entre os animais das bacias hidrograficas analisadas (Quadros 15 e 16).

A andlise discriminante multivariada, baseada no perfil em acidos gordos dos lipidos totais do
coragao, provou ser estatisticamente significante (Quadro 17) e correspondeu a 100% da variagao
total sendo que, a taxa de classificacdo total estimada pelo procedimento de valida¢do cruzada foi de
83,6%. A separagdo de todos os centrdides é estatisticamente significativa (Quadro 18). Da
observagdo do Quadro 19 pode constatar-se que 100% das lampreias do Guadiana e do Tejo ndo se
agrupam com as lampreias de nenhuma das restantes bacias. E ainda interessante constatar que

cerca de 84,2% das lampreias do Cavado estdo correctamente classificadas apesar de 15,8%
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revelarem caracteristicas comuns com os animais do Douro. Ao nivel do Vouga, também se verificou
que de 89,5% das lampreias estdo correctamente classificadas apesar de as restantes revelarem
caracteristicas comuns com os animais do Lima e Tejo. No Lima, 63,2% dos animais revelou estar
correctamente classificado, sendo que dos restantes, 31,6% partilhou caracteristicas com os animais
do Cédvado. No Mondego, registou-se 73,7% de lampreias correctamente classificadas, partilhando as
restantes caracteristicas com os animais do Guadiana e Vouga. No que diz respeito aos individuos do
Minho, 78,9% encontram-se correctamente classificados enquanto 15,8% e 5,3% revelaram
semelhangas com os individuos do Vouga e do Tejo respectivamente. De igual forma, no Douro
78,9% encontram-se correctamente classificados enquanto 15,8% e 5,3% revelaram semelhangas

com os individuos do Cavado e do Tejo respectivamente.

Da analise do Quadro 20, verifica-se que os acidos gordos com maior indice de poténcia, ou
seja, poder discriminante sdo por ordem decrescente: C17:0 (0,15); C20:1w9 (0,10); C16:0 (0,09);
C20:4w6 (0,06); C18: w9 (0,06); C14:0 (0,05); o C23:0 C24:0 C24:1w9 C18:3w3, w3, w6, C22:6mw3/
C20:5®3 (0,02) e 0 C20:5w3, C22:5w3, C15:0, C22:0 (0,01).

Quadro 15 — Valor de Eigen e correlagdo candnica discriminante obtida nas oito bacias hidrograficas.

Fungdo | Valor Eigen | % de Varidncia | Acumulag¢do da % de varidncia | Correlagdo candnica
1 8,824 49,7 49,7 0,948
2 3,634 20,5 70,2 0,886
3 2,280 12,8 83,0 0,834
4 1,207 6,8 89,8 0,740
5 0,817 4,6 94,4 0,671
6 0,648 3,7 98,1 0,627
7 0,338 1,9 100,0 0,502

*) Discriminantes candnicas para as 7 fungGes utilizadas nesta analise.

Quadro 16 — Resultados do teste Wilks’Lambda (A) e Qui-quadrado (xz) para verificar a hipdtese de que as médias dos
centrdides das fungGes sdo iguais nos oito grupos quando os acidos gordos dos lipidos totais do tecido cardiaco sdo

separados pela analise discriminante.

Fungao teste A )(2 df Sig.

1atravésde 7 | 0,001 | 995,211 | 119 | 0,000
2 atravésde 7 | 0,007 | 678,768 | 96 | 0,000
3 atravésde 7 | 0,034 | 466,394 | 75 | 0,000
4 atravésde 7 | 0,113 | 301,881 | 56 | 0,000
5 atravésde 7 | 0,250 | 192,227 | 39 | 0,000
6 atravésde 7 | 0,454 | 109,516 | 24 | 0,000
7 atravésde 7 | 0,748 | 40,302 11 | 0,000

Quadro 17 — Resultados do teste Q de Press. N — Total da amostra; n — Total de individuos correctamente classificados; k

— Numero de grupos.

