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Resumo

Existindo uma forte tradicdo no nosso pais de consumo de lampreia-marinha em
muitas populagdes ribeirinhas, o objetivo geral deste estudo consistiu em determinar a
qualidade nutricional do perfil lipidico da carne de lampreia-marinha de forma a
avaliar se o seu consumo poderia ser considerado uma pratica saudavel na dieta dos
portugueses.

Foram capturados 30 animais durante o inicio da época de migracdo reprodutora,
provenientes das bacias hidrograficas dos rios Guadiana e Mondego, para efeitos de
caracterizacdo quimica e nutricional do musculo.

Os resultados obtidos sugerem que a carne de lampreia-marinha apresenta qualidade
nutricional em termos de perfil lipidico. Todavia, o consumo desta espécie pode
revelar-se uma prdtica menos saudavel para os apreciadores, na medida em que estes
consomem lampreia-marinha com uma frequéncia elevada durante os dois a trés

meses em que é permitida a sua captura em territorio nacional.

Palavras-chave: Petromyzon marinus, EPA, DHA, colesterol, qualidade nutricional, VDR

(Valor Diario de Referéncia).
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Title: Nutritional quality of the lipid profile of sea lamprey (Petromyzon
marinus L.) meat used for human consumption

Abstract

There is a strong tradition in our country for the consumption of sea lamprey in many
riverside populations. The aim of this study was to determine the nutritional quality of
the lipid profile of sea lamprey meat, in order to determine if its comsumption could
be considered a healthy practice in the Portuguese diet. For the chemical and
nutritional characterization of sea lamprey muscle, 30 animals were captured during
early spawning migration season from Guadiana and Mondego river basins. The results
suggest that the meat of sea lamprey presents a good nutritional quality in terms of
lipid profile. However, the use of this species for consumption may represent a less
healthy practice in the health of the consumers, insofar as the frequency of
comsumption during the two to three months period in which the captures were

allowed in Portugal is very high.

Keywords: Petromyzon marinus, EPA, DHA, cholesterol, nutritional value, DRI (Daily

Reference Intake).
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1.Introducgao

1.1. Importancia nutricional dos lipidos provenientes do pescado e afins

na nutricao humana

Atualmente sabe-se que a interacdo entre a genética de um individuo e o meio
ambiente, sdo fundamentais para a determinagao quer de um estado sauddavel quer de
doenca (Simopoulos, 2008). Nas ultimas décadas, mediante o avang¢o das técnicas de
biologia molecular, é possivel afirmar-se que os fatores genéticos determinam a
suscetibilidade as doencas e, os fatores do meio determinam quais os individuos
genéticamente suscetiveis que virdo a ser afetados (Simopoulos & Childs, 1990;
Simopoulos & Nestel, 1997; Simopoulos & Robinson, 1999; Simopoulos & Pavlou,

2001; Simopoulos, 2002a; Simopoulos & Ordovas, 2004).

O Homem vive atualmente num ambiente que em termos de nutricao difere
substancialmente daquele para o qual a sua constituicdo genética estava inicialmente
selecionada. Na realidade, diversos estudos referentes a aspetos relacionados com a
evolucao da dieta do Homem tém demonstrado que estas tém vindo a ser alteradas de
forma muito significativa, quer no teor de acidos gordos essenciais presentes, quer no
teor de compostos de caracter antioxidante dos alimentos (Eaton & Konner, 1985;

Simopoulos, 1991; Simopoulos, 1999a,b,c).

Nas sociedades industrializadas, a dieta, em termos lipidicos, é cada vez mais
caracterizada por: i) aumento de energia a consumir; ii) aumento do teor de lipidos
saturados; iii) aumento do teor de acidos gordos da familia dmega-6 (w6); iv) aumento
do teor de 4acidos gordos trans e v) diminuicdo do teor de acidos gordos da familia
0mega-3 (w3). A este perfil junta-se uma crescente substituicio dos hidratos de
carbono complexos e da fibra por sementes de cereais e ainda uma diminuicdo do

consumo de fruta, vegetais e proteina animal (Simopoulos, 2008).
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Desta forma, pode dizer-se que nos ultimos 150 anos, as alteracbes na dieta do
Homem, em conjunto com o tipo de vida cada vez mais sedentdrio, tém conduzido a
numerosas doencas crénicas com destaque para a aterosclerose, hipertensao,
obesidade, diabetes tipo 2, diversas doengas autoimunes e numerosos tipos de cancro

(Simopoulos, 2008).

