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Resumo

Os oOleos de peixe sdo uma fonte de &cidos gordos altamente insaturados da série n-3
(HUFA n-3) muito importante para os humanos. Uma vez que a pesca se encontra
estagnada, o fornecimento de HUFA n-3 é garantido pela aquacultura que, por sua vez,
esta dependente dos Oleos de peixe provindos destas capturas. Uma alternativa a
utilizacdo dos 6leos de peixe sao os 6leos de origem vegetal.

Porém os 6leos vegetais sdo ricos em acidos gordos polinsaturados da série n-3 (PUFA
n-3), como o acido linoleico (LA) e o acido-a-linoleico (ALA) e pobres em HUFA n-3, como
o acido eicosapentaendico (EPA) e o acido docosahexaendico (DHA), abundante nos
Oleos de peixe. Além disso, a capacidade dos peixes converterem os PUFA C;3 em EPA
e DHA é diferente. Os peixes de agua doce, que tém naturalmente uma dieta pobre em
HUFA, sdo mais eficientes a biossintetizar HUFA comparativamente com as espécies
marinhas, que tém uma dieta rica em HUFA e sdo normalmente carnivoros.

O DHA e o EPA sao &cidos gordos essenciais que estdo envolvidos na manutencao da
estrutura da membrana celular, na atividade das proteinas membranares, no sistema
monoaminérgico do cérebro, entre outras funcbes. Estes &cidos gordos sdo téo
importantes que representam mais de metade do peso seco do cérebro.

Porém, o aumento do grau de saturacdo dos acidos gordos aumenta a suscetibilidade
das membranas celulares sofreram a peroxidagéo lipidica. A peroxidagéo lipidica ocorre
pela acdo dos radicais livres sobre as membranas celulares e por isso, a suplementacao
da dieta com antioxidantes, como é o caso do selénio, podera ser importante no combate
a este evento, que prejudica as membranas celulares.

Portanto, de forma a verificarmos a capacidade de biossintese endégena dos HUFA, na
corvina, bem como os beneficios que a suplementagéo das dietas com selénio poderédo
ter sobre a reducdo da peroxidacdo lipidica, propusemos dois objetivos para este
trabalho:

v' Estudar a influéncia da substituicdo total de 12% de 6leo de peixe por misturas de
Oleos vegetais (compostos por linhaca, colza e soja), na expressdo dos genes,
fads2 (que codifica uma dessaturase) e da elovl5 (que codifica uma elongase),
bem como sobre a concentracdo de alguns neurotransmissores, tais como:
dopamina (DA), noradrenalina (NA), adrenalina (A) e serotonina (5-HT) bem como
de alguns metabolitos destas monoaminas como: acido 3,4-Dihidroxifenilacético
(DOPAC), acido homovanilico (HVA) e acido 5-Hidroxi-indol-acético (5-HIAA), no
cérebro da corvina;

v' Analisar o efeito do selénio na expressao dos genes fads2 e elovl5 e na

concentracdo de alguns neurotransmissores, tais como: DA, NA, A e 5-HT, bem
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como de alguns metabolitos destas monoaminas como: DOPAC, HVA, 5-HIAA, no
cérebro da corvina.
Para tal, apds o respetivo periodo de ensaio (60 dias para a andlise da expressao génica
e 90 dias para a quantificacdo de monoaminas), procedeu-se a analise da expressao
génica pela técnica de RT-PCR, e a quantificagdo da concentragcdo de monoaminas por
HPLC-DE.
Os nossos resultados permitiram-nos concluir que, a substituicdo de 6leos tem um efeito
positivo sobre a expressao geénica, principalmente da fads2, que € a enzima envolvida no
passo critico da biossintese de HUFA. Esta situacdo também conduziu ao aumento da
concentracdo de monoaminas no cérebro, uma vez que a libertacdo de monoaminas
pelos neurénios podera ter sido afetada.
A suplementacado das dietas com selénio favoreceu assim a expressao génica e teve um
efeito sobre o sistema monoaminérgico nesta espécie, muito provavelmente pelo seu

contributo na diminui¢éo da peroxidacao lipidica das membranas celulares.



Abstract

Fish oil is the most important source of n-3 HUFA for humans. With the decline of
fisheries, n-3 HUFA is being provided by rapidly expanding aquaculture (FAO, 2012),
which is expanding rapidly but depends also of fish oil for growth. The use of vegetable
oils (VO) as fish oil alternatives have been widely investigated.

Vegetable oils are rich in Ci3 PUFA, like alpha linoleic acid (ALA) and linoleic acid (LA),
but poor of the docosahexaenoic acid (DHA) and eicosapentaenoic acid (EPA).

The capacity of fish species to thrive on diets containing only the C;5 PUFA in EPA and
DHA is different. Fresh water fish diets are naturally vegetarian and generally lack HUFA.
Despite that, they are able to convert 18:2 n—-6 and 18:3 n—-3 to HUFA more efficiently
than marine species, whose predominantly carnivorous diet is rich in HUFA.

DHA and EPA are essential fatty acids involved in the maintenance cell membrane
structure, in the activity of membrane proteins, in monoaminergic system of brain, among
other essential functions. These fatty acids are so important to the normal functioning of
brain, that EPA and DHA represent almost half of the dry weight of the brain.

However, the increasing degree of saturation of the fatty acids increases the susceptibility
of cellular membranes suffered lipid peroxidation. Lipid peroxidation is the result of the
harmful action of free radicals on cell membranes. Therefore, dietary supplementation
with antioxidants, such as selenium, may be important in preventing the event that
damages the cell membranes.

Therefore, in order to verify the ability of HUFA biosynthesis and the benefits of
antioxidant supplementation in the reduction of lipid peroxidation, propose two objectives
for this study were proposed:

» to evaluate the effects of dietary lipid profile on fads2 (fatty acyl desaturase gene)
and elovl5 (fatty acyl elongase gene) expression in liver and brain of meagre
(Argyrosomus regius) and on the concentration of some neurotransmitters, such
as dopamine, noradrenaline, adrenaline and serotonin and certain metabolites
such as DOPAC, HVA and 5-HIAA;

» analyze the effects of selenium on fads2 (fatty acyl desaturase gene) and elovl5
(fatty acyl elongase gene) expression in liver and brain of meagre (Argyrosomus
regius) and on the concentration of some neurotransmitters, such as dopamine,
norepinephrine and serotonin and certain metabolites such as DOPAC, HVA and
5-HIAA.

Thus, after the trial period (60 days for the analysis of gene expression and 90
days for quantification of monoamines), we proceeded to the analysis of gene

expression by RT-PCR and quantification of monoamines concentration by HPLC.
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We conclude that substitution of oils has a positive effect on gene expression,
especially fads2, which seems to be the rate limiting enzyme in this pathway. This
situation also led to increase in the concentration of monoamines in the brain.

The selenium supplementation of diets probably also appears to benefit gene
expression and monoaminergic system, because reduces lipid peroxidation of cell
membranes.
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12% de misturas de Oleos vegetais (colza, linhaca e soja) sem selénio (OV-NS) na
concentracdo das monoaminas [dopamina (DA), 5-HT (serotonina), noradrenalina (NA) e
adrenalina (A)] e seus metabolitos [(&cido 3,4-Dihidroxifenilacético (DOPAC) e é&cido
homovanilico (HVA)], no cérebro da corvina (Argyrosomus regius).

Grafico 9: Efeito das dietas de 12% de 6leo de peixe com 1 mg/kg de selénio (OP-S) vs
dietas de 12% de 6leo de peixe sem selénio (OP-NS) na concentra¢cdo das monoaminas
[dopamina (DA), 5-HT (serotonina), noradrenalina (NA) e adrenalina (A)] e seus
metabolitos [(Acido 3,4-Dihidroxifenilacético (DOPAC) e acido homovanilico (HVA)], no

cérebro da corvina (Argyrosomus regius).

Grafico 10: Efeito da suplementacao das dietas de misturas de 6leos vegetais (colza,
linhagca e soja) com 1 mg/kg de selénio na concentracdo das monoaminas [dopamina
(DA), 5-HT (serotonina), noradrenalina (NA) e adrenalina (A)] e seus metabolitos [(acido
3,4-Dihidroxifenilacético (DOPAC) e acido homovanilico (HVA)], no cérebro da corvina
(Argyrosomus regius).
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Abreviaturas

3-MT — Metoxitiramina

5-HIAA — &cido 5-Hidroxi-indol-acético
5-HTP — 5-Hidroxitriptofano

5-HT — Serotonina ou 5-Hidroxitriptamina
A - Adrenalina

ARA - Acido araquidonico

ACP - Proteina transportadora de acil

AD - Aldeido dehidrogenase

ADH — Alcool dehidrogenase

ALA — Acido-a-linoleico

ALD-D — Aldeido desidrogenase

ALR — Aldeido redutase

AR - Aldeido redutase

cAMP — Adenosina de monofosfato ciclico
cDNA — DNA complementar

COMT - Catecol- O-metiltransferase

DA - Dopamina

DHA - Acido docosahexaendico

DHMA - Acido 3,4-Dihidroximandelico
DHPG - 3,4-Dihidroxifeniglicol

DNA — Acido desoxirribonucleico

DOPAC - Acido 3,4.Dihidroxifenilacético
DOPAL - 3,4-Dihidroxifenilacetaldeido
DOPEGAL - 3,4-Dihidroxifenilglicolaldeido
DOPET - 3,4-Dihidroxifeniletanol

Elovl - Elongases

EPA - Acido eicosapentaendico

FAD - Dessaturases

Gpx — Glutationa peroxidase

HPLC-DE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detecao Eletroguimica
HUFA - Acidos gordos altamente insaturados
HVA — Acido homovanilico

LA — Acido linoleico

LC — Locus coeruleus



L-DOPA - L-3,4-Dihidroxifenilalanina

MAO — Monoamina oxidase

MHPG - 3-Metoxi-4-hidroxifenilglicol

MOPEGAL - 3-Metoxi-4-hidroxifenilglicol aldeido

MOPET - 3-Metoxi-4-hidroxifeniletanol

NA — Noradrenalina

NS — Sem selénio

OP — Oleo de peixe

OV - Oleo vegetal

PCR — Reagéo em cadeia da polimerase

PNMT — Feniletanolamina-N-Metiltransferase

PPAR — Recetor ativado pela proliferacdo de peroxissomas
PPRE — Elemento regulador da proliferagdo dos peroxissomas
PUFA — Acidos gordos polinsaturados

RE — Reticulo endoplasmético

REa — Recetor de estrogénio a

RNA — Acido ribonucleico

ROS — Espécies reativas de oxigénio

RT-PCR - Real Time PCR

RXR — Recetor X retindide

S — Com selénio

Sec — Selenocisteina

SREBP - Proteina de ligagédo ao elemento regulador de esterol
TH — Tirosina hidroxilase

Trx — Tioredoxina

TrxR — Tioredoxina redutase

VMA — Acido vanilimandélico

VMAT — Transportador de monoaminas vesicular
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1. INTRODUCAO

1.1. Estado da Aquacultura

1.1.1. Estado da Aquacultura no Mundo

Nas ultimas trés décadas (1980-2010), a producao mundial de peixe, proveniente da
aquacultura aumentou a uma taxa média anual de 8,8%, sendo que em 2012 a produc¢éo
aquicola mundial alcancou um recorde historico de 66 milhdes de toneladas (excluindo
plantas aquaticas e produtos ndo alimentares) (FAO, 2014).

Em 2011, o conjunto das capturas da pesca e da producdo de pescado em aquacultura
atingia ja os 154 milhdes de toneladas. Deste total, a aquacultura foi responsavel por 63,6
milhdes de toneladas (Tabela 1). No entanto, interessa referir que a China foi responsavel
pela maior parte da producédo de pescado mundial, pois a sua producéo cresceu de 7%
em 1961 para 35% em 2010. Concomitantemente com a expanséo da producéo de peixe
oriunda da aquacultura observou-se um aumento no consumo mundial de peixe per
capita (FAO, 2012).

E de destacar ainda que os 10 maiores paises produtores de pescado apresentam um
crescimento de producgdo superior aos restantes paises produtores, tanto em peso como
em valor, representando cerca de 88% da producédo total no mundo (70,1 milhdes de
toneladas) (Apromar, 2012).

Dentro dos organismos produzidos em aquacultura, os peixes de agua doce dominam a
producdo mundial, seguidos pelos moluscos, crustaceos, peixes diadromicos, peixes

marinhos e outros animais aquéticos (FAO, 2012).

Tabela 1: Produgéo em toneladas da pesca e aquacultura no Mundo e utiliza¢@o do pescado. Fonte: FAO,
2014).

2007 2008 2009 2010 2011 2012

Producao (MilhGes de toneladas)

Captura
Agua Doce 10.1 10.3 10.5 10.3 11.1 11.6
Marinha 80.7 79.9 79.6 77.8 82.6 79.7
Total das
90.8 90.1 90.1 89.1 93.7 91.3
capturas

Aquacultura



Agua Doce 29.9 32.4 34.3 36.8 38.7 41.9

Marinha 20.0 20.5 214 22.3 23.3 24.7
Total da
. 49.9 52.9 55.7 59.0 62.0 66.6
producéo
Capturas e
. 140.7 143.1 145.8 148.1 155.7 158.0
Producéo
Utilizagao
Consumo
117.3 120.9 123.7 128.2 131.2 136.2
humano
Outros fins 23.4 22.2 22.1 19.9 24.5 21.7

A aquacultura tem assim um impacto cada vez maior no abastecimento de pescado as
populacdes, mas a producéo de pescado e crustaceos atraves da aquacultura esta ainda
altamente dependente da pesca para a producado de racgdes, as quais incorporam farinha
de peixe e 6leo de peixe de baixo valor. Esta dependéncia de farinha e 6leos de peixe é
particularmente forte no que concerne a producdo de espécies marinhas (Tacon, Hasan
& Subasinghe, 2006). Acresce que, além do consumo de 5-6 milhdes de toneladas de
peixe proveniente do by-catch de diversas pescarias como alimento direto de peixes de
viveiro, estima-se que 0 sector da aquacultura consumiu em 2003 o equivalente a
aproximadamente 20-25 milhdes de toneladas de peixe no fabrico de racdes, para uma
producéo total de cerca de 30 milhdes de toneladas de peixe e crustaceos (Tacon, Hasan
& Subasinghe, 2006).

Nas ultimas décadas as capturas provindas da pesca estabilizaram em redor das 80-
100,000,000 toneladas (FAO, 2012), nivel este que é considerado como o limite tendo em
conta as atuais tecnologias da pesca e a producao possivel pelos oceanos. Assim, e por
forma a podermos responder a dicotomia entre 0 aumento da procura de pescado e a
estagnacao das capturas da pesca é necessario produzirmos pescado de uma forma

mais sustentavel.

1.1.2. Estado da aquacultura na Europa e na Unido Europeia

Na Europa, a producdo de pescado em &gua marinha e salobra tem vindo a aumentar
nos ultimos anos. Entre 1990 e 2010 registou-se um aumento da produgdo dos produtos
de agua doce e salobra de 55,6% para 81,5%. Esta evolugdo deve-se principalmente ao
importante contributo da produgéo de salmdo em offshore, isto é, em jangadas flutuantes.

Por outro lado, a industria dos bivalves tem sofrido uma estagnacdo ou até mesmo um



decréscimo na sua produgdo. Assim, em 2010, a producg&o europeia foi dominada pelos
peixes, que representaram trés quartos da producgéo total de pescado, enquanto que os
bivalves representaram apenas um quarto (FAO, 2012). Na Europa meridional as
principais espécies marinhas produzidas sdo a dourada (Sparus aurata), o robalo
(Dicentrarchus labrax), o rodovalho (Psetta méaxima) e a corvina (Argyrosomus regius)
(Apromar, 2012).

Porém, o aumento da aquacultura na Europa, e principalmente na Unido Europeia, ndo
tem sido suficiente para compensar o aumento da procura e o0 decréscimo dos
desembarques provenientes da pesca. Assim, a Unido Europeia vé-se obrigada a
importar, por ano, um saldo de 17 milhdes de toneladas de pescado, originando um
défice de 13.500 milhGes de euros anuais (Apromar, 2012). Na ultima década, as médias
anuais de crescimento da aquacultura na Europa foram de 2,4%, o que revela a
dificuldade que a Europa tem sentido em evoluir em termos de produgéo,

comparativamente com os outros paises do mundo (Apromar, 2012).

1.1.3. Estado da aquacultura da corvina (Argyrosomus regius, Asso
1801)

A espécie Argyrosomus regius reudne potencial para ser produzida em larga escala,
contribuindo assim para a diversificacdo das espécies marinhas produzidas em
aguacultura (Jiménez et al., 2005). De facto esta espécie apresenta elevadas taxas de
fecundidade, ampla distribuigcdo geogréfica (Fig. 1), um crescimento rapido e bons indices
de conversdo alimentar. Além disso, a corvina apresenta pouca gordura mesentérica e
muscular, o que torna o0 seu musculo ideal para o processamento industrial, pois assim o
periodo de conservacdo em refrigeracdo € maior (Poli et al., 2003). Acresce que este é
um peixe apreciado pelo consumidor e com um prego de mercado bastante elevado (5-6
euros/kg). Um outro aspeto importante sdo as suas taxas de crescimento quando em
jangadas flutuantes. Assim, a utilizacdo desta tecnologia de jangadas flutuantes para
producao de corvina permite obter pesos de 1850 gramas em apenas 8 meses, iniciando-
se a engorda com exemplares de apenas 110 gramas. Além disso, e por ser eurihalina,
esta espécie consegue adaptar-se a diferentes condic6es de producédo (Cardenas, 2012).
Contudo, mesmo com todas as potencialidades de producao exibidas por esta espécie, a
sua aquacultura € algo muito recente, tendo sido a Franca a pioneira da sua producao
comercial em 1997 (Quémener et al., 2002).

Atualmente esta espécie, Argyrosomus regius (Asso, 1801), j& é produzida em 6 paises

da bacia do Mediterraneo, nomeadamente: Espanha, Franca, Italia, Marrocos, Turquia e
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Egito (Jiménez et al., 2005; Céardenas, 2012). Com o0 crescente interesse da sua
comercializacdo, em 2010 a corvina atingiu um record de producéo de 10 000 toneladas
(Monfort, 2010). O pais com maior producdo de corvina é a Espanha, que em 2010
produziu 3 250 toneladas (o que representa 84% do total europeu) (Monfort, 2010).
Relativamente & forma de comercializacdo da corvina, ela € vendida a fresco, inteira e
com a cabeca, ndo eviscerado ou eviscerado, dependendo do fim a que se destina.
Normalmente ndo sédo vendidos exemplares abaixo de 1 kg e por isso, mais de 50% do
peixe € vendido com um peso entre 1-2 kg. As gamas de peso entre as 400-700 gramas
ndo sdo comercializadas, porque o peixe tem uma cabeca muito grande, o que significa
que possui pouco musculo (Monfort, 2010) e os maiores tamanhos (> 2.5 kg) sdo
vendidos para a restauracdo, sendo posteriormente processado em filetes (Monfort,
2010). De forma global, o volume de producio para congelamento é baixo. E de referir
ainda que os principais paises onde se comercializa este peixe sdo Espanha, Italia e
Portugal, tendo recentemente o Egito iniciado a sua comercializagéo para Israel (Monfort,
2010).

1.2. A Corvina (Argyrosomus regius, Asso 1801)

A espécie Argyrosomus regius pertence a classe Actinopterygii, pois possui raios nas
barbatanas (Fishbase, 2010), e a familia Sciaenidae. Em Portugal, 0 nome comum desta
espécie é corvina e que advém do facto destes peixes terem a capacidade de produzirem
sons, utilizando para tal a bexiga natatéria como camara de ressonancia (Céardenas,
2010; Fishbase, 2010).

A corvina tem uma distribuicdo geogréfica alargada (Fig.1), sendo uma espécie semi-

pelagica costeira, com tendéncia demersal (Quéro & Vayne, 1987).

Fig. 1: Mapa da distribui¢cdo nativa da Corvina (Argyrosomus
regius, Asso 1801). Fonte: Fishabase, 2010.



Morfologicamente a corvina apresenta um corpo comprido, coberto por escamas grandes
e cicléides (Cérdenas, 2010). A linha lateral é curva e formada por cerca de 50 escamas
ctendides (Cardenas, 2010), sendo bem evidente pelo seu brilho e terminando na
barbatana caudal (FAO, 2013). A boca das corvinas € grande e amarela e os seus dentes
estdo inseridos em varias séries, sendo que os maiores e mais fortes estdo localizados

na parte mais interna (Cardenas, 2010) (Fig. 2).

Fig. 2: Exemplar de um juvenil de Corvina, Argyrosomus regius, Asso 1801. Fonte:

http://www.diversifyfish.eu/meagre-argyrosomus-regius.html

Dentro da familia Sciaenidae, esta espécie destaca-se pelas suas elevadas taxas de
crescimento e tamanho maximo atingido, uma vez que pode chegar aos 200 cm de
comprimento (comprimento total) e 50 kg de peso (Quéro & Vayne, 1987). As maiores
taxas de crescimento registam-se durante o verdao diminuindo quando as temperaturas
estdo abaixo dos 13-15 °C. Assim, a temperatura ideal para o crescimento da corvina é
entre os 17-21 °C, sendo que um crescimento moderado € atingido entre as temperaturas
14-17 °C e 21-23 °C (Cardenas, 2012; FAO, 2013).

A corvina é uma espécie anadroma pois reproduz-se em agua salobras. Durante a época
de reproducdo (entre Marco e Agosto), as corvinas migram para os estuarios, onde
desovam. No primeiro tempo de vida 0s juvenis mantém-se nos estuarios e depois
migram para as aguas costeiras, onde permanecem durante os 2-3 anos de vida. Apos
este periodo, com 70-110 cm, os individuos atingem a maturidade sexual e migram entéao
para os estuarios, para se reproduzirem (Gonzalez-Quiros et al., 2011).