N n
Original 1521358
Cross-validated (Jacknife) | 152 | 123
Press’s Q | gdl | limite p<0,05
809,383459 1 3,841 | discrimina
650,586466 1 3,841 | discrimina

67



Quadro 18 — Resultados do Pairwise group comparison - poder descriminante do teste Q Press.

Press's Q | gdl | limite 0,05 | limite 0,01 | limite 0,001 | significativo
Original 809,383| 1 3,841 6,635 10,828 sim
Jacknife 650,586 | 1 3,841 6,635 10,828 sim

Quadro 19 — Resultados da classificagdo da analise discriminante das oito bacias hidrograficas.

Grupos N % Correcta Minho Lima Cavado Douro Vouga Mondego Tejo Guadiana

Minho 18 78,9 15 0 0 0 3 0 1 0
Lima 19 63,2 0 12 6 0 0 0 0 0
Cavado 19 84,2 0 3 16 0 0 0 0 0
Douro 19 78,9 0 0 3 15 0 0 0 1
Vouga 19 89,5 0 1 0 0 17 0 1 0
Mondego 19 73,7 0 0 0 0 1 14 0 4
Tejo 19 100,0 0 0 0 0 0 0 19 0
Guadiana 19 100,0 0 0 0 0 0 0 0 19
Total 152 - - - - - - - - -
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Fig. 16 — Analise da funcao discriminante candnica nas lampreias das oito bacias hidrograficas, representada
por 152 individuos e usando 30 acidos gordos, cuja média apresentava maior varidncia (simbolos: roxo escuro —
Guadiana; azul — Tejo; amarelo — Mondego; verde — Vouga; vermelha — Douro; azul claro — Cavado; roxo claro — Lima e
cinzento — Minho).
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Quadro 20 - Resultados do indice de poténcia.

Acido indice de
gordo Eixo 1 Eixo 2 Eixo 3 Eixo 4 Eixo 5 Eixo 6 Eixo 7 poténcia

C17:0 1,18e-01 9,41E-03 2,00E-02 4,81E-04 1,19E-03 5,89E-03 5,27E-06 0,15
C20:1W9 | 4,73E-02 4,92E-02 8,83E-04 3,04E-04 4,77E-03 7,97E-05 1,64E-04 0,10
C16:0 4,51E-02 3,43E-02 5,14E-04 8,93E-03 1,05E-03 2,47E-04 2,08E-05 0,09
C18:1W9 | 4,39E-02 6,68E-03 3,82E-03 2,76E-03 3,40E-04 2,69E-03 7,07E-04 0,06
C20:4W6 | 1,62E-02 1,20E-04 3,61E-02 6,70E-03 1,31E-03 2,10E-03 2,99E-04 0,06
C14:0 1,66E-02 1,44E-02 6,33E-03 7,36E-03 3,77E-03 3,52E-06 9,49E-05 0,05
C23:0 3,33e-03 1,51E-02 4,21E-04 2,87E-03 1,38E-03 8,12E-04 3,95E-04 0,02
C24:0 4,45E-06 4,58E-03 1,16E-02 3,09E-03 1,09E-03 3,06E-03 3,49E-04 0,02
w3 1,63E-03 4,64E-03 1,35E-03 5,64E-03 1,54E-03 2,13E-03 4,22E-04 0,02
C24:1W9 | 1,23e-03 9,07E-03 2,53E-03 5,11E-03 5,98E-05 1,68E-03 1,24E-07 0,02
C18:3W3 | 4,96E-04 6,54E-04 5,58E-03 2,76E-04 8,99E-03 1,00E-03 2,06E-05 0,02
w6 7,33E-03 1,47E-04 1,13E-03 1,53E-04 8,51E-03 5,44E-03 3,92E-04 0,02
ARA/EPA | 5,78E-04 6,10E-03 5,59E-04 1,98E-03 1,53E-03 6,85E-06 5,87E-03 0,02
EPA 3,41E-03 3,47E-03 7,40E-04 6,26E-04 2,92E-04 6,09E-04 3,39E-03 0,01
C22:5W3 | 2,43E-03 1,67E-04 7,66E-05 5,58E-04 1,25E-03 4,33E-03 2,79E-03 0,01
C15:0 2,13E-03 3,62E-03 2,00E-04 2,20E-04 4,79E-05 6,76E-04 2,00E-03 0,01
C22:0 1,17E-03  8,27E-04 2,18E-04 2,97E-03 2,38E-04 2,52E-05 1,04E-03 0,01