Artemis Simopoulos foi a grande inspiradora que levou os nutricionistas a olharem
para a nutricdo humana sobre um novo ponto de vista, aquele em que o padrdo
genético do Homo sapiens evoluiu a partir de uma dieta equilibrada em termos de
acidos gordos essenciais, ou seja, a partir de uma razdo w3/w6 similar a 1. Mais tarde,
o Conceito Columbus emergiu, no qual é hipotetizado que a maioria das doengas
degenerativas crdnicas, que causam mais de 85% das mortes em todo o mundo,
resultam de um processo inflamatério ndo controlado derivado de eicosandides a nivel

dos tecidos (De Meester, 2013).

O interesse pelos acidos gordos presentes nas dietas, sobretudo os da familia w3, tem
crescido de forma constante desde que na década de 70 do século passado se
observou que as populagdes de Esquimds da Gronelandia apresentavam uma reduzida
incidéncia de doencas cardiovasculares mas praticavam uma dieta rica em lipidos
(Dyerberg et al., 1975). Atualmente os acidos gordos, especialmente os da familia w3,
sdo quase universalmente reconhecidos como tendo efeitos benéficos numa variedade
de patologias humanas, como sejam as doencas cardiovasculares, doencas

inflamatdrias e doencas neurolégicas (Tocher, 2009).

O consumo de produtos da pesca e aquicultura contribui com inUmeros beneficios
nutricionais que contrariam as dietas dos paises mais industrializados (Oehlenschlager,
1997; Kotakowska et al., 2003; Afonso, 2009). De facto, o pescado e derivados
representam uma fonte importante de nutrientes, para além dos acidos gordos
Omega, para uma dieta saudavel. Salvo raras excecdes, a maioria do pescado é pobre
em acidos gordos saturados, colesterol e hidratos de carbono, sendo rico em proteina,
micronutrientes, vitaminas, minerais e especialmente rico em acidos gordos da familia
w3 (Afonso, 2009). Desta forma, mesmo quando ingerido em pequenas quantidades,

exerce um efeito nutricional importante ao fornecer aminodacidos essenciais, acidos
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gordos essenciais e micronutrientes que ndo se encontram nas dietas cuja base sdo

produtos de origem vegetal.

Os recursos marinhos assumiram, desde sempre, um papel de extrema importancia
como fonte de alimentagdo para o Homem, sobretudo em paises com larga extensao
costeira. Para muitas populacgdes ribeirinhas, o pescado constitui a principal fonte de
proteina. Por sua vez, o sector da pesca gera postos de trabalho dos quais dependem,

em grande parte, estas populacdes (Tidwell & Allan, 2001).

De acordo com estatisticas da Food and Agriculture Organization (FAQ), o consumo de
pescado fornece em média 33 Kcal per capita por dia, com especial destaque para os
paises em que o consumo de pescado e derivados é uma tradicdo e se encontra
desenvolvido como seja o caso da Islandia e Japdo. Portugal é o Pais da Unido Europeia
com o consumo per capita de pescado mais elevado, cerca de 57 kg/ano (FAO, 2007),
consumo este que o coloca em 32 lugar a nivel mundial, depois do Japao e da Islandia
(DGPA, 2007). Todavia, o consumo de pescado deve aumentar fortemente na préxima
década, estimando-se que atinja os 20,6 Kg per capita em 2022, face aos 19 Kg
registados em média no periodo 2010-2012, preveem a OCDE (Organiza¢do para a
Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico) e a FAO (Organizacdo das Nacdes Unidas

para a Alimentacdo e Agricultura).