Relativamente aos habitos alimentares, a corvina (Argyrosomus regius) € uma espécie
muito voraz e alimenta-se de poliquetas, crustaceos, equinodermes, moluscos e outras
espécies de peixes mais pequenos como clupeideos e mugilidios (Jiménez et al., 2005).
Isso esta de acordo com as observagfes de Gill, Grau & Riera (2009) que constataram
que a corvina apresenta um trato digestivo curto, correspondendo a 75% do total da

longitude do corpo, que é uma carateristica tipica das espécies carnivoras.



1.3. A corvinacomo uma fonte importante de acidos gordos para os
humanos

O peixe representa uma fonte alimentar altamente nutritiva, pois é rico em proteina e uma
fonte de &cidos gordos polinsaturados (PUFA) e de acidos gordos altamente insaturados
(HUFA). Estes acidos gordos insaturados sdo importantes na prevencao de doencas
cardiovasculares, cancro do colon e da mama, entre outras patologias. Além disso, o
peixe também contém micronutrientes como iodo, selénio e vitaminas lipossoluveis (A e
D) benéficos para a saude humana (Hasan, 2001).

A corvina, em particular, € uma espécie cujo musculo tem um valor nutricional muito
elevado pois € magro e os seus lipidos de alta qualidade (Poli et al., 2003). O perfil e
composicao dos acidos gordos do musculo dos peixes esta intimamente relacionado com
a dieta dos animais. Neste sentido, os peixes marinhos e particularmente os carnivoros
necessitam de uma dieta rica em HUFA das série n-3 e n-6 para um éptimo crescimento
e salde, dado que ndo apresentam taxas de bioconversdao de PUFA C;3em HUFA Cye

C,, suficientes para suprimirem as suas exigéncias fisiol6gicas (Hasan, 2001).

1.4. Caraterizacdo e importancia dos acidos gordos

Os lipidos séo biomoléculas compostas por atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio e,
ao contrario do que sucede com outras biomoléculas, ndo apresentam uma estrutura
tipica. Porém, todas as familias de lipidos caraterizam-se por possuirem uma baixa
solubilidade na agua (Cook & McMaster, 2002; Leaver et al., 2008a).
Nos organismos eucariotas, a grande maioria dos lipidos sdo derivados da acetil-CoA e
pertencem a trés classes principais (Leaver et al., 2008a):
v &cidos gordos de cadeia linear;
v’ acidos gordos de cadeia ramificada, ciclica, e outros &acidos gordos
especializados;
v' compostos poliprendides que incluem os carotendides e o0s esteréis e seus
derivados.
Além disso, os lipidos sao constituidos por diversas familias, sendo a mais importante, a
familia dos acidos gordos (Tocher, 2003; Quintas, Freire & Halpern, 2008). Assim, esta
importante familia de lipidos apresenta uma estrutura linear, constituida por uma cadeia
hidrogenocarbonatada alifatica que podera ser insaturada ou saturada na presenca ou

auséncia de ligagBes duplas (Duplus, Glorian & Forest, 2000). Nesta molécula o grupo



funcional € o grupo carboxilo e estdo separados por um grupo -CH,- (Los e & Murata,
1998; Tocher, 2003; Quintas, Freire & Halpern, 2008).

Na verdade, a importancia dos lipidos é elevada, pois desempenham importantes papéis
em todos os organismos, a saber: funcdo estrutural da membrana, armazenamento (no
tecido adiposo) para obtencdo de energia (Tocher, 2003; Quintas, Freire & Halpern,
2008) e, ainda, funcionam como percursores de moléculas biologicamente ativas como
eicosandides, feromonas e hormonas (Pereira, Leonard & Mukerji, 2003). Relativamente
a funcdo que desempenham na membrana celular, é sabido que a coesdo entre 0s
diversos lipidos membranares é garantida pela interacdo de forcas, sendo a mais
importante a de London-Van der Waals, que tem uma grande impacto nas cadeias de
acidos gordos. Esta forca € tanto maior quanto mais grupos metilo possuirem os acidos
gordos e diminui com o afastamento destes grupos. Por conseguinte, quanto maior for a
cadeia de acidos gordos, maior é a interagdo entre os grupo metilo. Esta interagéo
contrasta com as ligacdes de hidrogénio e electroestaticas que s&o pequenas nos grupos
polares da molécula. Desta feita, esta interacdo é de extrema importancia para a
estabilidade da membrana das células (Cook & McMaster, 2002).

A par disso, também o comprimento e o0 grau de saturacdo dos &cidos gordos das
membranas influenciam a solubilidade e o ponto de fusdo da membrana celular, ja que
guanto maior a cadeia de grupos metilo, menor a solubilidade e maior o ponto de fusédo
(Carlier, Bernard & Caselli, 1991; Cook & McMaster, 2002; Quintas, Freire & Halpern,
2008) (Fig. 3). Por outro lado, estes efeitos podem ser contrariados com a introdugéo de
ligacBes duplas, o que leva a uma diminuicdo do ponto de fusdo (Fig. 3). Este efeito é
consequéncia do facto da introducdo de ligacBes duplas conduzir a alteracdo da
conformacédo das ligacdes Cis, e portanto a molécula deixa de ser linear, diminuindo a
eficacia da interacdo intermolecular, e consequentemente aumentando a fluidez
membranar (Srinivasarao et al., 1997; Cook & McMaster, 2002; Haag, 2003; Quintas,
Freire & Halpern, 2008).

Fatty acid Abbreviation Melting point
Astearic Acid 18:0 70°
Oleic acid c-18:1 n-9 16°
Elaidic acid t-18:1 n-9 430
Linoleic acid c,c-18:2 n-6 -5o

Fig. 3: Carateristicas fisicas dos acidos gordos. Fonte: Cook & McMaster, 2002.



Importa ainda ressalvar que a saturacdo dos acidos gordos é especialmente importante
nos animais poiquilotérmicos, uma vez que com a diminuicdo da temperatura tem de
ocorrer um aumento do grau de insaturacao dos acidos gordos da membrana, para que a

fluidez da mesma néo seja afetada (Los & Murata, 1998).

1.5. Suscetibilidade dos &cidos gordos a peroxidacao lipidica

A peroxidacao lipidica resulta da acdo nociva dos radicais livres sobre os tecidos
(Montine et al., 2002). Este fenbmeno tem como principal alvo os acidos gordos que
compdem os fosfolipidos das membranas celulares (Huang, Huang & Hou, 1998;
Varghese, Lakshmy & Oommen, 2001). Como consequéncia, as membranas celulares
sdo danificadas e a sua estrutura alterada, acabando por comprometer a atividade das
proteinas ligadas a membrana. Estes desequilibrios podem ser responsaveis pela origem
de diversas patologias (Montine et al., 2002).

Este fendmeno é tanto maior quanto maior for o grau de insaturacéo dos acidos gordos
(Huang, Huang & Hou, 1998; Varghese, Lakshmy & Oommen, 2001). Por isso, todos os
HUFA aumentam a suscetibilidade das membranas sofrerem a peroxidacdo lipidica,
sendo que o cérebro é particularmente susceptivel, devido a presenca simultanea de
ferro e acidos gordos insaturados em abundéancia (Ferreira, Militdo & Freitas, 2009).

1.6. Selénio como protetor da peroxidacdo dos acidos gordos da
membrana

A importéncia do selénio foi inicialmente relacionada com o facto de ser um componente
essencial a Glutationa peroxidase. Mais tarde confirmou-se que € um elemento primordial
para a formacdo de diversas outras selenoproteinas, onde este micronutriente se
apresenta sob a forma do aminoacido selenocisteina (Sec) (Hesketh, 2008). Alguns
exemplos de selenoproteinas sao as Glutationa peroxidases (GPx1, GPx2, GPx3, GPx4)
e a tioredoxina redutase. Estas enzimas tém func¢des antioxidantes funcionando como
protetoras dos lipidos das membranas celulares, tal como mostra a tabela 2 (Rayman &
Dphil, 2000).



Tabela 2: Algumas fun¢des do selénio. Fonte: Rayman & Dphil, 2000.

Selenoproteinas Funcéo

Enzimas antioxidantes: removem o peréxido de hidrogénio,

Glutationa peroxidos lipidicos e lipidos (tornando-se importantes na
peroxidases (GPx1, manutenc¢édo da integridade dos lipidos da membrana), modulagéo
GPx2, GPx3, GPx4) da sintese de eicosandides e impedem danos oxidativos nas

biomoléculas como lipidos, lipoproteinas e DNA.

Regeneragéo do sistema antioxidante; manutencdo do estado redox
Tioredoxina redutase intracelular; regulacédo da expresséo génica por controlo redox da

ligacdo dos fatores de transcricdo ao DNA.

1.7. Biossintese de acidos gordos insaturados

A existéncia de um fornecimento regular de &cidos gordos por forma a suprir as
necessidades de um organismo esta dependente ndo s6 da dieta, bem como da sua
sintese enddgena (Cook & McMaster, 2002).

A sintese de &cidos gordos insaturados envolve a intervencdo de enzimas designadas de
dessaturases e elongases que realizam, respetivamente a dessaturacdo e elongacao
(Quintas, Freire & Halpern, 2008).

1.7.1. Biossintese de acidos gordos monoinsaturados

Todos os organismos sdo capazes de sintetizar o acido oleico (18:1 n-9), que resulta da
introducdo e uma ligacdo dupla na posicdo A9 da cadeia acilo. Esta reacdo é levada a
cabo pela A9 dessaturase, uma enzima de dessaturacdo (Cook & McMaster, 2002;
Leaver et al., 2008a).

1.7.2. Biossintese de acidos gordos altamente insaturados (HUFA)

As plantas e alguns invertebrados possuem as enzimas A12 e A15 dessaturases. Estas
enzimas atuam sobre o substrato 18:1 n-9 (4cido oleico) e formam o 18:2 n-6 (acido
linoleico, LA) e o0 18:3 n-3 (4cido-a-linoleico, ALA), respetivamente (Leaver et al., 2008a).
Ora, é a partir destes dois novos substratos que se torna possivel sintetizar HUFA (Fig.

4). Contudo, os mamiferos e alguns peixes tém uma capacidade limitada de sintetizar
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HUFA [como o &cido eicosapentaenodico (EPA), o acido docosahexaendico (DHA) e o
acido araquidonico (AA)] a partir de &cidos gordos das séries n-3 e n-6. Por conseguinte,
necessitam do fornecimento alimentar das moléculas finais ou dos seus precursores
(Cook & McMaster, 2004, Leaver et al., 2008a; Sargente et al., 2002, citado por Vagner &
Santigosa, 2011). Nestes animais o LA e o ALA sdo considerados acidos gordos
essenciais (Leaver et al., 2008a).

Nos vertebrados, a biossintese de HUFA ocorre no reticulo endoplasmatico das células,
através de processos de dessaturacdo e elongacado sequenciais do LA e do ALA (Leaver
et al., 2008a).

A sintese de ARA ¢é desencadeada pela acdo da A6 dessaturase sobre o substrato LA
gue resulta na formacgéo do 18:3 n-6 (acido-y-linolénico). Posteriormente este substrato é
elongado ao 20:3 n-6 (acido-dihomo-y-linolénico) e, por ultimo, dessaturado pela A5
dessaturase originando-se 0 20:4 n-6 (acido araquidonico) (Cook & McMaster, 2004).

A sintese de EPA, a partir de ALA, é em tudo semelhante a sintese de ARA. Por outro
lado, a biossintese de DHA é um pouco mais complexa, pois depende da fomagcéo inicial
do EPA (20:5 n-3), que necessita de ser posteriormente elongado ao 24:5 n-3 (&cido
tetracosapentaendico). Este ultimo, quando dessaturado pela A6* dessaturase, forma o
24:6 n-3 (acido tetracosahexaendico) que posteriormente, através de uma reacdo de
encurtamento da cadeia (oxidagdo) nos peroxissomas, pode formar o 22:6 n-3 (acido
docosahexaendico, DHA) (Sprecher, 2000). Esta via é designada de “Via de Sprecher”.
Portanto, a biossintese de HUFA requer a especificidade da A5 e A6 dessaturases, ja que
estas atuam numa posi¢cao especifica da cadeia de acido gordos (Sprecher, 2000).

Ao contrario do que se pensava, que todos vertebrados utilizavam a via Sprecher para
formar o DHA Li et al. (2010) demonstraram a existéncia de uma via alternativa em
Siganus canaliculatus, um peixe marinho herbivoro, envolvendo a atividade da A4
dessaturase. Assim, a producdo de DHA pode ocorrer através da elongacdo do EPA e
posterior dessaturagao pela A4 dessaturase (Fig 4).

Park et al. (2009) realizou a primeira descricdo de uma outra via envolvendo a A8
dessaturase, em babuinos. Mais tarde, esta via foi confirmada em teledsteos, quando
Monroig, Li & Tocher (2011) provaram, através de analise da expressdo heteréloga, que
a expressdao do cDNA do gene putativo da A6 dessaturase promove a atividade A8
dessaturase. Ficou assim identificada mais uma via alternativa em que os substratos 20:3
n-3 (acido eicosatriendico) e o 20:2 n-6 (acido eicosadiendico), anteriormente
considerados produtos terminais, originam o 20:4 n-3 (acido eicosatetraendico) e o 20:3

n-6 (acido-dihomo-y-linolénico), respectivamente (Fig. 4) (Monroig, Li & Tocher, 2011).
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Fig. 4: Via da biossintese dos acidos gordos altamente insaturados (HUFA).
Fonte: Castro et al., 2012.

A capacidade das espécies converterem PUFA C;3 em HUFA é varidvel e esta
dependente de fatores como a atividade relativa das elongases e dessaturases dos
acidos gordos (Tocher, 2003; Leaver et al., 2008a; Castro et al., 2012).

Tendo por base esta premissa, demonstrou-se que o0s peixes marinhos produzem DHA a
partir do ALA a uma taxa fisiologicamente insignificante (Leaver et al., 2008a) quando
comparados com os peixes de agua doce (Tocher, 2003).
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1.7.3. Genes Adipogénicos

1.7.3.1. Dessaturases dos acidos gordos dos peixes teledsteos

As dessaturases dos acidos gordos sao enzimas que catalizam a introducdo de duplas
ligacBes cis em posi¢ces especificas da cadeia de &cidos gordos (Los & Murata, 1998),
sendo este um processo aerobico (Pereira, Leonard & Mukerji, 2003).

Na membrana celular das células animais a enzima responsavel por este processo € a
acil-CoA dessaturase (Los & Murata, 1998; Pereira, Leonard & Mukerji, 2003). Nos peixes
a sequéncia de proteinas das dessaturases é muito semelhante a dos mamiferos
(Sayanova, Shewry & Napier, 1999; Sayanova et al., 2000; Hastings et al., 2005;
Gonzélez-Rovira et al., 2009; Zheng et al., 2004a, 2009; Vagner & Santigosa, 2011).

Nos humanos, as dessaturagbes A5 e A6 sdo catalizadas, respetivamente,por produtos
dos genes Fadsl e Fads2 (Marquardt et al., 2000). A comparagcdo dos genes que
codificam as dessaturases dos peixes tele6steos com os genes Fadsl e Fads2 dos
humanos permitiu concluir que todos as dessaturases dos peixes teledsteos,
independentemente da espécie e atividade descrita, sdo mais préximas filogeneticamente
da Fads2 dos mamiferos do que da Fadsl (Monroig, Li & Tocher, 2011). Além disso, 0s
cDNAs dos genes que codificam as dessaturases dos peixes sao ortélogos do gene
Fads2 dos mamiferos (Zheng et al., 2004a; Gonzalez-Rovira et al., 2009; Monroig, Li &
Tocher, 2011). Por isso, nos teledsteos € observada a perda completa do gene fadsl,
com o recrutamento ocasional da fungcéo A5 nos genes fads2 (Castro et al., 2012).

Assim, quando foi analisada a atividade das dessaturases dos tele6steos, verificou-se
gue estas apresentam uma maior diversidade de substratos especificos do que as dos
mamiferos. Deste modo, a maioria dos cDNAs isolados a partir dos peixes, foram
caraterizados como monofuncionais. Por exemplo em Dicentrarchus labrax foi descrita a
atividade A6 (Zheng et al., 2004a; Gonzalez-Rovira et al., 2009), em Salmo salar
identificou-se a atividade A5 (Hastings et al., 2005) e a atividade A4 desssaturase foi
observada em Siganus canaliculatus (Li et al., 2010). Por outro lado, no peixe-zebra
(Hastings et al., 2001) e no Siganus canaliculatus (Li et al., 2010) foi descrita a
bifuncionalidade A6/A5 dessaturase, e mais recentemente, a bifuncionalidade AG6/A8
dessaturase (Monroig, Li & Tocher, 2011), também evidenciada na corvina (Monroig et
al., 2013).

Esta variabilidade na atividade das dessaturases tem sido associada a pressdes
nutricionais combinadas com perdas e ganhos de genes (Castro et al., 2012). Com efeito,
os peixes de agua doce tém dietas ricas em LA e ALA, enquanto que 0s peixes marinhos
tém uma dieta abundante em EPA, DHA e ARA. Como consequéncia, 0s peixes de agua

doce e diadrémicos possuem dessaturases com atividade A6 e A5 dessaturase (Hastings
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et al., 2005; Zheng et al., 2005a; Monroig, Li & Tocher, 2011), enquanto que a menor
capacidade das espécies marinhas em biossintetizarem HUFA tem sido associada a falta
de algum passo na cadeia de elongagédo ou da enzima A5 dessaturase (Leaver et al.,
2008a; Gonzélez-Rovira et al., 2009). Por exemplo, em robalo, ndo foi detetada qualquer
atividade das enzimas A4 ou A5 dessaturases (Gonzalez-Rovira et al., 2009).
Genericamente estas enzimas sdo mais eficientes a dessaturar os substratos n-3 do que
0s n-6 (Tocher, 2003; Zheng et al., 2004a; Tocher et al., 2006; Gonzalez-Rovira et al.,
2009).

1.7.3.1.1. fads2 e A6 dessaturase dos peixes teleésteos

Nos mamiferos a A6 dessaturase é codificada pelo gene Fads2 e catalisa o primeiro
passo da reacdo de biossintese de acidos gordos de cadeia longa, tornando-se assim um
passo limitante neste processo (Cho, Nakamura & Clarke, 1999; Park et al., 2009). A A6
dessaturase € conhecida por atuar nos substratos C;g € C,, (Cho, Nakamura & Clarke,
1999). Coincidentemente, nos peixes teledsteos, a A6 dessaturase atua sobre o ALA e o
LA originando o 18:4 n-3 e o 18:3 n-6, respetivamente, (Cook & McMaster, 2004;
Gonzalez-Rovira et al., 2009; Zheng et al., 2004a, 2009), bem como sobre 0 24:4 n-6 e 0
24:5 n-3 formando, respectivamente o0 24:5 n-6 e 0 24:6 n-3 (Li et al., 2010).

O facto de a maioria das A6 dessaturases dos peixes serem monofuncionais, reforca a
estreita relagé@o entre as sequéncias dos genes dos peixes e dos mamiferos (Zheng et al.,
2004a, 2009).

As sequéncias proteicas das A6 dessaturase dos peixes assemelham-se mais com a A6
dessaturase dos humanos do que com a A5 dessaturase (Tocher et al., 2006), mesmo
quando a proteina apresenta atividade A5 dessaturase, como acontece com o0 Salmo
salar (Hastings et al., 2005).

A atividade da enzima A6 dessaturase dos peixes marinhos é mais baixa do que a
atividade medida em hepatécitos e enterdcitos de salmonideos (Tocher et al., 2006). Esta
evidéncia esta de acordos com a distribuicdo da expressao destes genes, que se apurou

ser variavel entre as espécies de peixes teledsteos (Tabela 3).
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Tabela 3: Padréo de distribuicdo da expressdo do gene fads2 nos tecidos de diversas espécies.

Espécie Nivel de expressao nos tecidos Referéncia

Robalo Coracao> cérebro> ovarios> rim> Gonzélez-Rovira et al.,
tecido adiposo> figado 2009

Bacalhau Cérebro> figado> rim Tocher et al., 2006
Cobia Cérebro> coracao> figado Zheng et al., 2009
Truta Figado> intestino> cérebro Seiliez et al., 2001
Corvina Cérebro> fl'gad(z> cecos piléricos> Monroig et al., 2013

estdbmago

Zheng et al., 2005a;

Salméo Intestino> figado> cérebro _
Monroig et al., 2010

Neste sentido, nos peixes marinhos a fads2 € intensamente expressa no cérebro a fim se
assegurar a quantidade de DHA, independentemente das flutuacdes na dieta de EPA e
de DHA, especialmente em momentos cruciais do desenvolvimento (Cho, Nakamura &
Clarke, 1999; Sargent et al., 2002, citado por Zheng et al., 2009). Este facto reforca a
importancia que esta enzima assume na sintese de EPA e DHA no cérebro dos peixes
(Zheng et al., 2009).

1.7.3.2. Elongases dos acidos gordos dos peixes teledsteos

O sistema de elongases, ou apenas elongases, diz respeito as enzimas que Ss&o
responsaveis pela introducdo de duas unidades de carbono no fim da cadeia de acidos
gordos. Nas plantas e nos animais o0 sistema de elongases € composto por quatro
enzimas: a enzima de condensacao (B-cetoacil CoA sintase), a B-cetoacil CoA redutase,
a B-hidroxiacil CoA dehidrase e a trans-2-enoil CoA redutase (Leonard et al., 2004). Este
sistema multienzimatico esta localizado no reticulo endoplasmatico (Leaver et al., 2008a)
e cataliza diversas reagbes sequenciais que se podem observar na figura 5. Esta via
microssomal é ativada tanto por acidos gordos saturados como por acidos gordos
insaturados, sendo o &acido-y-linolénico (18:3 n-6) o substrato mais eficaz (Cook &
McMaster, 2002). A elongacdo microssomal é particularmente importante na formacgéo de
acidos gordos de cadeias superiores a 16 carbonos, sendo estes importantes
constituintes dos fosfolipidos que irdo contribuir principalmente para a formacdo das

membranas celulares. Os acidos gordos com 18 a 24 carbonos, tanto saturados como
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monoinsaturados, e aos acidos gordos polinsaturados com 20 e 22 carbonos, séo

indispensaveis para a formacéo do tecido neural (Cook & McMaster, 2002).