A andlise dos resultados da MDA revelou uma segregacdo muito significativa entre as
amostras provenientes das oito bacias hidrograficas estudadas. Ndo podemos afirmar que o
isolamento é total entre as varias bacias, pois apesar de no caso do Tejo e Guadiana termos obtido
um resultado que mostra que 100% dos individuos destas bacias foram correctamente classificados,
existem sempre alguns espécimes de outras bacias hidrograficas que apresentam caracteristicas
idénticas as observadas nestas duas bacias. Importa igualmente referir que as amostras provenientes
do Lima e do Cdvado mostram uma grande sobreposicao, levando a supor que apesar das diferencas,

é muito provavel que fagam parte de uma Unica populagao.

A falta de informacdo relativamente a fase tréfica do ciclo de vida da lampreia-marinha
passada no oceano, obriga-nos a colocar varias hipdteses que visam a explicacdo dos resultados

obtidos:

Hipdtese 1: As diferencas observadas reflectem diferencas ao nivel genético e, por
conseguinte, a troca de individuos entre as vdarias popula¢des serda muito reduzida. Este nivel de
isolamento reprodutor sé seria compativel com a existéncia de um comportamento de homing bem
marcado, o que a até a data ainda ndo foi confirmado para esta espécie. Na realidade, os estudos
gue abordaram esta questdo, referem que efectivamente ndo existe homing nesta espécie
(Bergstedt et al., 1995; Waldman et al., 2008). A verificar-se esta hipdtese estar-se-ia também
perante uma situacdo de controlo genético da composicdo em dacidos gordos dos lipidos totais do
coracdo tal como alguns estudos, realizados com outras espécies, tém demonstrado (Grahl-Nielsen et

al., 1990; Grahl-Nielsen et al., 1992; Grahl-Nielsen et al., 1993; Mjaavatten et al., 1998). Todavia,
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seria de esperar que determinados acidos gordos ou determinados ratios de dcidos gordos fossem
bem demarcados nos diversos grupos obtidos, nomeadamente os ratios ®3/®6 e C22:6w3/C20:5w3
e ainda os acidos C20:5w3 e C22:6w3, devido a sua importancia ao nivel da composicao e

funcionalidade dos lipidos estruturais, o que ndo se detectou.

Hipotese 2: As diferencas observadas resultam da influéncia dos parametros ambientais
durante a fase oceanica do ciclo de vida destes animais. Neste caso, estariamos na presenca de, pelo
menos, oito zonas ocedanicas, tantas quantas as bacias hidrograficas estudadas. De facto, existem
numerosos factores ambientais que podem causar altera¢des na composi¢do dos acidos gordos
estruturais dos tecidos, nomeadamente a temperatura, a salinidade e a pressdao. Uma das possiveis
causas poderia relacionar-se com a presenga de hospedeiros que estariam a diferentes
profundidades e consequentemente sujeitos a diferentes pressdes e temperaturas. Perante este
cenadrio, as lampreias poderiam efectivamente explorar a grande diversidade quimica de perfis em
acidos gordos dos lipidos totais do coracdo na composicao das suas membranas de forma a
defenderem as propriedades fisicas das mesmas e darem uma resposta adaptativa ao meio onde se
inseriam. Sabe-se que as espécies de peixes que habitam em meios cujas condi¢des ambientais sdo
relativamente estdveis e constantes podem desenvolver uma especializa¢do das suas membranas de
forma a desenvolverem uma adaptagdao completa ao meio onde vivem (Cossins and Prossen, 1978).
Assim sendo, os grandes responsaveis pelas diferencas seriam os acidos C20:5w3; C22:6w3; todos os
acidos gordos poliinsaturados de cadeia longa (> de 20 atomos de carbono) e provavelmente o
C20:4w6 devido ao seu papel na estrutura e funcionalidade das membranas. Esta hipdtese ja parece
ser melhor apoiada pelos resultados obtidos na medida em que a MDA revelou como discriminantes
acidos gordos como o C20:5w3 e o C20:4w6. Contudo, torna-se dificil explicar o motivo pelo qual se
registou uma segregacdo tdo notéria entre as vdrias amostras estudadas. Uma possivel explicacdo
podera estar relacionada com a proximidade destas areas oceanicas das varias bacias hidrograficas, o
que significaria que na pratica, ainda que ndo existisse um claro comportamento de homing, acabaria
por existir segregacdo espacial e, eventualmente, isolamento reprodutor caso, este cenario, se