Enquanto subsistema da pesca, a pesca artesanal enquadra-se num ambiente
econdmico, legal e administrativo particular, interagindo com outros subsistemas,
como a pesca industrial, agricultura ou o turismo. A pesca artesanal pode ser
caracterizada pela forma tradicional como se organiza, como por exemplo, com
embarcacoes de pequena dimensdo, com utilizacdo de grande diversidade de artes de
pesca e com sistemas remuneratérios que se baseiam no rendimento da pesca (Souto,

2003).

Em Portugal, a exploracdo comercial da lampreia-marinha envolve atividades com
grande impacto social, cultural e econdmico, apesar de ter um caracter sazonal

(Duarte et al., 2003; Suissas, 2010).
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No nosso pais as lampreias sdo capturadas por pescadores locais durante a sua
migracao reprodutiva, sobretudo nos estudrios e nos cursos inferiores dos rios. No
entanto, também s3do capturadas furtivamente nos seus ninhos em canais mais a
montante (Andrade et al., 2007; Suissas, 2010; Pedro et al., 2014). Os pescadores
recorrem a aparelhos de pesca tradicionais da lampreia-marinha, tais como o Botirao,
a rede de Tresmalho e o Letrache (Afonso-Dias et al., 2001; Correia & Fonseca, 2009).
Para estas comunidades piscatodrias, a pesca da lampreia-marinha revela-se de elevada
importancia econémica, pois € de onde advém uma por¢ao substancial do seu
rendimento anual, para além de fazer parte da dieta dos seus agregados familiares
(Suissas, 2010). O valor de um Unico espécime pode variar entre 15 e 40€ (25€ é o
valor mais frequente) consoante a abundancia relativa de lampreias em cada bacia e
em cada ano, ou o momento da captura ao longo da temporada de pesca (Pedro et al.,

2014).

Como a lampreia-marinha é bastante apreciada na gastronomia Portuguesa, foram
criadas confrarias com o objetivo de defender, promover e divulgar este patriménio
gastrondmico tradicional portugués. Concretamente na regido do Mondego surgiu em
2003 a Confraria da Lampreia de Penacova com os objetivos referidos anteriormente,
com especial enfase para a gastronomia do concelho de Penacova (Correia & Fonseca,
2009). Com o intuito de promover os produtos regionais, existem diversos festivais
gastrondmicos de norte a sul do pais, alguns dos quais centrados na lampreia-marinha,
tendo como exemplo o “Festival do Arroz e da Lampreia de Montemor-o-Velho”, o
“Festival da Lampreia e do Sdvel” (Figueira da Foz), o “Festival da Lampreia de

Penacova” e o “Festival do Peixe do Rio” (Mértola).

Durante estes eventos deslocam-se pessoas de todo o pais até estas regides para
consumirem a lampreia confecionada segundo as receitas e os conhecimentos
culinarios caracteristicos de cada regido. Esta procura pelo cicldstomo representa um
aumento das receitas no sector da restauracdo, uma vez que existem inumeros
restaurantes aderentes aos festivais, que comercializam a lampreia a um preco que
pode variar entre os 30 e os 80€ (Suissas, 2010). No Sul do pais destaca-se a regido de

Meértola que é popularmente denominada como “a terra das lampreias”, chegando a
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afirmar-se como a “capital da lampreia”. Na regido centro de Portugal destaca-se a
regidao de Penacova por todos os esfor¢os que tem vindo a desenvolver na protecdo e
promoc¢do do seu patrimdnio gastrondmico e por ser considerada desde 1998 como a

“Capital Universal da Lampreia”.

Em pleno século XXI continua a existir o paradoxo de se gastar recursos financeiros
avultados em tratamentos de disturbios relacionados com alimentagao, situagao que
poderia ser facilmente evitada se houvesse uma politica de recomendac¢do/prevencao
forte em termos de habitos alimentares (Lands, 2013). Sabe-se que as doencgas
cardiacas, mentais e metabdlicas resultam, em parte, de deficiéncia/desequilibrios
alimentares em acidos gordos altamente insaturados da familia w3; é reconhecido que
as concentracdes de eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA) a nivel dos
tecidos animais sdo um dos pontos-chave para o estudo e compreensdo de numerosas
doencgas (De Meester, 2013) e as Comissdes de Saude e Bem Estar recomendam o
consumo de dietas com maiores teores de acidos gordos w3 e maior equilibrio na
razdo w3/w6, logo, torna-se urgente incentivar o consumo de pescado junto das
populacdes, principalmente o de origem marinha devido a sua riqueza em 4cidos

gordos w3 (Lands, 2013).