Elongation of Fatty Acid
R~ CO-CoA + Malonvl — CoA

[F=eroacyl Cad syathase (KOS
T
R—-C0O-CH; -C0O-CoA
[i-fetomew Cod reductase (KCK)
v
R—CHOH - CH, - CO - CoA
[-frvdraxyacl Cod defvdrase

R~CH=CH-CO~CoA
trans-2-enovl Cod reductase

T
R—CH, - CH, - CO - CoA

Fig. 5: Reacao de elongacéo dos &cidos gordos. Fonte: Leonard et al., 2004.

Todas as elongases caraterizadas em mamiferos e peixes obedecem a mesma estrutura.
No que concerne aos mamiferos, foram identificados 7 genes envolvidos na elongacgéo
dos &cidos gordos, embora os genes responsaveis pela sintese de HUFA sejam a Elovi2
e Elovl5 (Leonard et al., 2002). A ELOVL5 esté envolvida na elongacéo dos PUFA Cyg €
C,o, sendo que os substratos C;g sdo os preferenciais (Leaver et al., 2008a) e a ELOVL2
atua sobre os substratos C,y e C,,, com especial preferéncia para os substratos Co,
(Leonard et al., 2002; Jakobsson, Westerberg & Jakobsson, 2006).

Todas as sequéncias dos genes putativos clonados a partir de peixes mostraram que as
elongases dos peixes sdo mais proximas, filogeneticamente, dos mamiferos do que dos
restantes grupos (Agaba et al., 2005). Assim, os estudos de PCR com primers
degenerados concluiram que o cDNA isolado, a partir de genes putativos de elongases
de diversas espécies de peixes, € muito semelhante ao da Elovl5 dos humanos (com

homologia pelo menos 61%) (Agaba et al., 2005; Gregory et al., 2010; Kim et al., 2012).

1.7.3.2.1. elovl5 e elongase 5 dos peixes teledsteos

A caraterizacdo funcional das elongases de &cidos gordos (Elovl) em peixes tem sido
reportada a partir de diversas espécies (Agaba et al., 2004, 2005; Hastings et al., 2005;
Zheng et al., 2009; Gregory et al., 2010).
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A especificidade dos substratos das elongases varia entre as espécies de teledsteos,

revelando-se muito versateis dentro deste grupo de animais, tal como mostra a tabela 4.

Tabela 4: Variedade dos acidos gordos metabolizados pela ElovI5 dos peixes teledsteos.

Espécies

Substratos de metabolizacéo

Referéncia

Oreochromis niloticus,
Clarius gariepinus, Gadus
morhua, Sparus aurata,
Scophthalmus maximus
Danio renio
Salmo salar
Argyrosomus regius
Lates calcarifer

Rachycentron canadum

18:4 n-3 (acido esteariddnico)
18:3 n-6 (acido-y-linolénico)
20:4 n-6 (acido araquiddnico)
20:5 n-3 (acido eicosapentaendico)
22:5 n-3 (acido docosapentaendico)

22:4 n-6 (acido adrénico)

Agaba et al., 2005
Agaba et al., 2004
Hastings et al., 2005
Monroig et al., 2013
Mohd-Yusof et al., 2010
Zheng et al., 2009

Danio renio
Thunnus maccoyii

Salmo salar

16:1 n-7 (acido palmitoleico)
18:1 n-9 (acido oleico)

18:1 n-7 (&cido vacénico)

Agaba et al., 2004
Gregory et al., 2010
Hastings et al., 2005

Argyrosomus regius

16:3 n-3 (acido hexadecatriendico)

Monroig et al., 2013

Thunnus maccoyii

Acanthopagrus schlegelii

18:3 n-6 (acido-y-linolénico)
20:4 n-6 (&cido araquidénico )

20:5 n-3 (&cido eicosapentaendico)

Kim et al., 2012
Agaba et al., 2004
Gregory et al., 2010

Ictalurus Melas
Oreochromis niloticus

Scophthalmus maximus

16:1n-7 (acido palmitoleico)

Agaba et al., 2005

Danio rerio

Thunnus maccoyii

16:0 (4cido palmitico)

Agaba et al., 2004;
Gregory et al., 2010

A taxa de converséo tende a diminuir com o0 aumento da cadeia de acidos gordos (Agaba
et al., 2004; Kim et al., 2012).
Como ja se referiu, nalgumas espécies como a Argyrosomus regius (Monroig et al.,

2013), Lates calcarifer e Rachycentron canadum (Mohd-Yusof et al., 2010) a elovl5 é
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mais expressa no cérebro do que no figado. Este padrdo contrasta com as espécies
tipicamente de agua doce onde esta enzima é mais expressa no figado e intestino (Zheng
et al., 2005a; Morais et al., 2009). Portanto, estes padrbes distintos poderdo querer dizer
gue 0s peixes marinhos expressam mais intensamente as enzimas relacionadas com a
sintese de HUFA no tecido neural de forma a manterem os niveis de DHA no cérebro
(Zheng et al., 2009; Mohd-Yusof et al., 2010).

1.8. Importancia dos acidos gordos na neurotransmisséo cerebral

Os lipidos sdo um dos principais constituintes do cérebro representando 50-60% do seu
peso seco, sendo que 35% deste sdo acidos gordos altamente insaturados (HUFA) como
0 ARA, DHA e EPA (Wainwright, 2002). Frequentemente, o DHA pode constituir até cerca
de 30-40% do peso seco dos fosfolipidos das células do cértex cerebral e fotorrecetores
na retina (Tanaka et al., 2012), tecidos que requerem um alto grau de insaturagdo
(Youdim, Martin & Joseph, 2000). Mais ainda, foi demonstrado que o cérebro é o ultimo
orgdo a sofrer o declinio dos niveis de DHA, em situacdes de deficiéncia de ALA na dieta,
0 que revela a importancia deste acido gordo para o cérebro (Bourre et al., 1992).

Os lipidos influenciam as propriedades fisicas das membranas e consequentemente
interferem com diversas fungdes relacionadas com os recetores membranares (Tanaka et
al., 2012), canais i6nicos e de transporte, endo e exocitose, atividade das proteinas de
ligacdo a membrana e neurotransmissao (Wainwright, 2002).

A composicao de acidos gordos na dieta condiciona a composi¢céo de acidos gordos dos
fosfolipidos das membranas dos diversos tipos celulares cerebrais e, por conseguinte, a
atividade de diferentes enzimas membranares (Srinivasarao et al., 1997; Marteinsdottir et
al., 1998; Arsenault et al.,, 2012). Entre os mecanismos que influenciam a atividade
funcional do cérebro, aqueles relacionados com o transporte de neurotransmissores sao
cruciais.

Portanto, a dieta condiciona a composi¢cdo em &cidos gordos das membranas regulando
as fungbes monoaminérgicas do cérebro e, por conseguinte, o comportamento dos
animais (Chalon et al.,, 1998). Alguns dos neurotransmissores mais importante e
frequentemente estudados s&o classificados como monoaminas, pois derivam da
descarboxilagdo de aminoacidos. Este é o caso das catecolaminas a saber: dopamina
(DA), noradrenalina (NA, ou norepinefrina) e adrenalina (A, ou epinefrina), originadas a

partir da tirosina e a serotonina (5-HT), derivada do triptofano (Wainwright, 2002).
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1.8.1. Modo de acédo dos neurotransmissores

As monoaminas exercem a sua fungéo através da sua ligacéo a recetores membranares,
gque sdo especificos para o neurotransmissor, bem como para a acao que desencadeiam
no organismo. Porém, todos eles sdo caraterizados por pertencerem a familia de
recetores ligados a proteina G e por produzirem uma resposta celular quando ativados
por uma monoamina (Docherty, 1998; Calzada & Artilano, 2001; Wallukat, 2002). Assim,
apos ativacao do recetor, ocorre a estimulacdo de um segundo mensageiro designado de
adenosina de monofosfato ciclico (CAMP), localizado no lado interno da dupla camada de
fosfolipidos e que € usado para a transducdo de sinal intracelular (Wallukat, 2002). Ou
seja, 0 sistema de sinalizacdo das monoaminas estd dividido em 3 fases (Pandey,
Mersha & Dhillon, 2013):

v' Ativacao dos recetores na superficie da célula por um ligando;

v Interagdo do recetor com o heterotrimero de proteinas G;

v' Transducao do sinal através de moléculas efetoras que geram resposta celular.

1.8.2. Recetores p6s-sinaticos das monoaminas

1.8.2.1. Recetores da dopamina

Existem cinco recetores de dopamina designados de D; a Ds. Contudo, e com base nas
suas propriedades bioquimicas e farmacoldgicas, estes recetores sdo frequentemente
classificados como recetores do tipo D; e que englobam os recetores D; e Ds e recetores
do tipo D,, que englobam os recetores D,, D; e D, (Fig. 6) (Jaber et al., 1996; Elsworth &
Roth,1997; Pandey, Mersha & Dhillon, 2013).

Dopamine Receptors

e S S Na? Nt
IL-1 IL-2 IL-3 IL-1 IL-2
coOo
Large C-terminal domain Large intracellular loop-3 IL-3

coor
Fig. 6: Esquema da estrutura dos recetores de dopamina D1 e D,. Fonte: Pandey, Mersha & Dhillon, 2013.
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A partir do momento em que séo ativados, os recetores do tipo D; estimulam a atividade
da adenilato ciclase (enzima que ativa a CAMP), enquanto que a ativacdo dos recetores
do tipo D, inibe a atividade desta mesma enzima (Jaber et al.,, 1996; Elsworth &
Roth,1997; Schmitz et al., 2003; Pandey, Mersha & Dhillon, 2013).

Os recetores D; e D, localizados no hipocampo e na regido pré-frontal desempenham
importantes funcfes, como por exemplo na memoria de trabalho (Jaber et al., 1996;
Picetti & Borrelli, 2000; Chalon et al., 2001; Takahashi et al., 2008; Vallone, Pandey,
Mersha & Dhillon, 2013). Além disso, os recetores da DA localizados nessa e nas
restantes areas cerebrais regulam o metabolismo celular neuronal, incluindo as funcbes
dos canais iénicos, bem como a dessensibilizacdo dos recetores acopolados a proteina G
e que leva a resposta celular e libertacdo de neurotransmissores. Os recetores D,, mais
especificamente, modelam a concentracdo intracelular de Ca®', o que pode ser

importante na biossintese de DA (Vallone, Picetti & Borrelli, 2000).

1.8.2.2. Recetores da noradrenalina e adrenalina

Os recetores pos-sinaticos da NA e A sao designados de adrenérgicos e dividem-se em
dois grupos: adrenérgicos a e adrenérgicos B (Docherty, 1998; Calzada & Artifiano,
2001).

Os recetores adrenérgicos a dividem-se em 2 tipos: a1 e a2. Eles estdo ligados as
funcdes excitatérias, sendo que o subtipo a1 medeia a resposta nos orgaos efetores,
enquanto que o a2, que se localiza essencialmente na regido pré-sinatica, controla a
libertacdo dos neurotransmissores (Docherty, 1998; Calzada & Artifiano, 2001; Morilak et
al., 2005). Além disso, os recetores a1 participam na manutencdo do tonus vascular
basal, pressdo do sangue arterial dos animais conscientes e na resposta a estimulos
agonisticos exogenos. Ja os recetores a2, estdo envolvidos no controlo da contragdo
arterial e vasoconstricdo das veias (Docherty, 1998; Calzada & Artifiano, 2001). Um
segundo grupo de recetores importantes na resposta destes neurotransmissores sao 0s
recetores (B-adrenérgicos, que desempenham fungBes como: vasodilatagéo, relaxamento
da musculatura uterina, broncodilatacdo e uma funcéo excitatéria relacionada com as
fungBes cardiacas (Calzada & Artifiano, 2001).

Em suma, os recetores a estdo essencialmente ligados as fungbes excitatorias e os

recetores B as fungdes inibitérias (Docherty, 1998; Calzada & Artifiano, 2001).
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1.8.2.3. Recetores da serotonina (5-HT)

A 5-HT produz o seu efeito através de sete tipos de recetores (Tabela 5), todos eles

compostos por uma multiplicidade de subtipos de recetores que, quando ativados,

desempenham diferentes fungdes (Pytliak et al., 2011). A 5-HT € a Unica monoamina que

atua em recetores ligados a proteina G e também em recetores associados a canais

i6nicos (Tabela 5). Importa ainda saber que alguns recetores, como o0 5-HT;, que estao

presentes nos terminais nervosos pré-sinapticos, funcionam como mediadores ou

moduladores da liberagéo de neurotransmissores (Hoyer, Hannon & Martin, 2002; Pytliak
etal., 2011).

Tabela 5. Familias dos recetores da serotonina.

Familia  Potencial Tipo Mecanismo de acgéo

5-HT, Inibitério Acoplado & proteina G Decresce a concentracdo de
cAMP

5-HT, Excitatério Acoplado a proteina G Aumenta a concentracdo
intracelular de IP3 e DAG

5-HT; Excitatério Ligante do canal i6nio Na'/K" Despolarizacao da
membrana plasmatica celular

5-HT, Excitatério Acoplado & proteina G Aumenta a concentracdo de
cAMP

5-HTs Inibit6rio Acoplado & proteina G Decresce a concentracdo de
cAMP

5-HTg Excitatério Acoplado a proteina G Aumenta a concentracdo de
cAMP

5-HT; Excitatério Acoplado a proteina G Aumenta a concentracdo de

CAMP

IP3: inositol trifosfato; DAG: Diacilglicerol; cAMP: monofosfato adenosina ciclina. Adaptado: (Pytliak et al.,

2011).

O sistema serotogénico esta entdo envolvido na regulacdo da ingestdo de alimento e

metabolismo energético, comportamento agonistico, respiragdo, nocicep¢cdo, memoria e

locomocéo, entre outros (Pytliak et al., 2011).
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1.8.3. Sintese de monoaminas

1.8.3.1. Sintese das catecolaminas: Dopamina, Noradrenalina e
Adrenalina

A via de biossintese de qualquer catecolamina tem em comum a reacao inicial, dado que
todas elas derivam da tirosina (Elsworth & Roth,1997; Pandey, Mersha & Dhillon, 2013).
Desta feita, ap0s a entrada deste aminoacido no neurénio, ele é hidroxilado a L-3,4-
Dihidroxifenilalanina (L-DOPA), uma reagdo catalizada pela enzima tirosina hidroxilase
(TH). Seguidamente, a L-DOPA é descarboxilada a DA, pela enzima L- aminoé&cido
aromatico descarboxilase. Os neurénios que contém a enzima adicional, DA-B-
hidroxilase, convertem a DA em NA. Os neurdnios que utilizam a A como
neurotransmissor possuem ainda uma outra enzima designada de feniletanolamina-N-
metiltransferase (PNMT), para converterem a NA em A (Fig. 7) (Fuller, 1982; Fernstrom &
Fernstrom, 2007).

Tirosina Hidroxilase
Fenilalanina |—» Tirosina _ > L-DOFA
& - | _

Pt (2H) Pt
- DOFPA
ﬂM Descarboxilase
Pteridina
Redutase

v

Dopamina

Dopamina beta
hidroxilase

Feniletanolamina M metil Transferase

Adrenalina -

MNoradrenalina

Fig. 7: Via da biossintese das catecolaminas: dopamina, noradrenalina e adrenalina a partir da tirosina.

Fonte: http://www.sistemanervoso.com/pagina.php?secao=6&materia_id=256&materiaver=1.

O passo inicial representa o0 passo limitante desta via e controla a taxa de sintese de toda
a via (Elsworth & Roth,1997; Fernstrom & Fernstrom, 2007).
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1.8.3.2. Sintese da Serotonina

A serotonina é uma monoamina derivada do triptofano. Este aminodcido serve de
substrato & enzima triptofano hidroxilase formando o 5-Hidroxitriptofano (5-HTP). O 5-
HTP é alvo da enzima L-aminoacido aromético descarboxilase que, por intermédio do

processo de descarboxilacdo, forma a 5-HT (Fig. 8) (Kema, Vries & Muskiet, 2000).

HO,
I CHz_CHzN Hz 5-Hidro3_-(1'-
triptamina
N {serotonina)
V co,
HO. —CH— . .
| CH; liH COOH 5-Hidroxi-
N NH, triptofane
CH,—CH —COOH
| | Triptofano
N NH,

Fig. 8: Biossintese da serotonina. As enzimas envolvidas na sua biossintese sdo: a

triptofano hidroxilase, que forma o 5-Hidroxitriptofano (5-HTP) a partir do triptofano e a
enzima L-aminoacido aroméatico descarboxilase, que converte o 5-HTP em serotonina.

Fonte: http://www.orgone.com.br/a_thumorl.html.

1.8.4. Armazenamento das monoaminas

As monoaminas sdo armazenadas nos neurénios através de vesiculas de
armazenamento, capazes de manter 0s neurotransmissores a uma concentracdo de
0,1M, o que representa uma concentracdo de 10-1000 vezes maior do que aquela
existente no citoplasma da célula (Elsworth & Roth,1997). Tal acumulacdo é possivel
devido a um sistema antiporte, efetuado pelo transportador de monoaminas vesicular
(VMAT), que introduz uma monoamina no interior da vesicula por cada protdo que é
expulso para o citoplasma. As vesiculas localizam-se essencialmente nas dendrites e
reticulo endoplasmatilo liso dos neurénios (Elsworth & Roth,1997). Este processo é
comum a dopamina, adrenalina, serotonina e outras monoaminas, uma vez que o VMAT

€ um transportador inespecifico.
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1.8.5. Libertacdo das monoaminas

O principal mecanismo de libertacdo das monoaminas armazenadas nos terminais
nervosos pode ser genericamente explicado pelo facto de apds a propagacdo de um
impulso nervoso ocorrer localmente um potencial de acdo no neurénio que culmina numa
mudanca da conformacdo das proteinas de membrana, facto que permite o influxo de
ibes de calcio. Esta ocorréncia provoca a fusdo das vesiculas de armazenamento de
neurotransmissores com a membrana neuronal e, através de processos de exocitose, as

vesiculas libertam os neurotransmissores na fenda sinética (Elsworth & Roth,1997).

1.8.6. Manutencao dos niveis das monoaminas no cérebro

1.8.6.1. Manutenc¢éao dos nives de Dopamina

s

A manutencdo dos niveis de dopamina é assegurada pela recaptacdo dos
neurotransmissores por transportadores dopaminérgicos. Assim, dependendo da
concentracdo de dopamina no interior do neurdnio, esse transportador recapta a
dopamina libertada caso a concentracdo seja baixa, ou entdo liberta dopamina se a
concentragao no seu interior for muito elevada (Elsworth & Roth,1997).

Outro mecanismo é assegurado pelos autorrecetores. Estes recetores sdo capazes de
reconhecer a dopamina libertada pelo neurénio (Elsworth & Roth,1997) e dependendo da
regido do cérebro, os autorecetores possuem capacidade de regular a libertacdo de
dopamina e até a sua sintese (Elsworth & Roth,1997).

Em geral, todos os autorrecetores da dopamina podem ser classificados como recetores
de dopamina do tipo D, (Elsworth & Roth,1997; Schmitz et al., 2003) e sdo mais sensiveis
a dopamina do que os recetores pds-sinaticos (Elsworth & Roth,1997). Contudo, a
ativagao eficiente dos autorrecetores esta dependente da acumulacao extracelular da DA,
originada pela libertacdo de dopamina (Benoit-Marand, Borrelli & Gonon, 2001), sendo

que 0 mesmo se passa com 0s recetores pés-sinapticos D; (Schmitz et al., 2003).

1.8.6.2. Manutencéo dos niveis de Noradrenalina e Adrenalina

Apo6s a libertacdo da noradrenalina para a fenda sinatica, a noradrenalina pode difundir-

se pela fenda sinatica e entrar na circulacdo sanguinea, ser metabolizado na fenda
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sindtica pela enzima Catecol-O-metiltransferase (COMT) associada a membrana, ou
entdo ligar-se aos recetores a2 dos nervos pré-sinaticos e exercer um efeito de feedback
negativo no impulso nervoso e na libertagdo de neurotransmissores (Fig. 9) (Fernstrom,
1999; Vincent & Robertson, 2002).

Quando a NA entra no citoplasma, ela pode ser novamente incluida nas vesiculas a fim
de ser reutilizada aquando da ocorréncia do proximo potencial de acdo. Outra alternativa
€ a NA ser oxidada pela MAO, localizada na mitocéndria neuronal, sendo 0os metabolitos

produzidos excretados pela urina (Vincent & Robertson, 2002).

NERVE TERMINAL

POST-SYNAPTIC NEURON

CONDUCTION TRANSMISSION

Fig. 9: Conducao e transmissdo neuronal. A despolarizagdo ocorre ao longo do axdnio, a partir do corpo
celular para o terminal do nervo (conducao). Os neurotransmissores (NT) séo libertados para a sinapse (1),
onde sdo difundidos, e alguns ligam-se aos recetores pos-sinaticos (Ri) (2) que conduz a despolarizagdo
neuronal e/ou aos eventos celulares mediados pelos mensageiros secundarios (3). Outras moléculas
interatuam com enzimas catabdlicas (5) e sao destruidas, com transportadores de recaptagdo pré-sinatica (5)

ou com recetores pré-sinaticos (R2) (6). Fonte: Fernstrom, 1999.

1.8.7. Metabolizagdo das monoaminas

1.8.7.1. Metabolizacdo da Dopamina

A metabolizacdo da DA envolve a acdo de diferentes enzimas (Elsworth & Roth, 1997,
Eisenhofer, Kopin & Goldstein, 2004). Uma das enzimas que atua diretamente sobre esta
catecolamina € a monoamina oxidase (MAO) e a sua acdo envolve dois passos
principais. O primeiro passo relaciona-se com a formacgéo de aldeidos desaminados, que
sdo metabolitos das catecolaminas de curta duracdo. O segundo passo € a conversao
desses metabolitos em alcoois mais estdveis ou metabolitos de acido desaminado
(Eisenhofer, Kopin & Goldstein, 2004).
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Entdo, a acdo da MAO sobre a DA originara a formacgéo de 3,4-Dihidroxifenilacetaldeido
(DOPAL), que serve de substrato a acdo de duas enzimas designadas de: aldeido
redutase e aldeido desidrogenase. Estas duas enzimas formam, respetivamente, o 3,4-
Dihidroxifeniletanol (DOPET) e o &cido 3,4-Dihidroxifenilacético (DOPAC) (Elsworth &
Roth, 1997; Eisenhofer, Kopin & Goldstein, 2004).