repetisse em todas as épocas migratdrias.

Hipdtese 3: As diferengas observadas resultam da dieta praticada por estes animais durante
a sua fase tréfica no oceano. Isto significaria que os animais que foram capturados em cada uma das
oito bacias hidrogréficas parasitaram hospedeiros distintos e dai a variacdo para muitos dos acidos
gordos que foram considerados como discriminantes na MDA (C16:0; C18:1®9; C20:1®9; C18:3®3;
C24:0; C24:1®9). Partindo do principio que os varios grupos formados tiveram efectivamente uma
dieta distinta em termos de 4acidos gordos e que foram provenientes da mesma area e sujeitos a

mesma pressdao e temperatura, entdo as diferencas encontradas poderdo ter sido induzidas pelo
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factor dieta. Contudo, o possivel impacto da dieta far-se-ia sentir ao nivel dos triacilglicerdis e o
tecido cardiaco é pobre em lipidos neutros e extremamente rico em lipidos polares. Por outro lado,
os resultados obtidos ao nivel do indice de condicao alométrico, os valores de peso total e de lipidos
totais do coracgdo revelaram que o teor em gordura visceral (dado pelo indice de K alométrico) ndo se
encontrava correlacionado com o teor em lipidos do musculo cardiaco para nenhuma das bacias
estudadas e que o peso do coracdo também ndo se encontrava correlacionado com o seu teor
lipidico, o que vem reforcar o facto de o coracao ser constituido maioritariamente por lipidos polares
e independente da influéncia da dieta. Assim sendo, é pouco plausivel que esta hipdtese seja a que
melhor explica os resultados obtidos. Acresce que, a semelhanga da hipdtese 2, também neste caso
as areas de alimenta¢do deveriam estar na proximidade das varias bacias hidrograficas, s6 assim se
observaria o resultado obtido neste trabalho. E, tal como na hipdtese anterior, caso a segregagao

espacial implique um isolamento reprodutor continuado, acabara por ocorrer diferenciagao genética.

Hipdtese 4: As diferengas observadas resultam do esforgo despendido pelos animais durante
a migrac¢do reprodutora, o que na pratica significaria que os animais capturados em cada uma das
bacias hidrograficas eram provenientes de locais distintos no oceano. Uma possivel explicagao
poderia estar relacionada com o percurso migratério no oceano seguido por cada um destes grupos,
o qual poderia direccionar os animais para a proximidade de uma determinada bacia hidrografica.
Seguindo a légica utilizadas nas duas hipdteses anteriores, esta segregacdo geografica podera
conduzir a diferengas genéticas. Contudo, ha alguns aspectos que deveremos ter em consideragdo e
gue pdem em causa esta hipdtese. Na realidade, existem factores internos que causam altera¢des
significativas nos perfis em dacidos gordos de varios tecidos e onde se destaca a actividade de
migracdo e a actividade de natacdo (Joensen and Grahl-Nielsen, 2000). Mas, qualquer um destes
factores tem o seu maior impacto ao nivel dos lipidos neutros dos tecidos e ndo dos lipidos
estruturais. Mais ainda, as diferengas em termos de 4cidos gordos seriam a nivel dos acidos gordos
saturados de cadeia média curta que sdo os principais acidos a sofrer B-oxidacao ao nivel do tecido

cardiaco para obtengdo de energia, o que ndo é detectado na MDA (Tocher, 2003).