1.2. Objetivo geral

Tendo em consideracdo esta tematica e, havendo uma forte tradicdo no nosso pais de
consumo acentuado de lampreia-marinha em muitas populagdes ribeirinhas (Suissas,
2010), o objetivo geral deste estudo consistiu em determinar a qualidade nutricional
do perfil lipidico da carne de lampreia-marinha de forma a avaliar se o consumo deste

cicléstomo pode ser considerado uma pratica sauddvel na dieta dos portugueses.
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1.3. Objetivos especificos

l. Conhecer:

v' A estrutura e classificagdo dos lipidos com destaque para os acidos gordos das

familias w3 e w6 e o colesterol;

v' As familias w3 e w6 e o colesterol, quer no pescado em geral, quer no musculo

de lampreia-marinha;

v" O ciclo de vida da lampreia-marinha;

v A distribuicdo da lampreia-marinha com destaque para as bacias hidrogréficas

do Mondego e do Guadiana;

v' 0 consumo de lampreia-marinha em Portugal.

Il. Aplicar:

v" Metodologia para determinac3o do teor de lipidos totais presentes no musculo
de lampreia-marinha de acordo com os métodos tradicionais para a gordura
bruta NP-1972 (IPQ, 2009) e/ou mediante técnicas mais recentes e altamente
precisas tais como a extracdo por solvente a elevada pressdo (Lanca et al.,,

2011);

v' Metodologia para preparacdo de ésteres metilicos de &cidos gordos para

cromatografia em fase gasosa;

v' Metodologia para conhecer o perfil em acidos gordos das familias w3 e w6
mediante cromatografia em fase gasosa (GC) e cromatografia gasosa -

espectrometria de massa (GC-MS);
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v' Metodologia para a quantificacdo do teor de colesterol total no musculo de

acordo com os métodos tradicionais de espectrofotometria/fluorescéncia;

v' Metodologia para a determinacdo da humidade presente no musculo de

acordo com a NP-2282 (IPQ, 1991);

v' Metodologia para a determinac¢do do conteudo calérico do musculo de

lampreia-marinha mediante utilizagdo de bomba calorimétrica;

v" Tratamento estatistico dos dados.

Ill. Determinar:

Vdrios parametros nutricionais que caracterizam a carne de lampreia-marinha, a saber:

v' O valor energético;

v Razéo 4cidos gordos polinsaturados/ acidos gordos saturados;

v Razéo acidos gordos w3/ acidos gordos w6;

v' Indice de trombogenicidade;

v' Indice de aterogenicidade;

v" Indice hipocolesterolémico/hipercolesterolémico.
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IV. Compreender:

v' 0 papel do perfil lipidico nutricional oferecido pela lampreia-marinha face ao

pescado em geral;

v As possiveis consequéncias do consumo de lampreia-marinha na dieta dos

portugueses;

V. Valorizar:

O estudo do perfil lipidico nutricional da lampreia-marinha para inferir se o consumo

da sua carne poderd ser uma pratica de dieta saudavel para a populacdo portuguesa.
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2. Revisao bibliografica

2.1. Classificagao dos lipidos

Aos lipidos sdo atribuidas propriedades homeostaticas nos seres vivos, nomeadamente
de isolamento térmico e constituintes de reservas energéticas, assim como parte
estrutural das membranas bioldgicas, através dos fosfolipidos e esterdis. Em pequenas
guantidades, funcionam como cofatores enzimaticos, transportadores de eletrdes,

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

Os lipidos sdo um grupo muito vasto e heterogéneo de substdncias de origem
bioldgica, cuja principal caracteristica é a solubilidade em solventes organicos como o
metanol, acetona, cloroférmio e benzeno, e a insolubilidade em a&gua. Esta
insolubilidade deve-se a baixa proporgao de dtomos polarizaveis que contém tais como

o oxigénio (O), azoto (N), enxofre (S) e fésforo (P) (Koolman & Roehm, 2005).