Um outro metabolito importante é o &cido homovanilico (HVA) e a formagdo deste
metabolito envolve reacBes sequenciais que se iniciam com a acdo direta de uma outra
enzima (COMT) sobre a DA. Esta reacdo forma 3-Metoxitiramina (3-MT) que
posteriormente é metabolizada pela MAO e de seguida pela aldeido desidrogenase (ALD-
D), formando-se entdo o HVA (Elsworth & Roth, 1997).

A enzima COMT podera ainda atuar diretamente sobre o DOPET a fim de formar um
outro metabolito designado de 3-Metoxi-4-hidroxifeniloetanol (MOPET) (Fig. 10).

Na verdade, o principal produto do metabolismo da dopamina é o HVA no caso dos
primatas, e o0 DOPAC no caso dos ratos. Importa também referir que o acido 3,4-
Dihidroxifenilacético =~ (DOPAC) ¢é formado tanto intraneuronalmente como
extraneuronalmente, enquanto que o HVA é formado extraneuronalmente ja que o COMT
se localiza extraneuronalmente (Elsworth & Roth, 1997).

3-MT
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CH,—COOH
ALR CHs~—COOH ALR CH,OQ/ —
) - DOPAC o HO HYA

"o CHy—CH,OH comr CHi0 Sy
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Fig. 10: Vias do catabolismo da dopamina. As enzimas envolvidas estdo representadas a italico e sdo a
monoamino oxidase (MAQ), catecol O-metiltransferase (COMT), aldeido desidrogenase (ALD-D), aldeido
redutase (ALR) e a alcool desidrogenase (ADH). Os metabolitos formados sdo designados de 3-
Metoxitiramina (3-MT), Acido 3,4-Dihidroxifenilacético (DOPAC), &cido homovanilico (HVA), 3,4-
Dihidroxifenietanol (DOPET), 3-Metoxi-4-hidroxifeniloetanol (MOPET). Fonte: Elsworth & Roth, 1997.
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1.8.7.2. Metabolizacao da Noradrenalina e Adrenalina

A NA e a A também podem sofrer a acdo da MAO resultando na formacédo do composto
3,4-Dihidroxifeniglicolaldeido (DOPEGAL). Como se pode observar na Fig. 11, este
substrato pode sofrer a acdo de duas enzimas, nomeadamente da aldeido redutase (AR)
e da aldeido desidrogenase, formando-se 3,4-Dihidroxifeniglicol (DHPG) e é&cido 3,4-
Dihidroximandelico (DHMA), respetivamente. O DHPG pode ser metabolizado pela
enzima COMT no sentido de formar 3-Metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG). A acao
sequencial das enzimas alcool dehidrogenase (ADH) e aldeido dehidrogenase (AD)
resulta na subsequente conversdo do MHPG em 3-Metoxi-4-hidroxifenilglicotaldeido e
formacao de acido vanilimandélico (VMA). A COMT pode ainda atuar diretamente sobre a
NA ou A e formar metabolitos designados de normetanefrina e metanefrina,
respetivamente, e que apos a acdo da MAO sao transformados em 3-Metoxi-4-
hidroxifenilglicol aldeido (MOPEGAL). Nesta via, 0 DOPEGAL e MOPEGAL séo aldeidos
intermediarios de curta duracao (Eisenhofer, Kopin & Goldstein, 2004).
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Fig. 11: Vias do metabolismo da norepinefrina. Fonte: Eisenhofer, Kopin & Goldstein, 2004.

A acdo da MAO sobre a NA com a formacdo de DOPEGAL e subsequente reducéo para
DHPG pela AR ocorre principalmente nos nervos simpaticos, sendo a principal via de
metabolismo da NA. Portanto, o DHPG e o VMA séo os principais metabolitos resultante
da degradacédo de NA e A (Eisenhofer, Kopin & Goldstein, 2004).
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Além disso, importa saber que a enzima COMT encontra-se nos tecidos extraneuronais
e, por isso, as reacc¢des que envolvem a sua acao ocorrem fora das células (Eisenhofer,
Kopin & Goldstein, 2004).

1.8.7.3. Metabolizacdo da Serotonina

A semelhanca das restantes monoaminas, a 5-HT também é metabolizada pela MAO,
mais especificamente pela MAO-B, que tem maior afinidade para a serotonina e
noradrenalina. Esta enzima cataliza a reacdo de desaminacdo oxidativa da 5-HT
formando o produto 5-Hidroxiindoleacetaldeido. Este Ultimo pode ser depois oxidado a
acido 5-Hidroxi-indol-acético (5-HIAA) ou reduzido a 5-Hidroxitriptofol. Outras enzimas
podem atuar sobre o 5-Hidroxiindoleacetaldeido e formar outros substratos (Kema, Vries
& Muskiet, 2000) (Fig. 12)
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Fig.12: Biossintese e degradagdo da serotonina. AADC, L-aminoacido aromatico descarboxilase; Alc DH,
alcooldihidrogenase; Ald DH, aldehidrogenase; HIOMT, hidroxi-indol-O-metil transferase; MAO, monoamina
oxidase; N-Ac-5-HT, N-acetil-5-hidroxitriptamina; N-Ac-5-Mt, N-acetil-5-methoxitriptamina ou melatonina;
TRP, triptofano; TRP Hydr, triptofano hidroxilase; 5-HIAA, &cido 5-Hidroxi-indol-acético; 5-HT, serotonina; 5-
HT, 5-Hidroxitriptamina; 5-HTOL, 5-Hidroxitriptofol; 5-HTP, 5-Hidroxitriptofano. Fonte: Kema, Vries & Muskiet,
2000.
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1.9. Modulacao nutricional dos genes relacionados com a biossintese
de HUFA

Entre outros mecanismos, os acidos gordos conseguem produzir efeitos sobre a
transcricdo de genes através de recetores nucleares, como 0s recetores ativados pela
proliferacdo de peroxissomas (PPAR) e através de fatores de transcricdo, como a
proteina de ligacdo ao elemento regulador de esterol (SREBP) (Cook & McMaster, 2002;
Sampath & Ntambi, 2006; Vagner & Santigosa, 2011).

1.9.1. Os Recetores Ativados pela Proliferacdo de Peroxissomas

Os PPAR séo transdutores de proteinas que pertencem a uma superfamilia de recetores
nucleares (Lemberger, Desvergne & Wahli, 1996) que, quando ativados por nutrientes,
hormonas ou metabolitos, controlam a expressdo de genes alvo (Wahli, Braissan &
Desvergne, 1995; Cook & McMaster, 2002; Nakamura et al., 2004).

A subfamilia dos PPAR é composta por trés isoformas diferentes designadas de: PPARaq,
PPARB ou & e PPARy (Lemberger, Desvergne & Wahli, 1996; Yoshikawa et al., 2003;
Nakamura et al., 2004; Kota, Huang & Roufogalis, 2005).

O PPARa representa a isoforma hepética predominante em mamiferos. Esta isoforma
controla os genes envolvidos na absorcao intestinal de HUFA, na B-oxidacdo dos acidos
gordos nas mitocdndrias e nos peroxissomas, bem como na biossintese de acidos gordos
(Yoshikawa et al., 2003; Rakhshandehroo et al., 2010; Vagner & Santigosa, 2011). O
PPARP esta envolvido na diferenciagao dos queratinécitos onde o metabolismo lipidico é
muito ativo (Vagner & Santigosa, 2011). Finalmenteo PPARy esta envolvido na
adipogénese, estimulacdo da diferenciagcdo de adipécitos e inducdo de enzimas
lipogénicas (Willson, Lambert & Kliewer, 2001; Sampath & Ntambi, 2006; Vagner &
Santigosa, 2011).

No entanto, e independentemente da funcdo, todas as isoformas possuem carateristicas
estruturais e funcionais semelhantes e foram ja identificados 4 dominios diferentes,
designadamente: A/B, C, D e E/F (Fig. 13) (Wahli, Braissant & Desvergne, 1995;
Lemberger, Desvergne & Wahli, 1996; Kota, Huang & Roufogalis, 2005). O dominio A/B é
pouco conservado (Lemberger, Desvergne & Wabhli, 1996), localiza-se na regido N-
terminal, préximo do sitio de ativagdo transcricional independente do ligante (AF-1), e o
seu estado de fosforilag&do contribui para o controlo da atividade do PPAR (Werman et al.,
1997, citado por Kota, Huang & Roufogalis, 2005). O dominio C, ou dominio de ligagéo

ao DNA, promove a ligacdo do PPAR ao elemento de resposta ao proliferador de
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peroxissomas (PPRE), situado na regido promotora dos genes alvo (Kliewer et al., 1992,
citado por Kota, Huang & Roufogalis, 2005). O dominio D € a regido de acoplamento dos
cofatores. Por ultimo, o dominio E, ou dominio de ligagéo ao ligante, é responsavel pela
ligacdo especifica ao ligando e pela inducdo da ligacdo do PPAR ao PPRE, que
possibilitard a expressao dos genes-alvo. O recrutamento de cofatores do PPAR, que
auxiliam o processo de transcri¢cdo dos genes-alvo, é levada a cabo pelo sitio de ativacéo
transcricional dependente de ligante (AF-2) que esta localizado no dominio E/F
(Rakhshandehroo et al., 2010).

Sl ¥ — ~ B E/F AF2

Fig. 13. Representagdo esquemética das fungdes dos dominios dos recetores ativados pela
proliferacdo de peroxissomas (PPAR). Os PPAR possuem 4 dominios. O dominio A/B,
localizado na regido N-terminal e que contém a AF-1, o dominio C que é a regido de ligagédo
ao DNA, o dominio D que é a regido de acoplacé@o dos cofatores e o dominio E/F que é o
dominio especifico do ligando e contém a AF-2, que promove o recrutamento dos cofatores
necessarios a transcri¢cdo dos genes. Fonte: Kota, Huang & Roufogalis, 2005.

Os ligandos dos PPAR incluem os HUFA (como EPA, DHA e ARA), mas também os
eicosandides, prostaglandinas, leucotreinas e o &cido linoleico conjugado (Vagner &
Santigosa, 2011).

Quando o PPAR néo se encontra acoplado a nenhum ligando existe a interagdo do PPAR
com complexo antirepressor, o qual apresenta atividade histona deacetilase, e por isso 0
correpressor inibe a transcricdo de genes. Contudo, quando um ligando natural ou
sintético se liga ao PPAR, os recetores nucleares sofrem uma alteragdo conformacional
gue leva a sua dissociacao do correpressor e facilita o recrutamento de proteinas
coativadoras, o que possibilita a ativacdo da transcricdo (Schitz & Ecker, 2008).
Simultaneamente forma-se um heterodimero composto pelo PPAR e pelo recetor X
retindide (RXR) que interage com o0s coativadores transcricionais, que apresentam
atividade histona acetilase e, por isso facilitam a transcricdo de genes (Kota, Huang,
Roufogalis & 2005; Shimizu & Moriwaki, 2008; Rakhshandehroo et al., 2010) culminando
na ligacdo do heterodimero ao PPRE (Fig. 14). Os PPRE consistem numa repeticao
direta de elementos de dois hexanucleétidos com a sequéncia AGGTCA, separados por
um unico espaco de nucleotideos (Wahli, Braissant & Desvercne, 1995; Rakhshandehroo
et al., 2010) e que se encontra na regido promotora dos genes-alvo (Wahli, Braissant &
Desvergne, 1995; Nakamura et al., 2004; Kota, Huang & Roufogalis, 2005; Sampath &
Ntambi, 2006).
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Exogenous ligands

Fig. 14: Mecanismo da transcricdo génica através dos recetores ativados pela
proliferacdo de peroxissomas. No estado desativado, o PPAR interage com o
complexo antirepressor; O correpressor apresenta atividade histona deacetilase
inibindo a transcricdo de genes. Com a ligagdo do ligando, forma-se o
heterodimero PPAR/RXR e o recrutamento de coativadores que contém ativadade
histona acetilase que facilita a transcricdo dos genes. Fonte: Kota, Huang &
Roufogalis, 2005.

1.9.2. As Proteinas de Ligacdo ao Elemento Regulador de Esterol

As proteinas de ligacdo ao elemento regulador de esterol (SREBP) pertencem a uma
familia de fatores de transcricdo designada de “basic helix-loop-helix—leucine zipper”
(bHLH-Zip). As SREBP possuem a capacidade de se ligarem ao elemento regulador de
esterol e, a partir dai, regularem a transcricdo de varios genes envolvidos na sintese de
colesterol e acidos gordos (Xu et al., 1999).

Os mamiferos contém no seu genoma trés isoformas da SREBP, denominadas de
SREBP-1a, SREBP-1c e SREBP-2. A SREBP-1a é capaz de ativar todos os genes de
resposta a SREBP, onde se incluemos genes responsaveis pela sintese de colesterol,
acidos gordos e triglicerideos. Por outro lado, a SREBP-1c atua preferencialmente sobre
0S genes responsaveis pela sintese de &cidos gordos. Ja a SREBP-2 atua
essencialmente sobre os genes relacionados com a sintese de colesterol (Xu et al., 1999;
Horton, Goldstein & Brown, 2002; Nakamura et al., 2004).

Os percursores SREBP possuem cerca de 1150 aminoacidos e estdo organizados em
trés dominios (Xu et al., 1999; Horton, Goldstein & Brown, 2002):

v" um dominio NH,-terminal, contendo a regido de bHLH-Zip para a ligacdo ao DNA;
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v dois segmentos hidrofobicos transmembranares que se projetam para o limen do
RE (reticulo endoplasmatico);
v"um dominio COOH-terminal com cerca de 590 aminoacidos que executa a funcao
reguladora.
Para atingir o nucleo e agir como um fator de transcricdo o dominio terminal NH,, de cada
SREBP deve ser libertado da membrana do RE proteoliticamente, tal como é mostrado
na Fig. 15.
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Fig. 15: Mecanismo da libertacdo das proteinas de ligagdo ao elemento
regulador de esterol (SREBP) a partir das membranas por processos
proteoliticos mediados por esterdis. A proteina de ativacdo da clivagem da
SREBP (SCAP) é um sensor de esterdis e um acompanhante da SREBP.
Quando as células tém falta de esterois, a SCAP transporta as SREBP a partir
do reticulo endoplasmatico até ao complexo de Golgi, onde estédo as protéases
do sitio 1 (S1P) e do sitio 2 (S2P), as quais atuam sequencialmente para libertar
0 dominio bHLH-Zip NHz-terminal a partir da membrana. Consequentemente, o
dominio bHLH-Zip NH.-terminal entra no nucleo e liga-se ao elemento de
resposta ao esterol, ativando a transcricdo dos genes. Quando ha muito esterol
disponnivel, a SCAP é retida no reticulo endoplasmatico e as SREBP n&o vao
até ao complexo de Golgi, resultando na inibicdo da expressdo dos genes. Fonte:
Horton, Goldstein & Brown, 2002.

1.9.3. Os acidos gordos como reguladores dos fatores
transcricionais

Até agora, os estudos in vivo tém demonstrado que o PPARa e a SREBP-1c regulam a

transcricdo dos genes alvo dos acidos gordos (Jump, Tripathy & Depner, 2013). Porém,
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tem de existir um mecanismo que controle os fatores de transcricdo. Na verdade tem-se
observado que os &acidos gordos séo capazes de regular a atividade e abundancia de
fatores de transcricdo como o PPAR e SREBP-1c (Jump, Tripathy & Depner, 2013).

1.9.3.1. Influéncia dos acidos gordos na regulagao do PPAR«a

Tal como referido, de todas as isoformas de PPAR os PPARa sdo os recetores de PUFA
mais importantes, estando intimamente relacionados com a expressdo de genes
envolvidos na oxidacdo mitocondrial e peroxissomal (Georgiadi & Kersten, 2012).

Esta interagdo € conseguida porque os &cidos gordos funcionam como hormonas
hidrofébicas que controlam a fungdo dos recetores nucleares, como € o caso da familia
dos PPAR (Jump, Tripathy & Depner, 2013). Todos os &cidos gordos de cadeia longa
saturados e insaturados ligam-se aos PPAR (Yoshikawa et al., 2003). A juncdo destes
ligandos estimula a troca de correpressores por coativadores sobre o0s recetores ligados a
cromatina e ao recrutamento de mais proteinas envolvidas na transcricdo do gene, tais
como o acido ribonucleico (RNA) e a polimerase Il (Georgiadi & Kersten, 2012). Deste
modo, a ativacdo do PPARa por acidos gordos faz parte de um mecanismo “feed-
forward” que ndo so6 induz a oxidacdo dos &cidos gordos que entram na célula, mas
impede também que esses compostos lipotdxicos se acumulem na mesma (Georgiadi &
Kersten, 2012).

Embora os PPAR sejam sensores intracelulares de acidos gordos, importa referir que os
PPAR respondem de modo diferente aos varios acidos gordos, tendo diferentes efeitos
na ativagdo do PPARa ou na indugéo dos genes alvo do PPARa. Na verdade, os acidos
gordos néo esterificados sdo considerados os principais ligandos do PPARa. O EPA e o
DHA induzem um aumento significativo da transcricdo dos genes-alvo do PPARa, ao
passo que o acido oleico (18:1 n-9) tem um efeito menos significativo na indugédo da
transcricdo desses mesmos genes (Lemberger, Desvergne & Wahli, 1996; Jump, Tripathy
& Depner, 2013). Isto significa que os acidos gordos de cadeias maiores ativam mais
eficientemente o PPARa do que os de cadeia curta, tal como acontece com os acidos
gordos da série n-3 quando comparados com os da série n-6 (Wahli, Braissant &
Desvergne, 1995).
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1.9.3.2. Influéncia dos acidos gordos na regulacdo da SREBP-1

Os PUFA conseguem inibir a expressdo dos genes relacionados com as SREBP (Xu et
al., 2001; Nakamura & Nara, 2003), dado que aumentam a taxa de degradacdo do mRNA
das SREBP (Xu et al., 2001; Nakamura & Nara, 2003). Porém, a capacidade destes
ligandos atuarem a este nivel é diferenciada, sendo maior sobre a SREBP-1 do que
sobre a SREBP-2 (Xu et al., 2001; Tang et al., 2003). Além disso, a SREBP-1c é mais
sensivel a regulagdo dos PUFA do que a SREBP-1a (Xu et al., 2001).

Na verdade, a SREBP-1 funciona como um regulador chave no controlo da transcri¢cdo de
genes responsaveis pela sintese e transporte de &cidos gordos (Jump, Tripathy &
Depner, 2013) através de um mecanismo que envolve duas fases. A primeira fase é
rapida e tem como objetivo inibir o processo de libertacdo proteolitico. A segunda tem
como objetivo reduzir o conteddo de mMRNA de SREBP-1, e consequentemente, reduzir a
gquantidade de precursores da proteina SREBP-1 (Xu et al., 1999; Clarke, 2001; Jump et
al., 2005).

Além disso, também tem sido sugerido que apenas o DHA e ndo outros PUFA estimulam
a remogdo da SREBP-1 nuclear (hnSREBP-1) (Georgiadi & Kersten, 2012). Este processo
€ conseguido pois as SREBP sé&o fosfoproteinas e o seu estado de fosforilagdo controla a
sua capacidade para ativar os genes, bem como a sua abundancia nuclear. Assim, a
fosforilagdo de SREBP dentro do dominio de ligagdo de DNA inibe a ligacdo ao SREBP
(Fig. 16) (Georgiadi & Kersten, 2012; Jump, Tripathy & Depner, 2013).

O DHA regula, portanto, a abundancia da nSREBP-1 por meio de mecanismos de
fosforilagdo/desfosforilacdo e por degradacédo proteossomal (Jump, Tripathy & Depner,
2013), conseguindo assim inibir a transcricdo de genes lipogénicos (Xu et al., 1999;
Clarke, 2001).
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Fig. 16. Mecanismos gerais da regulacdo dos genes pelos acidos
gordos polinsaturados (PUFA). O mecanismo mostra que os PUFA
reduzem a expressdo dos genes envolvidos na biossintese de
colesterol e &cidos gordos pela ligagdo e inativagdo da UBXDS,
inibindo assim, as proteinas de ligacdo ao elemento regulador de
esterol (SREBP) por processos proteoliticos. Varios acidos gordos,
mas especialmente os PUFA, atuam como ligandos dos PPAR. A
ativacdo do PPARa pelos PUFA leva ao catabolismo dos é&cidos

gordos. Fonte: Georgiadi & Kersten, 2012.

1.9.4. Influéncia dos &cidos gordos na expressao da Fads2

Nos mamiferos foi observado que a regidao promotora do gene da A6 dessaturase €&
ativada pela SREBP-1 (Horton, Goldstein & Brown, 2002; Matsuzaka et al., 2002).

Sendo assim, quando as dietas sdo incrementadas com PUFA, ocorre uma diminui¢cdo da
abundancia de nSREBP-1, bem como dos seus genes-alvo hepaticos, como as
dessaturases (por exemplo Fadsl e Fads2) e as elongases (tal como Elovl5 e Elovi6)
(Jump, Tripathy & Depner, 2013). Existe entdo uma diminuicdo do mRNA do gene que
codifica a A6 dessaturase quando a dieta é suplementada com PUFA e, contrariamente a
deficiéncia em acidos gordos essenciais induz a transcricdo do gene Fads2 (Cho,
Nakamura & Clarke, 1999).

Relativamente ao papel dos PPAR, sabe-se que os acidos gordos atuam como ligando
agonistico do PPARaq, o qual atua sobre os genes da oxidacao lipidica. Assim, quando os

PUFA se ligam ao PPARa, este ultimo liga-se ao PPRE da regido promotora dos genes
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da oxidacéo lipidica, induzindo a oxidagédo dos acidos gordos, tanto nos peroxissomas
como nas mitocondrias. Por outras palavras, o aumento de PUFA na dieta promove a
oxidacao dos acidos gordos pela agdo do PPARa (Nakamura & Nara, 2003; Tang et al.,
2003).