Hipdtese 5: As diferencas observadas resultam do efeito dos factores ambientais durante a
fase estuarina da migracdo reprodutora. A confirmar-se esta hipdtese significaria que cada um dos
ecossistemas estuarinos influenciaria de forma distinta os animais que neles entraram. Porém,
sabendo-se da elevada variabilidade dos ecossistemas estuarinos (McLusky, 2004), é pouco provavel
gue os animais capturados em cada uma das bacias hidrograficas tenham sido sujeitos as mesmas
condi¢Ges ambientais durante a sua passagem pelo estudrio. Mais ainda, torna-se dificil explicar o
motivo pelo qual ndo houve uma maior sobreposicdo das amostras analisadas visto todos os animais

estarem na mesma fase do seu ciclo de vida e terem sido capturados a entrada dos estuarios. Esta
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questdo suscita ainda mais dividas se tivermos em linha de conta que em trés das bacias (e.g.
Minho, Lima e Cavado) as amostragens foram efectuadas em duas datas distintas, com um intervalo
superior a duas semanas (Minho: 3 e 15 de Abril; Lima: 21 de Marc¢o e 15 de Abril e Cavado: 11 de
Marco e 7 de Abril) e que revelaram, em cada bacia, perfil lipidico idéntico apesar das duas semanas

de intervalo de tempo.

O esclarecimento destas duvidas depende dos resultados dos estudos genéticos que neste

momento estdo a ser realizados (P.R. Almeida, com. pess.).
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5. Conclusao

O presente estudo demonstrou que o perfil em acidos gordos do musculo cardiaco de
lampreias marinhas podera ser utilizado como ferramenta para discriminar grupos populacionais

com estratégias ecoldgicas idénticas.

Os indices peso do coracdo/ peso corporal obtidos nas lampreias marinhas das oito bacias
hidrograficas aproximam-se dos animais poiquilotérmicos. O musculo cardiaco nos animais das

bacias analisadas apresenta um conteudo entre 23 a 46% em lipidos totais.

Os acidos gordos predominantes foram os saturados, seguidos pelos monoinsaturados e
poliinsaturados, apresentando maior poder discriminante os acidos gordos C17:0, o C20:1w9, o

C16:0, 0 C20:4w6, o C18: w9 e o C14:0.

Este trabalho revelou uma segregacao muito significativa entre as amostras provenientes
das oito bacias hidrograficas estudadas mas ndo podemos afirmar que o isolamento é total entre as
varias bacias, verificando-se que existem alguns espécimes de determinadas bacias hidrograficas que
apresentam caracteristicas que sao partilhadas por individuos de outras bacias. O esclarecimento

destes resultados devera ser complementado por estudos genéticos.

Todavia, apesar dos resultados obtidos do perfil de acidos gordos ser promissor, é necessaria
investigacdo futura para verificar a utilidade da analise do perfil em acidos gordos do tecido cardiaco

na discriminag¢do de populagdes de lampreia-marinha.
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Anexos

Resultados da andlise de modelo geral linear (GLM) para os acidos que apresentaram

significativamente diferentes entre as oito bacias hidrograficas.

C10:0
izccl:gg Tejo Vouga Minho Guadiana | Mondego Douro Cavado Lima
Tejo X + + + + +
Vouga X + + + + +
Minho X + + + + +
Guadiana + + + X
Mondego + + + X
Douro + + + X
Cavado + + + X
Lima + + + - X
C12:0
Cddigo
bacias Tejo Vouga Minho Guadiana | Mondego Douro Cévado Lima
Tejo X
Vouga X
Minho X +
Guadiana + X
Mondego X
Douro X
Cavado X
Lima X
C13:0
Cddigo
bacias Tejo Vouga Minho Guadiana | Mondego Douro Cdavado Lima
Tejo X + + + +
Vouga X + + + +
Minho X + + + +
Guadiana + + + X +
Mondego + X +
Douro + + + X
Cavado + + + X
Lima + + + + X
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C14:0