Os lipidos podem ser divididos em dois grupos: lipidos polares, compostos
principalmente por fosfolipidos e, lipidos ndo polares, constituidos principalmente por
triacilglicerdis. Tendo em conta a sua estrutura e as propriedades fisicas, os lipidos
podem ser agrupados nas seguintes classes maioritdrias: triacilglicerdis,
glicerofosfolipidos, esfingolipidos, esterdis e nalguns casos acidos gordos (Voet & Voet,
1995), embora para alguns autores estes ultimos possam ndo ser considerados

propriamente lipidos.

A classificacdo dos lipidos pode ser feita de acordo com a capacidade de os mesmos
sofrerem ou nao hidrélise, classificacdo esta que estd associada a outra mais antiga na
qual os lipidos eram classificados em lipidos simples ou lipidos complexos/compostos.
Segundo esta classificacdao, consideram-se lipidos simples aqueles que por hidrdlise
total ddo origem somente a acidos gordos e alcoois (acilglicerdis e ceras) e por lipidos
complexos aqueles que apresentam na sua molécula outros compostos para além dos

alcoois e acidos gordos (Mayes & Botham, 2003).
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Os acilglicerdéis tal como o nome indica sdo ésteres de acidos gordos e glicerol e
compreendem os triacilglicerdis, os diacilgliceréis e os monoacilgliceréis. Um
triacilglicerol é um éster simples formado pela unido de trés acidos gordos a uma
molécula de glicerol (ver figura 1), cujos trés grupos hidréxido se ligam aos radicais
carboxilicos dos acidos gordos. Num diacilglicerol e num monoacilglicerol o nimero de
acidos gordos esterificados a molécula de glicerol sdo dois e um, respetivamente.
Ainda no grupo dos lipidos simples, as ceras sdao formadas a partir da reagao entre o
acido carboxilico e um alcool de cadeia longa e apresentam apenas uma Unica ligacao

éster.

Acidos Gordos Glicerol

I il 1

Figura 1 - Representagdo Van der Waals de um triacilglicerol
(Adaptado de Koolman & Roehm, 2005).

Relativamente aos lipidos complexos, esta classificacio compreende os fosfolipidos
(figura 2) e os glicolipidos. Os primeiros sdo lipidos que contém dacido fosférico como
mono ou diéster. Sdo constituidos por uma molécula de glicerol, duas (ou uma) cadeias
de acidos gordos (uma saturada e uma insaturada), um (ou dois) grupo fosfato e uma
molécula polar ligada a ele e dividem-se em duas classes, dependendo se existe
glicerol ou esfingosina na sua composicao: glicerofosfolipidos e esfingofosfolipidos. Os
glicolipidos sdo lipidos compostos pela ceramida (i.e., esfingosina mais um acido
gordo) e um glicido de cadeia curta, ndo existindo o dacido fosférico tipico dos

fosfolipidos e incluem os cerebrdsidos e os ganglidsidos (Mayes & Botham, 2003).

10
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Figura 2 - Representa¢do de um fosfolipido

(Adaptado de Koolman & Roehm, 2005)

Como é comum encontrar-se nos lipidos a fung¢do éster do acido carboxilico, do alcool
ou acido fosfoérico, os lipidos podem ainda dividir-se em hidrolisaveis e nao
hidrolisdveis. Os primeiros sdo todos aqueles que apresentem pelo menos uma fungao
éster na medida em que os ésteres sao hidrolisaveis, e em oposicao, os lipidos nao
hidrolisdveis caracterizam-se pela presenca de cadeias de hidrocarbonetos ou de
hidrocarbonetos e alcool. Desta forma, o grupo dos lipidos ndo hidrolisaveis inclui os
hidrocarbonetos (alcanos e carotendides); os dlcoois lipidicos (esterdis ciclicos como o
colesterol e esterdides tais como o estradiol e a testosterona) e finalmente os acidos

(acidos gordos e os eicosandides) (Koolman & Roehm, 2005).