1.9.5. Influéncia dos &cidos gordos na expresséo da fads2 dos
peixes teledsteos

Os mecanismos e processos envolvidos na regulacéo da expressao da fads2 sdo menos
conhecidos nos peixes do que nos mamiferos (Vagner & Santigosa, 2011). Apesar disso,
ja h& alguns estudos que revelam a importancia dos PPAR na modulag&o nutricional em
peixes.

O estudo levado a cabo por Kennedy et al. (2006) constatou que, no salméo, o
incremento de Oleo de peixe na dieta diminui a expressdo do gene que codifica a A6
dessaturase do figado. Coincidentemente, a expressdao do PPARa e do PPAR diminuiu
com o aumento da quantidade de 6leo de peixe na dieta (Kennedy et al., 2006). Neste
mesmo estudo, a expressao do gene do PPARa excedeu em muito a do PPARR, facto
que evidencia a maior importancia do PPARa naquela regulacéo (Kennedy et al., 2006).
Trabalhos desenvolvidos em outras espécies tém confirmado esses resultados. Por
exemplo, em Fugu rubripes, Dicentrarchus labrax (robalo), Sparus aurata (dourada) e
Pleuronectes platessa (solha), a clonagem e caraterizacdo dos genes que codificam os
PPAR revelaram elevada homologia com os PPARaq, 3 ou & e y dos mamiferos (Maglich
et al., 2003; Boukouvala et al., 2004; Leaver et al., 2005).

No peixe-zebra também foi caraterizado o cDNA, que codifica duas proteinas homologas
ao PPARPB dos mamiferos, sugerindo a existéncia de mais do que trés genes para o0s
PPAR (Robinson-Rechavi et al., 2001). Por outro lado, em S. aurata e em P. platessa ndo
foram encontrados mais do que trés genes para o PPAR (Leaver et al., 2005).

Tal como nos mamiferos, é provavel que nos peixes 0s isotipos também formem um
heterodimero com o RXR e se liguem aos elementos de resposta do PPAR (PPRE)
(Boukouvala et al., 2004; Leaver et al., 2005).

Além disso, confirmou-se que os acidos gordos também sao ligandos do PPARa e B,
podendo atuar por mecanismos semelhantes aos PPAR dos mamiferos (Boukouvala et
al., 2004; Leaver et al., 2005). Alids, em S. aurata, a ativagdo do PPARy so foi
conseguida pelos HUFA (como EPA, DHA e ARA), j& que os acidos gordos saturados ou

monoinsaturados nédo produziram qualquer efeito significativo (Leaver et al., 2005).
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Estudos mais recentes, realizados em larvas de peixe, confirmaram que esta modulagdo
nutricional € bem evidente mesmo em estagios de desenvolvimento precoces (Vagner et
al., 2007b; Vagner et al., 2009).

1.9.6. Influéncia dos acidos gordos na expressao da ElovI5

Nos mamiferos, a ElovI5 é regulada pela SREBP (Jakobsson, Westerberg & Jacobsson,
2006; Quin et al., 2009), tendo alguns estudos demonstrado que o aumento da expressao
da SREBP-1 conduz ao aumento dos niveis de mRNA da Elovl5 (Horton et al., 2003). Na
verdade, os niveis trancricionais da Elovl5 séo regulados, mais especificamente, pela
SREBP-1c (Quin et al., 2009).

Por outro lado, os PUFA inibem a transcricdo dos genes envolvidos na lipogénese, dado
que eles proprios inibem a expressdo do gene da SREBP-1 através da reducdo dos
niveis de nSREBP-1 (Quin et al., 2009).

Este efeito inibitério apenas é conseguido por determinados acidos gordos, ja que em
hepatdcitos isolados de ratos, este efeito foi evidente com o ARA, mas esteve ausente
com o acido oleico (Xu et al., 1999). De facto, mais tarde, Botolin et al. (2006)
constataram que o EPA e o DHA suprimem a lipogénese por fosforilagdo do nSREBP-1.
Por outro lado, a diminuicdo da atividade da ELOVL5 diminui a quantidade de HUFA Cy,.
2. Este fenomeno origina a ativagdo da SREBP-1c e, consequentemente, estimula os
genes envolvidos na sintese de acidos gordos e triglicerideos (Moon, Hammer & Horton,
2009; Quin et al., 2009).

O PPARa também regula a expresséo da Elovl5, tendo sido observado que a estimulagéo
do PPARa promove também a expressdo da Elovll, Elovi3, e Elovl6 (Jakobsson,
Westerberg & Jacobsson, 2006).

Em suma, a expressdo da Elovl5 é controlada nutricionalmente pois os HUFA inibem a
sintese de &cidos gordos (Horton, Goldstein & Brown, 2002; Wang et al., 2005;
Espenshade, 2006).

1.9.7. Influéncia dos &cidos gordos na expressao da elovl5 dos
peixes teledsteos

Até ao momento, alguns estudos demonstraram que 0s mecanismos envolvidos no
controlo do metabolismo lipidico dos peixes sdo similares a dos mamiferos, na medida

descreveram uma forte correlagdo entre os niveis de mMRNA dos genes do metabolismo
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lipidico com os niveis de mRNA das SREBP e dos PPAR (Morais et al., 2011; Cunha et
al., 2013)

De facto, Leaver et al. (2008b) constataram que a expresséo dos genes envolvidos na
biossintese de colesterol, assim como o gene que codifica a SREBP-2, aumentou no
figado dos peixes alimentados com dietas cujo 6leo de peixe da dieta foi substituido por
Oleos vegetais como o 6leo de: colza, de soja ou de linhaca. Esta observagdo demonstra
a importancia da SREBP-2 no metabolismo lipidico. Além disso, a substituicdo de dleo de
peixe por 6leo vegetal originou o aumento significativo da expresséo do gene da SREBP-
1 no figado de salmdes (Morais et al., 2011). Por outro lado, a mesma substituicdo
influenciou ainda de forma negativa a expressao quer do gene do PPARa quer do gene
do PPARS, indicando a intervencdo de ambos na regulacédo nutricional. J4 o gene do
PPARYy ndo demonstrou qualquer alteracdo na sua expressédo, uma vez que se relaciona
com a diferenciacdo de adipdcitos (Morais et al., 2011). Um outro trabalho constatatou
gue a transcricdo da maior parte dos genes envolvidos no metabolismo dos acidos
gordos tem uma forte correlacdo com os niveis de mRNA dos PPARaq, B e y durante o
desenvolvimento das larvas do Scopthalmus maximus (Cunha et al., 2013),

Desta forma, a modulacéo nutricional dos peixes parece seguir 0s mecanismos descritos
para os mamiferos, sendo que o PPARa, o PPARB e a SREBP-1 parecem desempenhar
um papel crucial na modulagdo nutricional dos &cidos gordos no metabolismo dos acidos
gordos.

1.9.8. Influéncia do selénio na expressao adipogénica

Os acidos gordos ndo sdo os Unicos nutrientes capazes de influenciar a expresséo de
genes-alvo. Até ao momento tem-se verificado que a suplementagdo da dieta com
selénio aumenta a atividade das selenoproteinas e potencia a expressdo dos seus
respetivos genes (Bermano et al., 1995).

Trabalhos recentes sobre terapias oncolégicas (Cho et al., 2004; Dong et al., 2004; Zhao
et al., 2004; Lee et al.,, 2005; Rayman, 2005; Chun et al., 2006) mostraram que 0
“Methylseleninic acid” (MSA), um metabolito do selénio, altera a expresséo de diversos
genes envolvidos na regulacédo da apoptose (Dong et al., 2002; Zhao et al., 2004), tendo
também efeitos no controlo do ciclo celular e em moléculas de sinalizacdo (como as
ciclinas A e D;) (Dong et al., 2002).

O selénio tem sido apontado como podendo desempenhar um potencial papel no

tratamento de alguns tipos de cancro com base no seu efeito na disrupcdo dos recetores
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de estrogénios. Os recetores de estrogénio, em particular o recetor de estradiol séo
fatores de transcricdo hormono-dependentes que pertencem a familia de receptores de
esterol (Lee et al., 2005).

Neste sentido, a suplementagéo da dieta com selénio diminui a expresséo do recetor de
estrogénio a (REa), bem como a ligagao do estradiol a esse recetor de estrogénio (Lee et
al., 2005; Shah et al.,, 2005). A mesma relacédo foi estabelecida para os recetores de
androgénios (Dong et al., 2004; Zhao et al. 2004).

Além destas evidéncias, o selénio foi considerado importante na diminuicdo da
estabilidade do mRNA do recetor de androgénios, na aceleracdo da degradacdo da
proteina do recetor de androgénios e como bloqueador da translocacdo do recetor de
androgénios nucleares. O selénio inibe também o recrutamento de coativadores e
mantém os correpressores ligados aos promotores dos genes-alvo (Dong et al., 2004;
Chun et al., 2006).

Porém, o mecanismo pelo qual o selénio inibe o recetor de estrogénio a ndo € totalmente
conhecido. Okuno et al. (2012) propuseram um possivel mecanismo que podera explicar
essa interacdo, baseado na capacidade antioxidativa deste micronutriente. Segundo os
esses autores, 0 MSA é conhecido por diminuir os niveis das espécies reativas de
oxigénio (ROS) que provocam danos nas células e no DNA (Rayman, 2005). Dentro dos
sistemas envolvidos neste mecanismo, destaca-se o sistema tioredoxina (Trx)/tioredoxina
redutase (TrxR) que é a chave da regulacdo do estado redox das células. Neste contexto,
a acao do MSA dever-se-a ao fato deste aumentar a expressao da TrxR bem como a sua
atividade enzimatica. Assim, a Trx oxidada € inativada, mas € convertido a forma
reduzida ativa pela TrxR que se liga as ROS e protege as células do stress oxidativo
(Okuno et al.,, 2012). Por conseguinte, as baixas concentracdes de ROS modelam a
expressao do REa que culmina na diminuicdo da proteina REa. Como consequéncia

ocorre a disrupgao da sinalizagado do REa (Fig. 17) (Okuno et al., 2012).
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Fig. 17: Mecanismo de inibicdo do recetor de estrogénio e consequente inibicdo da progressdo do ciclo

celular pelo MSA. E2: 17B-estradiol; CE2-Q: catecol E quinona; CYP: cotocromo p-450; Era: recetor de
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estrogénio a; Efp: proteina indicadora do recetor de estrogénio; ROS: espécies reativas de oxigénio; MAS:

Methylseleninic acid; Trx: tioredoxina; TrxR: tioredoxina redutase. Fonte: Okuno et al., 2012.

Okuno et al. (2012) concluiram entdo que o selénio é importante no combate do stress
oxidativo das células e podera ser crucial na modulacdo da expressdao dos genes

regulados pelos recetores nucleares.

1.10. Efeito da subituicdo de 6leo de peixe por Oleo vegetal da dieta na
expressédo adipogénica

1.10.1. Efeito da substituicdo de 6leo de peixe por 6leo vegetal da
dieta na expresséao da fads2

A modulagéo nutricional dos genes que codificam as dessaturases em peixes tem sido
extensamente reportada (Seiliez et al., 2003; Zheng et al., 2005a, 2005b; Leaver et al.,
2008b). Na truta, a substituicdo de 6leo de peixe por 6leo de linhaga levou ao aumento da
expressao do gene da A6 dessaturase (Seiliez et al.,, 2001) e resultados semelhantes
foram obtidos também em salmao (Zheng et al., 2005a, 2005b; Leaver et al., 2008b;
Monroig et al., 2010).

Nos peixes marinhos, este tipo de estudos foram realizados em diversas espécies e
revelaram a mesma tendéncia descrita para os salmonideos (Seiliez et al., 2003; Tocher
et al., 2006; Vagner et al., 2007a). Porém, nas espécies marinhas, o aumento da
expressdao do gene da A6 dessaturase nem sempre foi suficiente para garantir o
“turnover“dos fosfolipidos da membrana (Vagner et al., 2007a).

Outros trabalhos tém concluido que nalgumas espécies marinhas a atividade da A6
dessaturase hepatica é tendencialmente baixa (Mourente & Dick, 2002; Tocher et al.,
2006; Gonzalez-Rovira et al., 2009). Além disso, a sua atividade ndo se alterou, tanto nos
hepatdcitos como dos enterdcitos, quando os Gleos de peixe foram substituidos por 6leos
vegetais na dieta (Deveras, Mourente & Dick, 2002; Mourente et al., 2005; Tocher, 2006).
Estas evidéncias contrastam com os resultados obtidos nos peixes de agua doce e
salmonideos, espécies em que o aumento da expressao génica tende a repercutir-se no

aumento da atividade enzimatica (Zheng et al., 2005b; Vagner & Santigosa, 2011).
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1.10.2. Efeito da substituicdo de 6leo de peixe por Oleo vegetal da
dieta na expresséao da elovl5

A substituicdo de 6leo de peixe por 6leo vegetal afecta a expressédo dos genes envolvidos
na sintese de acidos gordos polinsaturados, incluindo no gene que codifica a ElovI5
(Geay et al., 2011).

Este efeito tem sido particularmente bem estudado no salmé&o. Diversos estudos
comprovaram que o grau crescente de substituicdo (50%, 75% e 100%) de 6leo de peixe
por Oleo vegetal aumenta, progressivamente, a expressao do gene da elovl5 no figado
desta espécie (Zheng et al., 2004b, 2005a, 2005b; Jordal et al., 2005; Miller et al., 2008;
Morais et al., 2009).

Este mecanismo também tem sido estudado em espécies tipicamente de agua doce
como sdo o caso do Xiphophorus helleri e do Danio renio. Em reprodutores de
Xiphophorus helleri, a substituicdo de 50% e 100% de Oleo de peixe por Oleo de linhaca
provocou o crescente aumento dos niveis de mRNA da Elovl5 no figado, musculo e
ovarios (Ling et al., 2006), sendo que tais condi¢cdes experimentais revelaram um efeito
similar em reprodutores de Danio renio (Jaya-Ram et al., 2008).

Por conseguinte, em espécies de agua doce, a atividade das elongases no figado é

potenciada pelo aumento de lipidos Cig na dieta (Bell et al., 2001).

1.11. Influéncia dos acidos gordos da dieta no sistema
monoaminérgico do cérebro

1.11.1. Influéncia dos &cidos gordos da dieta no sistema
dopaminérgico do cérebro

A influéncia da dieta no sistema dopaminérgico do cérebro também tem sido estudada.
Alguns estudos tém concluido que a deficiéncia em 4cidos gordos essenciais na dieta
conduz a diminuicdo da libertacdo de dopamina a partir das vesiculas sinaticas
secretoras (Zimmer et al., 1999, 2000a). Esta diminuicdo leva a alteracdes dos niveis
basais de DA bem como dos seus metabolitos (DOPAC e HVA) (Zimmer et al., 2000a).
Essa condicdo também se revelou importante na diminuicdo da densidade de VMAT,
(Zimmer et al., 1999; Kodas et al., 2002b) e de vesiculas pré-sinaticas em diversas
regides cerebrais (Yoshida et al., 1997; Zimmer et al., 1998, 1999; 2000b). A diminuigéo
do compartimento de armazenamento de DA nas vesiculas pré-sinaticas também foi
observada (Chalon et al., 2001; Zimmer et al., 1999, 2000a, 2000b).
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Estas modificagbes tém sido associadas com a alteragdo da composicdo dos fosfolipidos
da membrana neuronal que acaba por influenciar a dindmica da reciclagem das vesiculas
sindticas, diminuindo a velocidade da sua sintese, bem como a internalizacdo das
monoaminas nas vesiculas de armazenamento (Yoshida et al., 1997; Zimmer et al., 1998;
Kodas et al, 2002b). As consequéncias destas modificacbes cumulativas sao
diversificadas, mas podem ser, por exemplo, alteragbes comportamentais (Kodas et al.,

2002a) ou diminuicdo das capacidades cognitivas (Arsenault et al., 2012).

1.11.2. Influéncia dos &cidos gordos da dieta no sistema
noradrenérgico e adrenérgico do cérebro

No hipotdlamo e cortex cerebral dos ratos alimentados com dietas suplementadas com
PUFA verificou-se um aumento dos niveis de NA e A (Varghese et al., 2001).

Por outro lado, a administracdo de uma dieta pobre em PUFA n-3 conduziu a valores de
NA mais baixos no cortex cerebral, hipocampo e corpo estriado, em comparagdo com as
mesmas regides cerebrais em ratos alimentados com as quantidade adequados de DHA
(Takeuchi, Fukumoto & Harada, 2002).

1.11.3. Influéncia dos &cidos gordos da dieta no sistema
serotoninérgico do cérebro

A homeostasia da 5-HT também ¢é afetada pelo perfil de acidos gordos na dieta. Com
efeito, alguns trabalhos reconheceram que os niveis basais de 5-HT (Kodas et al., 2004;
Vancassel et al., 2008), bem como a sua libertacdo, sdo alterados pelas dietas pobres em
PUFA n-3 (Kodas et al.,, 2004; Vancassel et al., 2008). Além disso, estas dietas
culminaram em concentracdes basais extracelulares de 5-HT mais elevadas, pois a sua
libertacdo foi afetada (Kodas et al., 2004). Curiosamente a deficiéncia de PUFA n-3 na
dieta ndo se tem revelado tdo importante na influéncia da metabolizagdo da 5-HT,
nomeadamente na formacao do metabolito 5-HIAA (Varghese et al., 2001).

Efetivamente considera-se que as dietas pobres em PUFA n-3 prejudicam o pool
vesicular de 5-HT (Kodas et al., 2004). Alids, tem-se sugerido que a diminuicdo da
libertacdo de neurotransmissores esta relacionada com a deficiéncia em sintetizar
vesiculas sinaticas devido a transtornos no transporte, endocitose ou biogénese das

vesiculas sindticas (Lesa et al., 2003; Marza et al., 2008).
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Além disso, a 5-HT possui uma enorme diversidade de recetores, alguns dos quais com
funcdes antogonicas. O aumento do réacio n-6/n-3 tem sido associado a reducgdo da
densidade desses receptores (Bois et al., 2006).

1.11.4. Efeito dos antioxidantes no sistema monoaminérgico

Existe a evidéncia de que a diminuicdo da peroxidacéo lipidica conduz ao aumento dos
niveis de monoaminas, designadamente a DA e a NA. Estas alteracBes poderdo estar
relacionadas com a estimulacédo da sintese e/ou libertacdo de monoaminas e diminuicao
da metabolizacdo das mesmas (Ferreira, Militdo & Freitas, 2009).

A administracé@o de antioxidantes na dieta, como por exemplo de selénio, um componente
estrutural de muitas enzimas com atividade antioxidante, podera ser determinante na
homeostasia do sistema monoaminérgico (Hesketh, 2008; Ferreira, Militdo & Freitas,
2009).
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2. OBJETIVOS

A corvina € uma excelente candidata a diversificacdo das espécies a produzir em
aguacultura. No entanto, a producdo de espécies carnivoras, como € o caso da corvina,
esta altamente dependente dos produtos extraidos da pesca (farinhas e 6leos) e dos
seus desperdicios, que por sua vez se encontra estagnada (FAO, 2014). Por isso, é
imperativo encontrarmos alternativas as fontes de 6leo de peixe. Recentemente tém sido
estudados os Oleos vegetais como fonte alternativa aos 6leos de peixe (Estévez et al.,
2011). Estes 6leos sao, porém, ricos em PUFA C.g, como 0 LA e 0 ALA, mas desprovidos
de HUFA da série n-3, como o EPA e o DHA, que sdo abundantes no 6leo de peixe
(Tocher, 2003; Leaver et al., 2008a). Desta forma, a substituicdo de bleo de peixe por
6leo vegetal pode comprometer o valor nutricional do pescado, principalmente das
espécies marinhas, as quais se tém revelado menos eficazes em converter o LA e 0 ALA
em HUFA (Tocher et al., 2006; Geay et al., 2010). Contudo, a corvina € uma espécie
diadrémica e este comportamento podera oferecer beneficios relacionados com a
biossintese de HUFA a partir de LA e ALA, tal como acontece com o salméo (Monroig et
al., 2013).
Os beneficios dos HUFA da série n-3, tais como EPA e DHA, tém sido extensamente
descritos. Estes acidos gordos sdo extremamente importantes para as funcdes cerebrais,
especialmente na manutencdo da fluidez membranar e normal funcionamento da mesma.
Além disso, o défice destes acidos gordos tem sido relacionado com as perturbacdes das
fungbes cerebrais que podem resultar em alteracbes comportamentais. Sendo a
composi¢cdo das membranas celulares o reflexo da composi¢do dos acidos gordos da
dieta, o défice de acidos gordos essenciais, como LA, ALA, EPA e DHA, podera culminar
na alteracdo do sistema monoaminérgico e serotoninérgico do cérebro dos animais.
Por outro lado, e como vimos, os PUFA séo suscetiveis a peroxidagéo lipidica e esta
susceptibilidade aumenta com o aumento do grau de insaturacdo dos mesmos. Por isso,
o fornecimento de antioxidantes na dieta podera contribuir para a integridade das
membranas celulares e, consequentemente, para o normal funcionamento cerebral.
Até ao momento, o funcionamento desses mecanismos e a importancia dos seus efeitos
no sistema nervoso dos peixes é pouco conhecido.
Por isso, com base nestes pressupostos tedricos, formulamos duas hipGteses de
trabalho:
v' A substituicdo de 6leo de peixe por misturas de O6leos vegetais potencia a
expressdo dos genes envolvidos na biossintese de HUFA, nomeadamente da
fads2 e da elovl5, assim como compromete as funcdes do sistema

monoaminérgico e serotoninérgico do cérebro;
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v' A suplementagdo das dietas com selénio favorece a expressao dos genes fads2 e
elovl5 e minimiza os danos sobre o sistema monoaminérgico devido a sua

influéncia nos processos antioxidativos das células.