chi:gg Tejo Vouga Minho Guadiana | Mondego Douro Cévado Lima
Tejo X + A
Vouga X + +
Minho X + + + +
Guadiana + + + X + + +
Mondego + + X +
Douro + + + + X +
Cavado + + X
Lima + + + X
C15:0
Cddigo
bacias Tejo Vouga Minho Guadiana | Mondego Douro Cévado Lima
Tejo X +
Vouga X +
Minho X +
Guadiana X
Mondego X
Douro X
Cavado + + + X
Lima X
C16:0
Cadigo
bacias Tejo Vouga Minho Guadiana | Mondego Douro Cévado Lima
Tejo X + + + + +
Vouga X + + + + +
Minho X + + + + +
Guadiana + + + X + + +
Mondego + + + + X
Douro + + + X
Cavado + + + + X
Lima + + + + X
C16:1
Cédigo
bacias Tejo Vouga Minho Guadiana | Mondego Douro Cévado Lima
Tejo X + +
Vouga X + +
Minho X + +
Guadiana + + + X + + +
Mondego + X +
Douro + + + + X + +
Cavado + + X
Lima + + X
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C17:0

chi:gg Tejo Vouga Minho Guadiana | Mondego Douro Cévado Lima
Tejo X + +
Vouga X + +
Minho X + +
Guadiana + + + X + + +
Mondego + + + X + + +
Douro + + X
Cavado + + X
Lima + + X
C18:0
Cdédigo
bacias Tejo Vouga Minho Guadiana | Mondego Douro Cévado Lima
Tejo X + + + + +
Vouga X + + + + +
Minho X + + + + +
Guadiana + + + X +
Mondego + + + X
Douro + + + X
Cévado + + + X
Lima + + + + X
C18:1w9
Cadigo
bacias Tejo Vouga Minho Guadiana | Mondego Douro Cévado Lima
Tejo X + + + + + +
Vouga + X + + +
Minho X + + + + +
Guadiana + + + X
Mondego + + + X + + +
Douro + + + X +
Cavado + + + X +
Lima + + + + + + X
C18:3w6
Cédigo
bacias Tejo Vouga Minho Guadiana | Mondego Douro Cévado Lima
Tejo X + + + +
Vouga X + + +
Minho X + + + + +
Guadiana + + + X + +
Mondego + + + X + +
Douro + + + X
Cavado + + + X
Lima + + + X
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C18:3w3

(I;Z?::g: Tejo Vouga Minho Guadiana | Mondego Douro Cévado Lima
Tejo X +
Vouga X +
Minho + + X + + + + +
Guadiana + X
Mondego + X
Douro + X
Cavado + X
Lima + X
C20:0
izi:gg Tejo Vouga Minho Guadiana | Mondego Douro Cavado Lima
Tejo X
Vouga X
Minho X
Guadiana X
Mondego X
Douro X
Cavado X
Lima X
C20:1w9
(E)Z(:E(s) Tejo Vouga Minho Guadiana | Mondego Douro Céavado Lima
Tejo + + + + +
Vouga + X + + + + +
Minho X + + + + +
Guadiana + + + X
Mondego + + + X
Douro + + + X
Cavado + + + X
Lima + + + X
C20:2
Codigo . . . . .
bacias Tejo Vouga Minho Guadiana | Mondego Douro Céavado Lima
Tejo X + + + + +
Vouga X + + + + +
Minho X + + + + +
Guadiana + + + X
Mondego + + + X
Douro + + + X
Cavado + + + X
Lima + + + X
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C20:3w6