2.2. O caso particular dos acidos gordos

Os 4acidos gordos sdo acidos monocarboxilicos de cadeia linear ndo ramificada com um
numero par de dtomos de carbono e com um grupo carboxilo (-COOH) encontrando-se
os atomos de carbono unidos entre si por ligacdes covalentes simples ou duplas

(Campos, 2008). Numa extremidade existe um atomo de carbono que se encontra

11
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ligado a 3 atomos de hidrogénio formando o grupo metilo (H3C-), enquanto os
restantes dtomos de carbono que formam a cadeia possuem duas ligagGes livres que
sdo ocupadas por atomos de hidrogénio (...-CH2-CH2-CH2-...). Na outra extremidade
da cadeia tem-se o grupo carboxilo, também denominado por grupo terminal. Os
acidos gordos encontram-se em pequenas quantidades no estado livre mas estdo
presentes em quantidades elevadas quando envolvidos em ligacdes éster ou algumas
vezes, ligacdes amina (Weil, 1983). Os acidos gordos mais comuns sao aqueles cujas
cadeias variam entre C4 e C22, sendo o C16 e o C18 os acidos gordos mais frequentes

nos organismos animais (Scrimgeour & Harwood, 2007).

Tendo em consideragdao que os atomos de carbono sdo tetraédricos, a cadeia dos
acidos gordos adota a forma de “zig-zag”, formando angulos de cerca de 109°, no
entanto a molécula é relativamente compacta. Estas moléculas formam uma rede
cristalina que confere aos acidos gordos elevados pontos de fusdo. O ponto de fusao
dos acidos gordos aumenta com o aumento da cadeia, mas diminui com o aumento do
numero de liga¢cdes duplas na medida em que a configuragdo "cis" das ligacdes duplas
confere angulos de 30° na cadeia, o que dificulta a agregacdo da molécula (Correia &

Correia, 1985; Berg et al., 2002).

2.2.1. Nomenclatura

Todos os acidos gordos apresentam um nome comum e um nome sistematico. Quando
se utiliza o nome sistematico, substitui-se simplesmente o sufixo O — proveniente do
hidrocarboneto com o mesmo nimero de carbonos na cadeia - pelo sufixo OICO (Berg
et al., 2002). A titulo de exemplo pode referir-se o acido octadecandico (i.e. C18:0),

cujo nome deriva do hidrocarboneto octadecano. O nome comum é acido estedrico.

Todavia a terminologia dos acidos gordos deve obedecer a uma nomenclatura
universal da IUPAC (“International Union of Pure and Applied Chemistry”). Assim, os
acidos gordos sdo representados com base: i) no comprimento da sua cadeia; ii) no
grau de insaturacdo (niumero de ligacOes duplas) presente e iii) na posicao das ligacGes

duplas. Desta forma, na representacdao usual o primeiro niumero corresponde ao

12
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numero de dtomos de carbono do acido gordo; o segundo nimero corresponde ao
numero de ligagdes duplas presentes e o Ultimo numero corresponde a posi¢ao do
atomo de carbono correspondente a primeira ligacdo dupla a partir do grupo

carboxilo, como ilustrado na figura 3.

18:1 (9)

/ l ~ Posicdo da
primeira ligacdo
Numero de dupla

Tamanho da Cadeia
(Numero e de dtomos

ligagbes duplas
de C) gac p

Figura 3 - Nomenclatura internacional do 4cido oleico.

Em determinadas circunstancias, pode torna-se vantajoso indicar a posicao das
ligacdes duplas relativamente a extremidade mais distanciada do grupo carboxilo, que

o n

como ja referido é o grupo metilo, cujo carbono recebe a designac¢do “n” ou “w”.