Deste modo, 0s nossos objetivos especificos foram:

v' Estudar a influéncia da substituicdo total de 12% de 6leo de peixe por 12% de
misturas de Oleos vegetais, compostos por linhaca, colza e soja, ha expressao
dos genes fads2 e elovl5, envolvidos, respetivamente, nos passos criticos da
dessaturacao e elongacdo dos acidos gordos, bem como na concentracdo de
alguns neurotransmissores centrais na corvina, tais como DA, 5-HT, NA e A e
seus metabolitos como DOPAC, HVA e 5-HIAA.

v" Analisar o efeito do selénio na expressao dos genes fads2 e elovl5 e na concentracao
de alguns neurotransmissores centrais ha corvina, tais como DA, 5-HT, NA e A e seus
metabolitos como DOPAC, HVA e 5-HIAA.

Como este é um dos primeiros trabalhos executados no ambito da influéncia da dieta

sobre a modulacdo adipogénica e neurotransmissao em corvina, € uma vez que o

conhecimento destas tematicas em peixes € ainda exiguo, este trabalho também tem

como objetivo fazer uma extensa revisao bibliografica sobre os temas abordados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais experimentais

Um total de 552 juvenis de Argyrosomus regius, com 20,45 + 1,4g foram transportados do
Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera/Sul, Olhdo para as instalacées experimentais
de Producdo Aquatica do ICBAS (Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar), da
Universidade do Porto.

3.2. Instalagdes experimentais

O sistema experimental foi constituido por 12 tanques conicos, com uma capacidade de
80 litros. No inicio do ensaio foram colocados 23 peixes com 0 peso individual de
aproximadamente 20 gramas em cada tanque. A renovacdo de agua foi feita com um
caudal de 6l/min, através de um sistema de recirculacdo que incluiu um filtro mecéanico,
composto por esponjas e filtro de areia, por um escumador, por um sistema de filtracdo
biol6gica por percolagdo e por um sistema de desinfecao por UV. Os parametros fisico-
quimicos da éagua, tais como temperatura, salinidade e compostos azotados, foram
monitorizados e controlados diariamente. Assim, a temperatura foi mantida entre os
20,7 = 0,7 °C, os niveis de oxigénio proximos dos 6 mg/l, o pH entre os 8-8,5 e 0
fotoperiodo foi controlado artificialmente com lampadas fluorescentes (12 horas de luz e
12 horas de escuridao). Os niveis de amonia e nitritos foram mantidos dentro da gama de

concentragées aceites para a corvina.

3.3. Dietas

O ensaio experimental foi delineado com a finalidade de testar dietas com diferentes
formulacdes em juvenis de corvina. Foram testadas, em triplicado (n=3 tanques), 4 dietas
isoproteicas e isolipidicas (50% de proteina e 12% de lipidos) com 6leo de peixe (OP) ou
misturas de 6leos vegetais [OV (colza, linhaca e soja)] cada uma com selénio (S, 1mg/kg)
ou sem selénio (NS). Os ingredientes e a composicao quimica das 4 dietas estédo
apresentados nas tabelas 6 e 7. A alimentacao foi feita até a saciedade aparente, 2 vezes

ao dia, 6 vezes por semana.
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Tabela 6: Ingredientes e percentagem de incluséo dos diferentes lipidos que compdem as 4 dietas testadas.

@ I= ° c o 8 | = o
B 43 s | | @ | s | 2 - R (=T o |lo o |os| § |>sc |3,
o= So8 GES | & | O | ¢ | 5| 2| & €| = £ |Sg|°8|°¢% 83 | o<
o< oc @ £g L . = O 1o | T o = O o=X| o=| o ) X c o | 2=
38 ocZ 5§58 | o | 2 | 852 | 5 |2=| £ | 5| E 3 |2Q2|28|2c| C |Es?| %9
c 23 af~| o | £ |CE¥| o 2| @) ¢ S @ [0% |07 |05 8 [955(23°
3 = E |2 = T | 2 S | e
OLEO DE
PEIXE 12% 28,4 17 12 8,8 6 5,61 4 0,5 05| 0,2 0,01 0,0/0,1 | 6,16 0,35 0,15
(%)
MISTURA
VEG 28,4 17 12 8,8 6 5,61 4 05 (05| 02| 001 | 0,0/0,1 1,85 | 3,08 | 1,23 0,35 0,15
12 % (%)
Tabela 7: Composi¢&o nutricional das 4 dietas testadas em corvina (Argyrosomus regius).
5 ENERG. DIG. FIBRA FOSFORO FOSFORO LISINA MET. PROTEINA
CA((II/?O PEIXES BRUTA | DISPONIVEL TOTAL GOT(E;JRA TOTAL +CISTINA Mrg-_ll—_fl\l(lg/)-\ BRUTA
0 (Mcal/kg) (%) (%) (%) 0 (%) TOTAL (%) 0 (%)
OLEO DE PEIXE 12% (%) 2,24 3,93 2,19 1,14 1,59 12 2,54 1,69 1,28 50
MISTURA VEG 2,24 3,93 2,19 1,14 1,59 12 2,54 1,69 1,28 50
12 % (%)
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3.4. Amostragem

3.4.1. Amostragem para expressao génica

Ap6s 60 dias de ensaio (no dia 10 de outubro de 2013), 6 peixes de cada tratamento (2
peixes por tanque/réplica) foram previamente anestesiados, em gelo, e de seguida
sujeitos a eutanasia por decapitacdo, tendo sido amostrados o0s seguintes érgaos: figado
(porcao final do lobo direito) e cérebro. Apds a extragdo dos érgdos, os mesmos foram
imediatamente colocados em tubos de eppendorf com 1000 pl de RNA later. As amostras

ficaram “overnight” a 4° C e depois foram armazenadas a -80 °C.

3.4.2. Amostragem para quantificagcdo de monoaminas

Apbs 90 dias de ensaio (no dia 15 de novembro de 2013), 8 peixes de cada tratamento (2
a 3 peixes por tanque/réplica) foram anestesiados por imersdo em benzocaina (100 mg/l).
Foram secos numa toalha, medidos (comprimento total), pesados e sujeitos a eutanasia
por decapitacdo, num processo com duracdo total de 3 minutos. Os cérebros inteiros
foram rapidamente removidos e confirmou-se sempre se a hipofise era removida
juntamente com o mesmo. Apés esta etapa, os cérebros foram colocados num tubo de
eppendorf de 1,5 mL e pesados. De seguida, os tubos de eppendorf contendo os
cérebros foram transferidos para azoto liquido. Desde a decapitagdo até ao
congelamento, o processo ndo demorou mais do que 1 minuto. Por fim, as amostras
foram armazenadas a -80 °C até ao seu uso para posterior analise. A amostragem

iniciou-se as 14 horas e teve uma duracao de 6 horas.

3.5. Quantificacdo da expressao génica

3.5.1. Extracao de RNA

O acido Ribonucleico (RNA) foi extraido a partir de dois tecidos, figado e cérebro,
recorrendo ao Kit “RNAspin Mini RNAIsolation Kit (GE Healthcare)”. Este procedimento
inclui o passo com a DNase | que tem o objectivo de remover o DNA presente na

amostra. De seguida foi avaliada a integridade do RNA extraido por electroforese em
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agarose. A concentracdo de RNA foi obtida por espetofotometria utizando um aparelho
Nanodrop.

Posteriormente o RNA total foi transcrito para cDNA (DNA complementar) utilizando o Kit
“iScript™ Reverse Transcription Supermix for RT-gPCR” da Bio-Rad, seguindo as
instru¢des do fabricante.

3.5.2. Real-Time PCR

A expressao dos genes fads2 e elovl5 foram analisadas através da técnica de RT-PCR.
A analise de PCR foi realizada com o sistema de deteccdo “System iCycler iQ RT-PCR
(BioRad)”. O volume final da reacao foi de 20 pL que incluiu o “SYBR® Green Real-Time
PCR Master Mixes”, para marcagao do segmento alvo, os primers “forward” e “reverse”, o
cDNA e agua. Todas as amostras foram realizadas em duplicado e incluido sempre um
controlo negativo a fim de confirmar a auséncia de contaminacdes, tendo sido realizada
sempre uma reta de calibracdo para monitorizacdo da eficiéncia da reagcédo nas diferentes
placas.
As condiges utilizadas durante a experiéncia estao descritas na tabela 8.
Adicionalmente foi realizada uma curva de fusdo para confirmarmos a especificidade do
ensaio e despistarmos a presenga de “primer dimmers”.
O valor de “threshold cycle” (Ct), para cada amostra foi normalizado com o gene de
referéncia “B-actina”, j4 que a sua expressao é constante em todas as amostras,
independentemente do tratamento (Monroig et al., 2013).
O método utilizado para determinar a expressédo do gene em cada amostra foi o de Pfaffl,
que assume que todos os genes alvos e genes de referéncia possuem a mesma
eficiéncia de amplificacéo e baseia-se na seguinte equagéao (Pfaffl, 2001):

Ratio = 2724t
onde AACt significa a diferenga entre o ACt (teste) e o ACt (calibrador). O Ct significa o
“cycle threshold”, ou seja, o numero de ciclos do PCR a partir do qual o amplicon é

detetado.
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Tabela 8: Primers e protocolo para o Real-Time PCR (F — Forward; R — Reverse).
Fonte: Monroig et al., 2013.

Nome Q-PCR Primer (5-3") Annealing (Q- Protocolo
PCR) T (°C)
fads2 TGACTGGGTGACAATGCAGT 60°C durante 95°C - 1 min,
TGGTGCTAACTTTGTGCCCT 30s (95°C - 30 s,
60°C — 30 s, 72°C
- 1 min) x 35
ciclos
72° C - 5 min
elovl5 CATCACACAGTTACAGCTGGTC 60°C durante 95°C - 1 min,
GAATTGTGTGCACGGTTTCT 30s (95°C - 30 s,
60°C — 30 s, 72°C
-1 min) x 35
ciclos
72°C - 5 min
B-actina CCATCGAGCACGGTATTGT 60°C durante 95°C - 1 min,
CAGCTTCTCCTTGATGTCACG 30s (95°C - 30 s,
60°C — 30 s, 72°C
- 1 min) x 35
ciclos
72° C - 5 min

3.6. Detecdo de monoaminas e metabolitos por HPLC-DE

Foram utilizados 8 animais de cada tratatamento dietético para a analise neuroquimica. O
cérebro inteiro, incluindo a hipoéfise, foi desintegrado a 4 °C usando um ultrasonicador
(Sonifier W-250, Branson Ultrasonics, Danbury, CT) em 200 ul de &cido perclérico 0,2M
frio .

O homogenado foi centrifugado a 13,000 x g a 4 °C durante 15 minutos e o sobrenadante
foi filtrado através de de um microfiltro de Nylon-66 com uma malha de 0,2 pm.

Aliquotas de 50 pl do filtrado foram utilizadas para a analise de detecdo de cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) com deteccéo electroquimica (DE).

O sistema de HPLC utilizado é composto por um auto-injetor LC234, uma bomba de
distribuicdo LC307, um eletrodetetor LC142, um sistema controlador de dados do HPLC
712 versao 1.30 software de gestao (tudo da “Gilson Medical”, Middleton, WI).

A fase movel consistiu num buffer monobasico de fosfato de potassio a 70 mM (pH = 3
ajustado por adicdo de acido fosforico), acido 1-heptanosulfénico a 1 mM, EDTA de sédio

107,5 pM e metanol a 10% (v/v). O fluxo foi mantido a 0,8 ml/min. A separagéo
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cromatogréfica foi conseguida utilizando uma columa de fase reversa supelcosil LC (7,5
cm x 4,6 cm, 3 um).

A detecao foi efetuada com um detetor electro-quimico equipado com um elétrodo de
trabalho de carbono fixado nos +0,75V e a quantificacdo foi realizada com um padréo
externo. Os resultados foram expressos por ng/mg de peso fresco do cérebro.

3.7. Andlise estatistica

A analise estatistica, foi levada a cabo recorrendo ao programa SPSS Statistics 21. O
teste Levene's foi adotado para testarmos a homogeneidade de varidncia. A
homogeneidade de variancia para os dados da quantificacdo da expressdo génica foi
conseguida apés transformacdo dos mesmos com a fungédo “Log10”. Uma vez que se
verificou a homogeneidade de variancia, partiu-se para uma “two-way ANOVA”, a fim de
verificarmos interacdes entre os fatores: fonte de 6éleo (animal vs vegetal) e selénio para
cada uma das variaveis. Posteriormente a comparacdo entre pares foi feita pelo teste
post hoc LSD (ou teste de fisher). As diferencas foram consideradas significativas para
P<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Expressao génica

Foi testado o efeito que cada uma de quatro dietas isoproteicas e isolipidicas (50% de
proteina e 12% de lipidos), formuladas com 12% de 6leo de peixe ou 12% de misturas de
Oleos vegetais (colza, linhaca e soja) e na presenca (1mg/kg) ou auséncia de selénio,
exerce sobre a expressdo relativa dos genes fads2 e elovl5 no figado e cérebro de
juvenis de corvina.

Neste trabalho, a expressao relativa dos genes em estudo foi normalizada com gene de
referéncia B-actina, uma vez que este ndo altera a sua expressdo em diferentes
condigbes ambientais. Além disso os niveis de transcricdo foram standardizados com os
niveis de transcricdo do grupo alimentado com a dieta OP-S (6leo de peixe com selénio).

A andlise de variancia (ANOVA) a 2 fatores permitiu verificar interagdes entre os fatores
fonte de 6leo (animal vs vegetal) e selénio para a variavel fads2 do figado (P<0,05),
indicando que a expressdo da fads2 é influenciada ndo s6 pela fonte lipidica, mas
também pela interagéo entre a fonte lipidica e a presenca ou auséncia de selénio na dieta
(Tabela 9).

Tabela 9: Impacto dos fatores: fonte lipidica (animal vs vegetal) e selénio, na expressao da fads2 e elovl5 do

figado e cérebro da corvina (Argyrosomus regius).

Figado Cérebro
fads2 elovl5 fads2 elovl5
ANOVA (P value)
Fonte lipidica (L) <0.0001 0.791 0.889 0.270
Selénio (S) 0.0875 0.382 0.821 0.235
LxS 0.0108 0.253 0.474 0.993

Por outro lado, a comparacdo entre pares através do teste LSD (ou teste de fisher),
permitiu-nos analisar as diferengas entre os tratamentos, para cada uma das variaveis.

No grafico 1 apresenta-se o efeito que a substituicdo total de 6leo de peixe por misturas
de 6leos vegetais, ambas suplementadas com 1mg/kg de selénio, tem sobre a expressao
dos genes fads2 e elovl5 no figado da corvina. Segundo o0 mesmo, a substituicdo de OP-
S por OV-S conduziu ao aumento significativo da expressdo do gene fads2,
correspondente a 114 vezes (P<0,001). Também os niveis de transcrigcdo do gene elovI5
sofreram um aumento de cerca de 2 vezes, sem que, contudo, esse aumento fosse

estatisticamente significativo.
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Grafico 1: Efeito da substitui¢éo total de 12% de 6leo de peixe (OP) por 12% de misturas de 6leos vegetais
[OV (colza, linhaga e soja)], nas dietas suplementadas com 1 mg/kg de selénio (S), sobre a expressédo dos
genes fads2 e elovl5 no figado da corvina (Argyrosomus regius). As barras representam a média de 6
amostras por tratamento + SD. As diferencas significativas entre os tratamentos estdo marcadas com ***
(P<0,001, ANOVA).

Quando a mesma andlise foi realizada no cérebro, nao se observaram diferencas
significativas na transcricdo de ambos os genes. Contudo, no grupo OV-S, quando
comparado com o grupo OP-S, ocorreu um ligeiro aumento, correspondente a 1 vez, da
expressado do gene fads2, ao passo que o nivel de transcricdo do gene elovl5 revelou um
decréscimo de 1 vez (Grafico 2).
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Gréfico 2: Efeito da substituicdo total de 12% de 6leo de peixe (OP) por 12% de misturas de éleos vegetais

[OV (colza, linhaga e soja)], nas dietas suplementadas com 1 mg/kg de selénio (S), sobre a expressdo dos
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genes fads2 e elovl5 do cérebro da corvina (Argyrosomus regius). As barras representam a média de 6

amostras por tratamento = SD.

O efeito que a suplementacao das dietas de 12% de 6leo de peixe (OP) com 1 mg/kg de
selénio tem sobre a expressao dos genes fads2 e elovl5 no figado da corvina esta
representado no gréfico 3. Assim, constatou-se uma diminuicdo de cerca de 16 vezes
(P<0,01) dos niveis de expressao do gene fads2 nas dietas OP-S em relacdo as dietas
OP-NS, enquanto que na mesma condicdo o gene elovl5 revelou uma diminuicdo de
expressao de cerca de 3 vezes (P>0,05) (Gréfico 3).
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Grafico 3: Efeito da suplementacéo das dietas de 12% de 6leo de peixe (OP) com 1 mg/kg selénio (S) na
expressao dos genes fads2 e elovl5 do figado da corvina (Argyrosomus regius). As barras representam a
média de 6 amostras por tratamento + SD. As diferencas significativas entre os tratamentos estdo marcadas
com ** (P<0,01, ANOVA).

A suplementagdo das dietas OP com 1 mg/kg de selénio parece ndo exercer efeitos
significativos nos niveis de transcricdo dos genes fads2 e elovl5 do cérebro da corvina.
No entanto nas dietas com selénio observa-se uma tendéncia para a diminuicdo da
transcricdo do gene fads2, cuja expresséo foi cerca de 2 vezes inferior nas dietas OP-S
em relacdo ao grupo OP-NS. Este efeito ndo foi visivel no genes elovl5, pois a sua
expressdo aumentou cerca de 1 vez no grupo OP-S em comparagdo com o grupo OP-NS
(Gréfico 4).

53



2,5

” _
(0]
he]
3
= 2
2
[%]
(0]
c
3% 1,5
o .8

L
Ss = fads2
« =
=22 1 & elovl5
=
)
-
o
AT
[}
o 0,5
o
o
x
|

O -

OP-S OP-NS

Grafico 4: Efeito da suplementacéo das dietas de 12% de 6leo de peixe (OP) com 1 mg/kg de selénio (S) na
expressado dos genes fads2 e elovl5 do cérebro da corvina (Argyrosomus regius). As barras representam a
média de 6 amostras por tratamento + SD.

O efeito da suplementagdo das dietas OV com 1 mg/kg de selénio ndo influenciou de
forma significativa nenhum dos genes. Porém graficamente, observa-se uma tendéncia
para o aumento dos niveis de expressao tanto da fads2 como da elvol5 hepéticas, cuja
expressao foi cerca de 2 vezes e 1 vez maior nas dietas OV-S do que nas dietas OV-NS,

respetivamente (Grafico 5).
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Grafico 5: Efeito da suplementagdo das dietas de 12% de misturas de 6leos vegetais [OV (colza, linhaga e
soja)] com 1 mg/kg de selénio (S) na expressédo dos genes fads2 e elovl5 do figado da corvina (Argyrosomus

regius). As barras representam a média de 6 amostras por tratamento + SD.
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A suplementagdo das dietas OV com 1 mg/kg de selénio ndo conduziu a diferencas
significativas na expressao dos genes fads2 e elovl5 do cérebro. Porém, graficamente é
notorio que no grupo OV-S ocorreu uma dimuigao do nivel de expresséo da fads2 e um
aumento do nivel de expressao da elovl5, de cerca de 1 vez e 2 vezes, respetivamente,

em comparacgao com o grupo OV-NS (Grafico 6).
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Grafico 6: Efeito da suplementagdo das dietas de 12% de misturas de 6leos vegetais [OV (colza, linhaca e
soja)] com 1 mg/kg de selénio (S) na expressdo dos genes fads2 e elovl5 do cérebro da corvina
(Argyrosomus regius). As barras representam a média de 6 amostras por tratamento + SD.

4.2. Quantificagcdo das monoaminas

A fim de concretizar o segundo objetivo do nosso trabalho, foi testado o efeito que cada
uma de quatro dietas isoproteicas e isolipidicas (50% de proteina e 12% de lipidos),
formuladas com 12% de 6leo de peixe ou 12% de misturas de 6leos vegetais (colza,
linhaca e soja) e na presenca (1lmg/kg) ou auséncia de selénio, exerce sobre a
concentracdo de algumas monoaminas e 0s seus metabolitos a nivel do sistema nervoso
central.

A andlise de variancia (ANOVA) a 2 fatores ndo detetou interecao entre os fatores fonte

lipidica (L) e selénio (S), que se revelaram independentes entre si (Tabela 10).
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Tabela 10: Impacto dos fatores: fonte lipidica (animal vs vegetal) e selénio (1 mg/kg), na concentracédo das
monoaminas [dopamina (DA), serotonina (5-HT), noradrenalina (NA) e adrenalina (A)] e seus metabolitos

[(&cido 3,4-Dihidroxifenilacético (DOPAC) e acido homovanilico (HVA)], no cérebro da corvina (Argyrosomus

regius).
DA DOPAC HVA 5-HT NA A
ANOVA (P value)
Fonte lipidica (L) | 0,576 0,396 0,893 0,012 0,997 0,354
Selénio (S) 0,275 0,031 0,511 0,749 0,333 0,181
L*S 0,285 0,386 0,708 0,853 0,757 0,737

No entanto, esse mesmo teste indicou que a fonte lipidica influenciou a concentracao de
5-HT no cérebro da corvina (Tabela 10).

Segundo o teste post hoc LSD a substituicdo de OP-S por OV-S conduziu a um aumento
da concentracédo de 5-HT no cérebro das corvinas (P<0,05). Por outro lado, esta condi¢édo
ndo influenciou de forma significativa a concentragédo de DA, DOPAC, HVA, NA e A no

cérebro desses mesmos peixes (Grafico 7).
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Gréfico 7: Efeito da substituicao total de 12% de 6leo de peixe com 1 mg/kg de selénio (OP-S) por 12% de
misturas de 6leos vegetais com 1 mg/kg de selénio [OV-S (colza, linhaca e soja)] sobre a concentragdo de
monoaminas [dopamina (DA), serotonina (5-HT), noradrenalina (NA) e adrenalina (A)] e seus metabolitos
[(Acido 3,4-Dihidroxifenilacético (DOPAC) e acido homovanilico (HVA)] no cérebro da corvina (Argyrosomus
regius). As barras indicam o logaritmo de base 10 (log) da média de 8 amostras por tratamento + SD. As
diferencas significativas entre os tratamentos estdo marcadas com * (P<0,05, ANOVA).