Cddigo
bacias

Tejo

Vouga

Minho

Guadiana | Mondego

Douro

Céavado

Lima

Tejo

Vouga

Minho

Guadiana

Mondego

Douro

Cavado

Lima

C20:3w3

Cddigo
bacias

Tejo

Vouga

Minho

Guadiana | Mondego

Douro

Cévado

Lima

Tejo

Vouga

Minho

Guadiana

Mondego

Douro

Cavado

Lima

C20:4w6

Cadigo
bacias

Tejo

Vouga

Minho

Guadiana | Mondego

Douro

Cévado

Lima

Tejo

+ +

+

Vouga

Minho

Guadiana

Mondego

Douro

Cavado

Lima

C20:5w3

Cédigo
bacias

Tejo

Vouga

Minho

Guadiana | Mondego

Douro

Cdavado

Lima

Tejo

Vouga

Minho

Guadiana

Mondego

Douro

Cavado

Lima
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C22:0

Cddigo
bacias

Tejo

Vouga

Minho

Guadiana

Mondego

Douro

Céavado

Lima

Tejo

Vouga

Minho

Guadiana

Mondego

Douro

Cavado

Lima

C22:1w9

Cddigo
bacias

Tejo

Vouga

Minho

Guadiana

Mondego

Douro

Cévado

Lima

Tejo

+

Vouga

Minho

Guadiana

Mondego

Douro

Cavado

Lima

C22:0

Cadigo
bacias

Tejo

Vouga

Minho

Guadiana

Mondego

Douro

Cévado

Lima

Tejo

Vouga

Minho

Guadiana

Mondego

Douro

Cévado

Lima

C22:5w3

Cédigo
bacias

Tejo

Vouga

Minho

Guadiana

Mondego

Douro

Cdavado

Lima

Tejo

+

Vouga

+

Minho

Guadiana

Mondego

Douro

Cavado

Lima
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C22:6w3

chi:gg Tejo Vouga Minho Guadiana | Mondego Douro Cévado Lima
Tejo X
Vouga X +
Minho X +
Guadiana + + X
Mondego X
Douro X
Cavado X
Lima X
C23:0
Cddigo
bacias Tejo Vouga Minho Guadiana | Mondego Douro Cévado Lima
Tejo X + + +
Vouga X + + +
Minho X + + +
Guadiana + + + X +
Mondego + X +
Douro + + + X
Cavado + + + + X
Lima X
C24:0
Cadigo
bacias Tejo Vouga Minho Guadiana | Mondego Douro Cévado Lima
Tejo X + +
Vouga X + +
Minho X +
Guadiana X + +
Mondego X +
Douro X + +
Cavado + + + + + + X
Lima + + + + X
C24:1w9
Cédigo
bacias Tejo Vouga Minho Guadiana | Mondego Douro Cévado Lima
Tejo X + +
Vouga X + +
Minho X + +
Guadiana X +
Mondego X
Douro X + +
Cavado + + + + X
Lima + + + + + X
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w6

Cadigo bacias

Tejo

Vouga

Minho

Guadiana

Mondego

Douro

Céavado

Lima

Tejo

Vouga

Minho

Guadiana

Mondego

Douro

Cavado

Lima

w3

Cadigo bacias

Tejo

Vouga

Minho

Guadiana

Mondego

Douro

Cévado

Lima

Tejo

+

Vouga

Minho

Guadiana

Mondego

Douro

Cavado

Lima

w3/w6

Codigo bacias

Tejo

Vouga

Minho

Guadiana

Mondego

Douro

Cévado

Lima

Tejo

+

+

Vouga

Minho

Guadiana

Mondego

Douro

Cavado

Lima

Impares

Cédigo bacias

Tejo

Vouga

Minho

Guadiana

Mondego

Douro

Céavado

Tejo

+

+

+

Vouga

+

+

+

Minho

+

+

+

Guadiana

Mondego

Douro

Cavado

Lima
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€20<Cy<C22

Codigo bacias Tejo Vouga Minho Guadiana | Mondego Douro Cévado Lima
Tejo X +
Vouga X
Minho X
Guadiana X
Mondego X +
Douro X
Cavado + + X
Lima X
y = niimero de carbonos
C20:4w6/C20:5w3
Cddigo bacias Tejo Vouga Minho Guadiana | Mondego Douro Cévado Lima
Tejo X
Vouga X
Minho X + + +
Guadiana + X +
Mondego + X + +
Douro + + X
Cavado X
Lima + + X
C22:6w3/C20:5w3
Codigo bacias Tejo Vouga Minho Guadiana | Mondego Douro Cévado Lima
Tejo X +
Vouga X +
Minho X +
Guadiana X +
Mondego + + + + X + + +
Douro + X
Cavado + X
Lima + X
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