A substituicio de OP-NS por OV-NS ndo conduziu a diferengas significativas na
concentracdo das monoaminas e dos seus metabolitos, entre os tratamentos (Gréfico 8).
Contudo, através da observacdo do grafico 8 é possivel detetar um aumento da

concentracdo de DA, NA, A e em especial de 5-HT no cérebro dos peixes alimentados
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com as dietas OV-NS em comparagdo com o tratamento OP-NS. Por outro lado, os
nossos dados também apontam para que nas dietas OV-NS o cérebro dos peixes possa
apresentar um conteudo ligeiramente aumentado da concentragdo de DOPAC. (Gréfico
8).
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Grafico 8: Efeito das dietas de 12% de 6leo de peixe sem selénio (OP-NS) vs dietas de 12% de misturas de
Oleos vegetais (colza, linhaga e soja) sem selénio (OV-NS) na concentragdo de monoaminas [dopamina (DA),
serotonina (5-HT), noradrenalina (NA) e adrenalina (A)] e seus metabolitos [(4cido 3,4-Dihidroxifenilacético
(DOPAC) e 4cido homovanilico (HVA)] no cérebro da corvina (Argyrosomus regius). As barras indicam o
logaritmo de base 10 (log) da média de 8 amostras por tratamento + SD.

A suplementacdo das dietas OP com S néo influenciou de forma significativa a
concentracdo de monoaminas nem dos seus metabolitos no cérebro das corvinas.
Porém, ainda que ndo de uma forma significativa, no grupo OP-S é possivel observar um
ligeiro aumento da concentragdo das monoaminas DA e 5-HT, mas ndo da NA e A. Além
disso, no que se refere aos metabolitos DOPAC e HVA constatou-se a tendéncia inversa
na medida em que, no grupo OP-S, observou-se uma ligeira diminuicdo das suas

concentracdes (Grafico 9).
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Grafico 9: Efeito das dietas de 12% de 6leo de peixe com 1 mg/kg de selénio (OP-S) vs dietas de 12% de
Oleo de peixe sem selénio (OP-NS) na concentragdo de monoaminas [dopamina (DA), serotonina (5-HT),
noradrenalina (NA) e adrenalina (A)] e seus metabolitos [(Acido 3,4-Dihidroxifenilacético (DOPAC) e &cido
homovanilico (HVA)] no cérebro da corvina (Argyrosomus regius). As barras indicam o logaritmo de base 10

(log) da média de 8 amostras por tratamento + SD.

Segundo os nossos resultados, as dietas OV-S também ndo exerceu qualquer efeito
significativo sobre a concentracdo das monoaminas e seus metabolitos (Gréfico 10).
Graficamente obervamos um aumento pouco acentuado da concentracdo de DOPAC e
NA (Gréfico 10).
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Gréfico 10: Efeito da suplementagéo das dietas de misturas de 6leos vegetais (colza, linhaca e soja) com 1
mg/kg de selénio na concentragdo de monoaminas [dopamina (DA), serotonina (5-HT), noradrenalina (NA) e
adrenalina (A)] e seus metabolitos [(acido 3,4-Dihidroxifenilacético (DOPAC) e acido homovanilico (HVA)] no
cérebro da corvina (Argyrosomus regius). As barras indicam o logaritmo de base 10 (log) da média de 8

amostras por tratamento + SD.
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5. DISCUSSAO

A estagnacgdo das capturas de pescado tem promovido o desenvolvimento da atividade
da aquacultura (FAO, 2012). Porém, esta continua extremamente dependente da pesca
devido a utilizacéo de proteina e 6leo de peixe na formulacdo das dietas dos animais de
producdo. Neste sentido, a continuacdo desta prética levara a insustentabilidade desta
atividade, sendo por isso necessario encontrarmos alternativas as fontes de 6leo de
peixe. Uma das alternativas frequentemente apontadas séo os 0leos vegetais (Estévez et
al., 2011), muito embora a constituicdo nutricional destas duas fontes de O6leo seja
diferente. O 6leo de peixe é rico em HUFA (como o DHA, EPA e ARA), enquanto que 0s
Oleos vegetais sdo ricos em PUFA C.g, como 0 ALA e o LA (Tocher, 2003; Leaver et al.,
2008a). Assim, quando nas ragfes os 0leos de peixe sdo substituidos por 6leos vegetais,
0s animais terdo de sintetizar os HUFA endogenamente. Para tal, algumas enzimas
desempenham um papel fundamental, nomeadamente a A6 dessaturase e a elongase 5
(Cook & McMaster, 2004; Leaver et al., 2008a).

A expressdo dos genes responsaveis pela sintese destas enzimas, bem como a sua
atividade enzimética sdo reguladas nutricionalmente. De facto, na truta e no salméo, a
substituicdo de 6leo de peixe por 6leo de linhaga conduziu a um aumento da expressao
do gene que codifica a enzima A6 dessaturase (Seiliez et al., 2001; Zheng et al., 20053,
2005b). Em algumas espécies marinhas essa relacdo também foi evidente (Seiliez et al.,
2003; Vagner et al., 2007a).

A substituicdo de 6leo de peixe por 6leo vegetal também regula a expressao do gene que
codifica a enzima elongase 5 (Geay et al., 2011), sendo que este efeito foi ja descrito em
espécies como o salméao (Zheng et al., 2004b, 2005a, 2005b; Jordal et al., 2005; Miller et
al., 2008; Morais et al., 2009).

Muitos trabalhos tém revelado um relacdo entre o aumento da expresséo do gene fads2 e
0 aumento da atividade da enzima A6 dessaturase quando os animais sdo alimentados
com dietas ricas em ALA e LA (Zheng et al., 2004b, 2005b). Porém, esta relagdo nao é
igual em todas as espécies pois 0 aumento da expressao génica nem sempre se
repercute num aumento da atividade enzimatica, como se verificou no robalo (Mourente
et al., 2005), bem como noutras espécies marinhas em que a taxa de biossintese de
HUFA é fisiologicamente irrelevante (Leaver et al., 2008a).

Por outro lado, a corvina € uma espécie marinha que apresenta um comportamento
diadrémico (Gonzalez-Quirés et al., 2011). Esta evidéncia podera influenciar a sua
capacidade de biossintese de HUFA (Monroig et al., 2013), tal como acontece com 0
salméo (Zheng et al., 2004a, 2004b, 2005a, 2005b). De facto, o salmdo, apesar de

passar a maior parte do seu ciclo de vida no mar, exibe uma capacidade de biossintese
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de HUFA semelhante & dos peixes tipicamente de agua doce (Zheng et al., 2004a,
2004b, 2005a, 2005b).

Atualmente os dados obtidos sobre a corvina indicam que esta possui duas enzimas,
codificadas pelos genes fads2 e elovl5, as quais estdo envolvidas no processo de
biossintese de HUFA e sdo responsaveis pelos processos de dessaturacao e elongacao,
respetivamente (Monroig et al., 2013). Através da analise da expresséo heterdloga em
Saccharomyces cerevisiae da fads2 e elovl5 da corvina foi possivel caracterizar
funcionalmente as duas enzimas. Concluiu-se que a dessaturase apresenta atividade
AB/A8, ou seja, é capaz de converter os PUFA Ci5 em 20:4 n-3 e 20:3 n-6 (Monroig et al.,
2013). Porém, para formar o EPA e o DHA seria ainda necesséria a atuacdo da enzima
A5 dessaturase. A perda de funcido desta enzima tem sido muitas vezes associada a
menor capacidade de biossintese de HUFA por parte dos peixes marinhos (Tocher,
2003). Nao obstante, e ao contrario da dessaturacdo, toda a atividade de elongagéo
necessaria para a producdo de EPA e ARA a partir de PUFA C,g foi encontrada na
corvina. De facto, a Elovl5 revelou-se capaz de atuar sobre os substratos Cig € Cy €,
menos eficientemente, sobre os substratos C,, (Monroig et al., 2013).

Estas observagbes indicam que, aparentemente, embora a corvina seja um peixe
diadrémico como o salmao (Monfort, 2010), apresenta uma capacidade de biossintese de
HUFA semelhante a dos peixes tipicamente marinhos (Monroig et al., 2013).

Com o objetivo de contribuir para a elucidagcdo da capacidade desta espécie em
biossintetizar os HUFA a partir de PUFA Cyg surge o nosso trabalho, no qual estudamos o
efeito que a substituicao total de éleo de peixe na ragédo por misturas de 6leos vegetais
(colza, linhaca e soja) tem sobre a expressao da fads2 e elovl5 no figado e no cérebro da
corvina. Os nossos resultados indicam um efeito diferenciado entre os tecidos e os
genes.

Desta forma, segundo os nossos resultados a susbstituicdo de OP-S por OVS conduziu
ao aumento significativo da expressao do gene fads2 hepatico, cuja expressao aumentou
cerca de 114 vezes na dieta OV-S em relacdo ao grupo OP-S. Os nossos resultados
estdo de acordo com as conclusbes de outros trabalhos, quer em espécies de agua
doce/diadrémicas (Seiliez et al., 2001; Zheng et al., 2005a, 2005b; Leaver et al., 2008b)
guer em espécies tipicamente marinhas, como a dourada (Sparus aurata) (Seiliez et al.,
2003). Importa salientar que no salméo, a substituicdo de 6leo de peixe por 6leo vegetal
nas dietas levou a um aumento da expressao relativa do gene fads2 de 1 para 2,2 (Zheng
et al., 2005a) e, neste trabalho, o aumento foi de 114 vezes, nas dietas com selénio e de
5 vezes nas dietas sem selénio. Esta discrepancia podera ter origem em dois fatores. Um
destes fatores estara relacionado com o facto da A6 dessaturase da corvina ser

bifuncional (Monroig et al., 2013) enquanto que a do salmdo é monofuncional,
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apresentando este genes isolados para a atividade A5 e A6 (Hastings et al., 2005; Zheng
et al.,, 2005a). Por outro lado, a corvina, mesmo sendo um peixe diadrémico, apresenta
carateristicas tipicas de peixes marinhos, pelo que a atividade enzimatica da enzima A6
dessaturase € baixa (Monroig et al., 2013). Por conseguinte, este facto podera ter levado
a uma maior estimulacdo génica, de forma a compensar a baixa eficiéncia da enzima.
Esta amplitude de expressao néo foi evidente no robalo, que também revelou aumento da
expressao do gene fads2 (de cerca de 4 vezes), sem que tivesse havido o aumento da
atividade enzimatica (Geay et al., 2010), nem no peixe zebra (cerca de 2 vezes), que é
um peixe de 4gua doce e que também apresenta bifuncionalidade da enzima, bem como
alta eficiéncia enzimética (Jaya-Ram et al., 2008). Apesar disto, € notdria uma maior
diferenca de expressao entre as dietas que contém selénio, sendo que as dietas sem
selénio apresentam uma menor discrepancia de expressdo quando a substituicdo de
Oleos é feita. Esta observacdo podera indicar que, na corvina, 0 selénio podera
desempenhar um papel importante na indugdo da expresséo deste gene.

Relativamente a influéncia que a substituicdo total de 6leo de peixe por misturas de Oleos
vegetais (colza, soja e linhaca) teve sobre a expressdo do gene fads2 no cérebro,
constatamos que esta condicdo ndo conduziu a diferencas significativas entre os
tratamentos. Estes resultados séo consistentes com o trabalho de Zheng et al. (2005a)
realizado com salmdo, cuja substituicdo de 6leo de peixe por 6leo vegetal, também néo
alterou significativamente o nivel de expressao relativa do gene fads2 no cérebro, embora
no figado sim. O facto da substituicao de 6leo de peixe por misturas de 6leos vegetais ter
tido um efeito menos evidente no cérebro podera estar relacionado com o facto da
estimulacdo génica no figado ter sido bastante pronunciada. Nesta medida, se esta
expressao se repercutiu numa maior atividade enzimatica, entdo os HUFA seriam
metabolizados no figado e depois distribuidos pelos principais tecidos, como é o caso do
cérebro. Esta hipotese relaciona-se também com a premissa de que o padrao tipico de
distribuicdo de express@o dos genes nos tecidos é distinto entre os grupos de peixes.
Enquanto que nas espécies marinhas o gene fads2 é intensamente expresso no cérebro
(Tocher et al., 2006; Gonzalez-Rovira et al., 2009; Zheng et al., 2009), nas espécies de
agua doce (Seiliez et al., 2001) e no salmao (Zheng et al., 2005a) a expressao € maior
nos 6rgdo de metabolizacdo, como o figado e o intestino. No que toca a corvina, esta
apresenta um padrao tipico dos peixes marinhos, pois revela maior nivel de expressdo no
cérebro, seguido pelo figado, cecos pildricos e estbmago (Monroig et al.,, 2013). Neste
trabalho, este padrdo também foi evidente, dado que os animais das dietas OP-S
também revelaram niveis de expressdo deste gene mais elevados no cérebro
comparativamente ao figado. Esta distinta distribuicdo da expressdo dos genes nos

tecidos deve-se ao facto de os peixes marinhos ndo necessitarem de metabolizar os
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HUFA, pois adquirem-nos na dieta. Por conseguinte, o nivel de expressao deste gene é
mais elevado no cérebro, por forma a assegurar a quantidade de DHA necesséria,
independentemente das flutuagbes de EPA e de DHA na dieta. Por outro lado, os peixes
de agua doce ndo obtém esses &cidos gordos na dieta e tém de metaboliza-los
intensamente no figado (Cho, Nakamura & Clarke, 1999; Sargent et al., 2002, citado por
Zheng et al., 2009). No presente trabalho e numa situacéo de privagdo de HUFA na dieta,
a corvina revelou uma alteracdo no padrdo de distribuicdo da expressdo da fads2,
ocorrendo um aumento da sua expressao no figado mas sem que quaisquer alteracbes
acontecessem no cérebro.

No que toca ao gene elovl5 do figado, os nossos resultados indicam que este ndo sofreu
alterac@es significativas na sua expressdo quando comparamos 0s peixe submetidos as
duas condicdes alimentares experimentais. Os nossos resultados ndo estdo de acordo
com os resultados obtidos para o salmédo (Zheng et al., 2004b, 2005a, 2005b; Jordal et
al., 2005; Miller et al., 2008; Morais et al., 2009) nem para outras espécies tipicamente de
agua doce como sdo o caso do Xiphophorus helleri (Ling et al., 2006) e do Danio renio
(Jaya-Ram et al., 2008). Segundo Monroig et al. (2013) a atividade enzimética da Elovl5 é
elevada e assemelha-se a de outras espécies de peixes (Agaba et al., 2004, 2005;
Morais et al., 2009; Zheng et al., 2009). Pelo contrério, a taxa de conversédo da Fads2 da
corvina foi baixa quando comparada com a A6 Fads_c do Salmo salar (Monroig, Li &
Tocher, 2011). Assim, a sua baixa atividade podera ter contrastado com as elevadas
atividades da Elovl5. Os produtos metabolizados pela Fads2 seriam rapidamente ulizados
pela Elovl5, sem que, ocorresse estimulacao génica, pois 0s substratos ndo teriam tempo
para se acumularem. Além disso, mesmo em peixes como o salmdo cuja atividade
enzimatica € elevada, a transcricdo génica das dessaturases € cerca de 8 vezes mais
elevada do que das elongases (Zheng et al., 2004b).

Nos mamiferos, 0os mecanismos pelos quais os acidos gordos modelam a expressdo
génica estdo relacionados com a intervencdo de “sensores” endégenos, nomeadamente
0s recetores nucleares, como é o caso da familia dos PPAR (Jump, Tripathy & Depner,
2013). Mais especificamente, o PPARa faz parte de um mecanismo “feed-forward”, do
qual resulta um incremento da oxidagdo de acidos gordos que entram na célula
(Georgiadi & Kersten, 2012). Como tal, o EPA, assim como o DHA, funcionam como os
seus principais ligandos, indizindo um aumento significativo da transcricdo dos genes-
alvo do PPARa, ao passo que o acido oleico (18:1 n-9) produz um efeito menos
significativo na inducdo da transcricdo desses mesmos genes (Lemberger, Desvergne &
Wahli, 1996; Jump, Tripathy & Depner, 2013). Nos peixes, estes mecanismos sdo menos
conhecidos, mas tudo indica que os principios sdo semelhantes aos descritos nos

mamiferos. Com efeito, o estudo levado a cabo por Kennedy et al. (2006) constatou que,
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no salmao, o incremento de dleo de peixe na dieta diminui a expressdo do gene da A6
dessaturase hepatica, bem como do gene do PPARa (Kennedy et al., 2006). No nosso
trabalho as dietas com éleo de peixe, ricas em EPA e DHA, poderéo ter funcionado como
estimuladoras da expressao de genes ligados a oxidacéo lipidica.

Por outro lado, existe uma familia de fatores de transcricdo a qual pertencem as SREBP
e que possuem a capacidade de se ligarem ao elemento regulador de esterol e, a partir
dai, regularem a transcricao de varios genes envolvidos na sintese de colesterol e 4cidos
gordos (Xu et al., 1999). Por sua vez o DHA, mas nao outros PUFA, regula a abundancia
da nSREBP-1 (proteina de ligacdo ao elemento regulador de esterol nuclear) por meio de
mecanismos de fosforilacdo/desfosforilacdo e por degradacdo proteossomal (Jump,
Tripathy & Depner, 2013). Desta forma, o DHA consegue inibir a transcricdo de genes
lipogénicos (Xu et al.,, 1999; Clarke, 2001), j& que podera prejudicar a libertagéo
proteolitica do SREBP-1 e/ou suprimir a expressdo dos genes da SREBP-1 (Clarke,
2001). De facto, um ensaio com robalos, comprovou que as dietas com 6leos vegetais
levaram ao aumento dos niveis de mRNA do gene fads2, bem como da proteina de
ligacdo ao elemento regulador de esterol 1 (SREBP-1) (Geay et al., 2010). Assim, a
deficiéncia em &cidos gordos essenciais induz a transcricdo do gene Fads2 (Cho,
Nakamura & Clarke, 1999), tal como se verificou neste trabalho.

Neste trabalho também avaliamos a influéncia da suplementacdo de selénio nas dietas
de 6leo de peixe bem como nas dietas de misturas de 6leos vegetais. Os nossos
resultados indicam que a suplementacdo deste micronutriente na dieta tem efeitos
diferentes, dependendo do tipo de 6leo presenta na dieta. Assim, a suplementacédo de
selénio na racdo com Oleo de peixe traduziu-se numa diminuicdo significativa da
expressdo do gene fads2, no figado da corvina comparativamente com o tratamento de
Oleo de peixe sem suplementagdo com selénio. Porém, nas dietas com misturas de 0leos
vegetais foi not6rio 0 comportamento inverso, ou seja, 0 selénio parece ter favorecido,
embora nao significativamente, a expressao deste gene no figado.

O mecanismo pelo qual o selénio interfere na modulacdo génica ndo é totalmente
conhecido (Okuno et al., 2012). A ingestdo de selénio tem sido associada a alteragédo da
expressao de genes relacionados com a progresséo do ciclo celular e sinaliza¢éo celular
em células cancerigenas. Esta relacdo poderd dever-se a influéncia do selénio nos
receptores de estrogénio. A suplementacdo deste micronutriente na dieta diminuiu a
expressao do recetor de estrogénio a (REa), bem como a ligagdo do estradiol ao recetor
de estrogénio nas células cancerigenas (Lee et al., 2005; Shah et al., 2005). Para além
disso, o selénio também interfere directamente com os do REa (Shah et al., 2005).
Recentemente, Okuno et al. (2012) formularam a hipétese de que o “methylseleninic acid”

(MAS), um metabolito do selénio, poderd interferir com o sistema tioredoxina
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(Trx)/tioredoxina redutase (TrxR). Este sistema € a chave da regulacdo do estado redox
das células e a sua ativacao promove a diminuicdo da concentracdo de ROS nas células.
Por conseguinte, a diminuicdo de ROS modela a expressdo do REa, culminando na
diminui¢do da proteina REa das células. Desta forma os genes controlados pelo REa sdo
inibidos (Okuno et al., 2012).

A semelhanga dos REa (Evans, 1998, citado por Okuno et al., 2012) as SRBEP-1
também sao fatores de transcricdo (Xu et al., 1999). Neste trabalho colocamos a hipotese
do selénio poder interferir com as SREBP-1 da mesma forma que influencia os REa.
Neste sentido é de supor que na presenca de 6leos de peixe o selénio modela
negativamente as SREBP-1, ao contrario do que acontecerd na presenca de Oleos
vegetais. Esta hipotese baseia-se no facto de os lipidos também modelarem de forma
diferenciada a atividade da GPx4. Em células endoteliais de mamiferos, a atividade desta
enzima esta reduzida na presenca do DHA, aumentada na presenca do ARA e néo é
afetada pelo acido-a-linoleico conjugado (Sneddon et al., 2003). Por outro lado, o nimero
de ligagbes duplas potencia a peroxidagdo lipidica no figado (Haggag, Elsanhoty &
Ramadan, 2014). De facto, foi documentado que os ratos alimentados com dietas de dleo
de peixe sofreram um aumento da peroxidacdo lipidica (D’Aquino et al., 1991).
Finalmente, niveis aumentados de peroxidacdo lipidica sdo acompanhados pelo
decréscimo da atividade das enzimas envolvidas no mecanismo de defesa antioxidativa
(Haggag, Elsanhoty & Ramadan, 2014).

Baseando-nos nestes resultados, a nossa hipétese é que nas dietas OP-S o selénio
podera ter protegido os acidos gordos da peroxidacao lipidica, e por isso o “turnover”
fosfolipidico foi menos acentuado comparativamente as dietas OP-NS, onde a
estimulacdo da biossintese de HUFA teve de ser mais acentuada.

O stress oxidativo induzido pelas espécies reactivas de oxigénio (ROS) tem sido
associado com a expressao e niveis de proteina dos fatores de transcricdo (Okuno et al.,
2012), e no presente trabalho foi observada uma reducdo das ROS em peixes
alimentados com dietas de 6leos vegetais suplementadas com 1mg/kg de selénio (dados
ndo mostrados). Por isso, é plausivel inferir que esta dieta promoveu a estimulagéo da
expressao e niveis proteicos da SREBP-1 pela reducdo das ROS. Por conseguinte, uma
vez que a SREBP-1 regula os genes envolvidos na biossintese de HUFA, nomeadamente
a fads2 e a elovl5 (Jump, Tripathy & Depner, 2013), a suplementacéo de selénio modelou
a expressao destes genes.

O segundo objetivo do nosso trabalho foi analisar o efeito que a substituicdo de 12% de
Oleo de peixe por 12% de misturas de 6leos vegetais (colza, linhaca e soja), cada uma

suplementada ou ndo com selénio, tem sobre a concentragdo de alguns
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neurotransmissores no cérebro da corvina, tais como DA, 5-HT, NA e A e alguns dos
metabolitos destes, como sejam DOPAC, HVA e 5-HIAA.

Este estudo € de extrema relevancia na medida em que o sistema monoaminérgico é
influenciado pela composigéo dos acidos gordos da dieta. Com efeito, diversos trabalhos
constataram um resultado negativo da administracéo de dietas pobres em &cidos gordos
essenciais sobre o sistema monoaminérgico de mamiferos (Chalon et al., 1998, 2001;
Zimmer et al.,, 1999, 2000a; Varghese et al., 2001; Kodas et al., 2002a, 2002b, 2004;
Lesa et al., 2003; Bois et al., 2006; Marza et al., 2008; Vancassel et al., 2008). Pouco se
sabe sobre os efeitos que aquelas substituicBes terdo sobre os sistema neuronal dos
peixes, mas verificou-se que a suplementacdo das dietas com selénio podera ter um
importante contributo na protecdo dos acidos gordos das membranas neuronais,
contribuindo para a homeostasia do sistema monoaminérgico (Ferreira, Filitdo & Freitas,
2009; El-Saeed et al., 2013).

Posto isto, e segundo os nossos resultados, a 5-HT foi o Gnico neurotransmissor que foi
influenciado significativamente pela substituicdo de OP-S por OV-S, tendo a sua
concentracdo aumentado nas dietas de OV-S. Também foi possivel observar uma
tendéncia para o aumento da concentragdo da DA e NA quando ocorre substituicdo de
OP-NS por OV-NS, muito embora, neste caso, as diferencas ndo tenham sido
significativas. Estes resultados corroboram outros trabalhos que também constataram um
aumento da concentracdo de DA e 5-HT no espaco extracelular, quando os animais
foram alimentados com uma dieta deficiente em PUFA n-3 (Zimmer et al., 2000a; Kodas
et al., 2004). Esta evidéncia tem sido associada com a diminuicdo do armazenamento
das monoaminas nas vesiculas pré-sinaticas culminando em niveis de libertagdo basais
de DA (Zimmer et al., 2000a) e 5-HT (Kodas et al., 2004) maiores. Com efeito, a
deficiéncia em &cidos gordos essenciais reflete-se na diminuicdo do nivel de DHA e no
aumento dos niveis de PUFA n-6 (tal como o acido docosapentaendico [22:5n-6]) nas
membranas do tecido neuronal (Delion et al., 1997; Chalon et al., 1998; Kodas et al.,
2002a, 2002b; Chalon, 2006). Esta alteragdo composicional das membranas neuronais
tem como consequéncia a diminuicdo da reciclagem e sintese de vesiculas sinaticas
(Lesa et al., 2003; Chalon, 2006; Marza et al., 2008). Alias, alguns estudos referem que,
nos mamiferos, as dietas pobres em PUFA n-3 conduzem a dimininui¢cdo da densidade
de vesiculas pré-sinaticas no hipocampo (Yoshida et al., 1997) e cortex frontal (Zimmer et
al., 1998, 1999, 2000b), bem como a diminuicdo da densidade de VMAT,, o qual é
importante no transporte de monoaminas para o interior das vesiculas pré-sinaticas
(Zimmer et al., 1999; Kodas et al., 2002b). Também foi observada uma diminuicdo do
compartimento vesicular e do nimero das vesiculas dopaminérgicas no cértex cerebral

desses animais (Zimmer et al., 1999, 2000b), indicando uma diminuicdo da libertacédo de
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monoaminas a partir das mesmas (Zimmer et al., 1998), uma vez que, a concentragédo de
monoaminas € constante no interior das vesiculas de armazenamento (Colliver et al.,
2000). Em suma, o aumento dos niveis basais de neurotransmissores sera o resultado da
diminuicdo da libertacdo dos neurotransmissores a partir das vesiculas sinaticas, que
acabam por se acumular no espaco extracelular (Zimmer et al., 2000a).

O facto de termos obtido diferencas significativas apenas num dos neurotransmissores
estudados (5-HT), em contraste com trabalhos anteriores (Delion et al., 1997; Chalon et
al, 1998; Zimmer et al., 2000a; Varghese et al., 2001; Chalon, 2006), poderd justificar-se
com dois fatores. O primeiro diz respeito a metodologia pois neste trabalho a
guantificacdo da concentracdo das monoaminas foi feita com o cérebro inteiro. Ora todos
os trabalhos realizados em ratos iniciaram a sua abordagem com a separacao do cérebro
nas suas respectivas regides, que também foram analisadas separadamente (Delion et
al., 1997; Yoshida et al., 1997; Chalon et al, 1998; Kodas et al, 2002a, 2002b, 2004;
Zimmer et al., 1998, 1999, 2000a, 2000b; Varghese et al., 2001; Takeuchi, Fukumoto &
Harada, 2002; Chalon, 2006; Vancassel et al., 2008). E portanto provavel que 0s nossos
resultados tenham sido afetados pela diluicdo ao homogenizar o cérebro inteiro, pois a
capacidade de recaptacao das monoaminas €é variavel nas diferentes regiées cerebrais o
que resultard em concentracdes extracelulares de monoaminas regionalmente diferentes
(Schmitz et al.,, 2003). O segundo fator relaciona-se com a duracdo do ensaio, que
poderda ter sido reduzida para que fossem detectadas diferencas significativas, uma vez
gue nos trabalhos com ratos, citados anteriormente, 0s ensaios decorrem normalmente
ao longo de 2 geracbes (Delion et al., 1997; Chalon et al, 1998; Kodas et al, 2002a,
2002b, 2004; Zimmer et al., 1998, 1999, 2000a, 2000b; Takeuchi, Fukumoto & Harada,
2002; Chalon, 2006).

Relativamente a concentracdo dos metabolitos analisados, 0s nossos resultados néo
indicaram diferengas significativas quando comparamos os tratamentos OP-S e OV-S
nem guando comparamos o0s tratamentos OP-NS e OV-NS. Por outro lado, alguns
trabalhos associaram a diminui¢gdo do pool vesicular com o aumento dos niveis dos seus
metabolitos (Zimmer et al., 1998, 2000a). O aumento dos niveis de metabolitos,
nomeadamente do DOPAC e HVA séo fruto da accdo da MAO sobre a DA, que se
encontra na fenda sinatica ou que nao foi incluida nas vesiculas pré-sinaticas (Zimmer et
al.,, 1999; Zimmer et al., 2000a). O facto de nés ndo termos encontrado diferencas nas
concentracdes de metabolitos podera indicar-nos que a atividade da MAO nao foi
alterada com a substituicdo dos OP por OV.

No que toca a suplementacdo das dietas com selénio, importa referir que também néao
encontramos diferencas significativas entre os tratamentos. Porém, quando comparamos

os resultados dos tratamentos OP-S e OP-NS podemos observar uma tendéncia para o
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aumento da concentracdo da DA, ao mesmo tempo que ha uma ligeira diminuicdo da
concentragdo dos metabolitos DOPAC e HVA. Os nossos resultados estdo de acordo
com as observacdes de Ferreira, Militdo & Freitas (2009), cuja administracdo do &cido-a-
lipéico, um forte antioxidante, culminou na diminuicdo da peroxidacao lipidica e no
consequente aumento da concentracdo de NA e DA no hipocampo do cérebro de ratos
sem que a concentragdo de metabolitos tenha sido alterada.

A explicacdo exacta para o facto da concentracdo de NA ter aumentado no presente
trabalho ndo é Obvia, e este é claramente um dos aspectos que carece de mais
investigacdo, mas uma das hipéteses podera ser que, embora a sua libertacdo tenha
aumentado, ela foi menos metabolizada ou menos recaptada.

O efeito da suplementacdo de selénio na concentragcdo de monoaminas e metabolitos
nao foi tdo evidente nas dietas de OV. Na verdade, os OV apresentam um menor grau de
insaturagcdo quando comparados com os OP, e por isso sdo menos susceptibilidade a
peroxidagdo lipidica (Haggag, Elsanhoty & Ramadan, 2014). Parece que nos O0leos
vegetais 0 efeito da peroxidacgdo lipidica pode néo ter sido tdo evidente, ndo se tendo
repercutido o efeito positivo do selénio sobre o sistema monoaminérgico.

Os nossos resultados também apontam para que as vias de metabolizacdo das
monoaminas na corvina sejam distintas das descritas nos mamiferos e das descritas para
algumas outras espécies de peixes. Isto porque constatdmos que o principal metabolito
da serotonina nos mamiferos, o 5-HIAA, nao foi detetado pela técnica de HPLC utilizada,
0 que podera indicar que, na corvina, a via de metabolizagdo da 5-HT origina metabolitos
diferentes do 5-HIAA. VerificAmos também que, em todos os tratamentos, a concentracao
de A foi muito proxima de 1 ng/g de peso do cérebro fresco (ou seja, proximo do limite de
deteccdo do equipamento), o que se revelou muito inferior as concentracbes das
restantes monoaminas. Provavelmente esta monoamina nos peixes poderd ser menos
relevante do que os demais neurotransmissores analisados, ou entdo, intervira noutras
vias de metabolizacdo sendo rapidamente metabolizada.

Em resumo, 0s nossos resultados confirmam as nossas hipéteses de trabalho, na medida
em que verificamos que nesta espécie a substituicdo total de 6leo de peixe por misturas
de 6leos vegetais modela positivamente a expresséo dos genes fads2 e elovl5 hepéaticos
e tende a aumentar a concentracdo das monoaminas no cérebro das corvinas. Além
disso, a suplementacdo das dietas com selénio podera ter um importante contributo na
potenciacdo da expressdo destes mesmos genes e na concentragdo de monoaminas

cerebrais, principalmente quando as dietas sdo a base de 6leo de peixe.
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6. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho indicam que a substituicdo total de 6leo de peixe por
misturas de 6leos vegetais na dieta podera modelar positivamente a expressao da fads2
e da elovl5 hepética da corvina. No cérebro a expressdo génica ndo foi influenciada
significativamente, mas a concentragdo de monoaminas foi alterada. Esta constatacao
podera indicar-nos que o turnover dos fosfolipidos foi prejudicado nas membranas
neuronais diminuindo a libertacdo de monoaminas, principalmente da 5-HT. Como
consequéncia fica aumentada a probabilidade de ocorréncia de alteracdes neuroldgicas
que poderao resultar, por exemplo, em alteracbes acentuadas do comportamento da
espeécie.

Relativamente a suplementagédo das dietas com selénio constatamos que essa pode ser
importante no controlo da peroxidagdo lipidica, contribuindo para o turnover dos

fosfolipidos da membrana.
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7. TRABALHOS FUTUROS

Estudos recentes tém confirmado a existéncia de uma multiplicidade de vias possiveis
para a biossintese de HUFA em peixes, revelando uma diversificacdo muito mais
significativa do que a observada em mamiferos. Alguns autores acreditam que 0s peixes
poderdo possuir vias que até ao momento ainda ndo foram descritas.

Neste sentido, seria importante estudarmos as vias adotadas pela corvina no processo de
biossintese de HUFA, através do isolamento de todos 0s genes e carateriza¢ao funcional
das enzimas envolvidas neste processo.

Por outro lado, ainda existe ainda um grande desconhecimento sobre os mecanismos
envolvidos na regulacdo dos genes do metabolismo lipidico em peixes. O
aprofundamento do conhecimento destes mecanismos seria muito importante.

O conhecimento sobre o impacto que a dieta tem sobre o sistema monoaminérgico dos
peixes € quase nulo. Por isso, seria de grande interesse o estudo da forma como a dieta
modela a densidade das vesiculas de armazenamento das monoaminas, a composi¢ao
das membranas neuronais e a atividade da MAO, jA que isso seria um significativo
complemento a este trabalho. Por fim, a conjugacdo destes trabalhos com a andlise
comportamental das espécies e a associacdo ao seu estado de bem-estar seriam

também de extrema relevancia.
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Fish oil is the most important source of n-3 highly unsaturated fatty acids (HUFASs) for
humans. With the stagnation of world marine fisheries, the role of aquaculture stocks
increased rapidly as source of n-3 HUFA (FAQO, 2012), but not sufficiently. To reduce the
dependence as well as find ways to use of marine sources more economically and
efficiently, the use of vegetable oils (VO) have been widely investigated (Estévez et al.,
2011). Vegetable oils are rich in C18 PUFA, but devoided of the docosahexaenoic acid
(DHA) and eicosapentaenoic acid (EPA), essential fatty acids involved in maintaining cell
membrane structure, among other essential functions. The capacity of fish to thrive on
diets containing only the C18 PUFA, 18 : 2n - 6 and 18 : 3n — 3 varies among species
(Tocher, 2003; Leaver et al., 2008; Castro et al., 2012). It is well documented that teleosts
have different enzyme capacity to desaturate-elongate 18C fatty acids into 20-22C LC-
PUFAs (Cook & McMaster, 2004; Leaver et al., 2008). Generally, freshwater fish species
can convert 18:2 n-6 and 18:3 n-3 to HUFA more efficiently than marine species,
especially carnivorous which prey on organisms rich in HUFA (Tocher, 2003). Thus, the
modulation of expression and translation of elongases and desaturases is of great
importance to achieve independence of (carnivorous) marine fish aquaculture from
fishmeal and fish oil. There is currently considerable interest in the HUFA biosynthetic
pathway in fish aiming to determine the effectiveness of vegetable oils as a total
replacement of fish oil in the aquaculture of carnivore fish species (Vagner & Santigosa,
2011). Selenium is a structural component for several enzymes, including glutathione
peroxidase and thioredoxine (Perottoni et al., 2004). These enzymes have physiological
antioxidant properties and thus, protect the tissues of lipid peroxidation products (Orun et
al., 2008). The current study aimed to evaluate the effects of dietary lipid profile on fads2

(fatty acyl desaturase gene) and elovl5 (fatty acyl elongase gene) expression in liver and
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brain of meagre (Argyrosomus regius). The four isoproteic and isolipidic diets (50%
protein and 12% lipid, dry matter basis) were formulated with fish oil (FO) or a blend of
vegetable oils (VO, rapeseed, linseed and soybean), each with selenium (S, 1mg/kg diet)
or without selenium (NS). Fish were fed ad libitum for 60 days under a controlled rearing
conditions (temperature = 20,7 = 0,7 °C; pH = 8; O2 = > 6 ppm). Ribonucleic acid (RNA)
was extracted from two tissues: liver and brain using RNAspin Mini RNAIsolation Kit (GE
Healthcare), with includes a step with DNase | to remove the presence of DNA. The
integrity of the extracted RNA was verified by agarose electrophoresis. The RNA
concentrations were obtained by nanodrop. From the total RNA, 0.5ug were transcribed to
complementary DNA (cDNA) using iScript Reverse Transcription Supermix for RT-PCR
(BioRad) following the manufacturer protocol. Gene expression from fads2 and elovl5
were quantified by analysis of RT-PCR. The B-actine was used as a reference gene. On
VO diet hepatic fads2 expression was significantly higher, but not elovl5 expression. In
brain of VO fed fish, fads2 and elovl5 expression was not significantly different when
compared with FO fed fish (Table 1). With selenium supplementation hepatic fads2
expression was lower in FO (P< 0.01) but, in VD, selenium had an opposite effect on
hepatic fads2 expression (P> 0.05). The same trend was evident for hepatic elovI5
expression (P> 0.05) (Tablel). Recently, Monroig et al. (2013) described the first
functional characterization of meagre Fads2 and Elovl5. This work concluded that, unlike
most teleosts, the Fads2 pocesses A6 and A8 activity. However, conversion rates of
meagre Fads2 were low when compared to Salmo salar A6 Fads_c (Monroig et al., 2011).
On the other hand, meagre Elovl5 showed high activity towards Ci5 and Cy. Thus, AG/A8
activity might be ineffective in converting C18 PUFA and therefore an increase of dietary
C18 PUFA may stimulates the expression of the fads2. In contrast, Elovl5 is very efficient
to convert the desaturated products of A6/A8 and so Elovl5 expression is not enhanced,
since the activity of this enzyme is already higher. These findings may explain the
differences in the expression of two genes, between hepatic fads2 and elovl5.
Furthermore, increased hepatic fads2 expression between FO-S and VO-S treatments
was 114 fold. Such induction was much greater than observed in Salmo salad (Zheng et
al., 2005). However, Salmo salad has separate and distinct genes for A6 and A5
desaturases (Zheng et al., 2005) and, due to genome duplication, it has two genes with
A6 activity (Monroig et al., 2010). Moreover, lipid peroxidation in liver increases with the
number of fatty acid (FA) double bonds (Haggag, Elsanhoty & Ramadan, 2014). D'Aquino
et al. (1991) observed that rats fed diets with fish oil had increased lipid peroxidation. Our
results indicate that, in FO-S, selenium may have protected FA from peroxidation, thus
dietary HUFA seemed to have been sufficient to maintain the phospholipid turnover and

induction of FA metabolism genes did not occur. In FO-NS diet membranes were not
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protected efficiently from lipid peroxidation, and therefore a higher expression of FA
metabolism genes was necessary to offset the damage, consequently, biosynthesis of
HUFA was more stimulated. ROS-induced oxidative stress has been associated with
expression and protein levels of transcription factors (Okuno et al., 2012). A reduction of
ROS (Reactive Oxygen Species) has been observed in fish fed VO with selenium, when
compared to VO without selenium (data not presented). It is plausible to infer that a
stimulation of expression and level of protein SREBP-1 by a reduction of ROS. SREBP-1
play a role on the regulation of genes involved in biosynthesis of HUFA, as fads2 and
elovl5 (Jump, Tripathy & Depner, 2013). In conclusion, our results showed that vegetable
oils have an effect on expression level of genes involved in HUFAs biosynthesis in
meagre, mainly fads2, which seems to be the rate limiting enzyme in this pathway. In
addition, dietary selenium seems to favor the expression of genes involved in the

biosynthesis of HUFAs, when meagre is fed on VO-based diet.
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Metabolic regulation in meagre, Argyrosomus reglus

v Vegetable oils (VOs) are increasingly used in fish diets

v'VOs are rich in C;z PUFA, but devoid of the 22:6n-3 (DHA)
and 20:5n-3 (EPA), two highly unsaturated fatty acids
(HUFAs) with a crucial role on membrane structure and
function.

v Marine carnivore fish are not able to synthesize DHA from
18:3 n-3 (ALA) at effective rates.

v The modulation of expression and translation of elongases
and desaturases is of absolute importance for HUFA
biosynthesis (figure 1).

v Selenium is a structural component for several enzymes
with physiological antioxidant properties that could play a
role in dietary oils utilization.

Objective

*Evaluate the effects of dietary lipid profile and selenium
supplementation on fads2 (fatty acyl desaturase gene)
and elovl5 (fatty acyl elongase gene) expression in liver
and brain of meagre (Argyrosomus regius).

Materials and Methods

4 isoproteicand isolipidic diets
(50% proteinand 12% lipid)

— e
M Fish oil lVegetabIe
(FO) . oil (Vo)
se‘llgri\tinm Without se:/::\ticm Without
lenium selenium
(s-img/kg | *° (s-1mg/Kg
diet) (3) diet) (NS)

60 days feeding trial

Controlled conditions.

Extraction of
RNA: Liver and
Brain (n=6).

v The integrity of the extracted RNA was verified by
agarose electrophoresis;

v" The RNA concentrations was obtained by nanodrop;

v 0.5ug of total RNA were transcribed to
complementary DNA (cDNA);

v Expression of fads2 and elov/5 was quantified by RT-
PCR analysis;

v B-actin was used as a housekeeping gene.

Results and Discussion

Table 1: Effects of dietary treatment on fads2 and elovl5 expression

Liver Brain
Treatment fads2 elovl5 fads2 elovl5
FO-S 0.34+0.12*° 0.88+0.29 0.73+0.29 0.78+0.27
FO-NS 5.55+3.01° 2.92+0.55 1.17+0.63 0.60+0.16
VO-S 38.85+9.33¢ 1.70+0.28 0.81+0.13 0.64+0.18
VO-NS  25.51+8.91¢ 1.31+0.22 1.03+0.84 0.27+0.08

Values are mean + standard error. Different superscript letters in the
same column indicate significant differences (FO-S vs FO-NS, p< 0,01;
FO-S vs VO-S, p<0,001; FO-NS vs VO-NS, p<0,01).
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Figure 1. Biosynthetic pathway of very long chain-PUFA (VLC-PUFA). Castro et al., 2012.

v Meagre Fads2 has both A6 and A8 activity. Its conversion
rates are lower than other species (e.g. Salmo salar);

v A6/A8 activity might be ineffective in converting C,; PUFA
and therefore an increase of dietary C,; PUFA may
stimulate the expression of the fads2;

v Meagre Elovl5 showed high activity towards C,zand C,,
PUFA and so Elovi5 expression was not enhanced;

v'In fish fed FO diet, fads2 expression was inhibited by
selenium supplementation. It is an indication that fatty
acid synthesis was not needed, probably due to reduction
of fatty acid loss through peroxidation, under selenium
protection.
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