A utilizacdo do alfabeto grego denota um modo de representacdo dos acidos gordos
que é cada vez mais popular. Segundo esta representacdo, o atomo de carbono do
grupo carboxilico é o primeiro mas permanece fora da contagem, fazendo com que o
segundo atomo de carbono da cadeia tome a designacdo a (alfa), o terceiro a
designacdo B8 (beta) e assim sucessivamente até ao carbono do grupo metilo que
recebe a designacdo w (émega). A posicdo que ocupam as ligacdes duplas é indicada
em relagdo ao carbono do grupo metilo, ou seja, o carbono w (ver figura 4). Um acido
gordo w3 serd aquele que apresenta a primeira ligacdo dupla posicionada entre os
carbonos 3 e 4 a contar do extremo metilo, assim como um dacido gordo w6 tera a sua
primeira ligagcdao dupla entre os carbonos 6 e 7 a contar do extremo metilo (Berg et al.,
2002). Existem assim varias familias 6mega de acidos gordos, sendo as mais estudadas

as familias w3, w6 e w9 (Scrimgeour & Harwood, 2007; De Meester, 2013).

13
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Simbolo da posigdo do

carbono com ligagéo dupla

20:50[)3

/ I \ Posi¢do da

Tamanho da Cadeia Ntmero de primeira ligacao
(Numero e de atomos = dupla
ligagGes duplas
de C)

Figura 4 - Nomenclatura internacional do acido gordo eicosapentaendico

com utilizagdo do alfabeto Grego.

Finalmente hd ainda a salientar que algumas convencdes utilizam o simbolo A (delta)
para indicar o numero e a posicao das ligacdes duplas (Mayes & Botham, 2003). A
titulo de exemplo: o C18:0 designa um acido com 18 atomos de carbono e sem
ligacdes duplas. J& a representacdo 18:1w9 diz respeito a um acido gordo com 18
atomos de carbono e uma Unica ligacdo dupla entre o carbono 9 e o carbono 10 a
contar neste caso do grupo metilo. Caso a contagem seja feita a partir do grupo
carboxilo, o mesmo acido gordo passa a ser representado por c18:1%, o gue parece
idéntico a representacdo a partir do grupo metilo, mas apenas porque o acido oleico
possui 18 atomos de carbono. Se for o caso de um acido gordo com mais do que uma
ligacdo dupla, tal como acido eicosapentaendico, a representacio sera C20:54>8111417

por oposicdao a C20:5w3 consoante a contagem a partir da extremidade metilo ou

carboxilo, respetivamente. Outro exemplo vem referido na figura 5.

18:2n-6
Metil Carboxilico
-CHs3 n-6 A9 -COOH

'
\HHHHHHHHHHHHHHHHH

H-C-C-C-C-C-C‘C-C-C‘C-C-C-C-C-C-CI-C-C OH
HHHHH H HHHHHHHDO

Figura 5 - Representagdo do acido linoleico,
com destaque para os grupos terminais e

demonstrando através de 2 exemplos as designagdes “n” e “A”.
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Igualmente importante é a configuracdao geométrica das ligagdes duplas. A ligacao
entre os atomos de carbono n3o permite a rotacdo, logo a posi¢cdo que os ligantes do
atomo de carbono assumem em relagdo aos ligantes do outro 4tomo de carbono no
espaco adquire uma importancia fundamental, na medida em que da origem a
compostos diferentes. Qualquer tentativa de rotacdo entre os dtomos de carbono
ocasiona a rutura da ligacdo. No sistema IUPAC é muito frequente a configuracdo da
ligagdo C=C ser mostrada sistematicamente pelas letras Z (do alemdo Zusammen,
“juntos”) ou E (do alemao Entgegen,”opostos”), embora os termos cis e trans sejam
cada vez mais utilizados para descrever a geometria da ligacdo dupla. Se dois grupos
idénticos estdo do mesmo lado de uma ligacao dupla, o composto é designado como
cis; se eles estiverem em lados opostos, serd designado como trans. Como no caso dos
acidos gordos sé existem dois substituintes, estas designacdes ndo criam qualquer

ambiguidade (Scrimgeour & Harwood, 2007).

2.2.2. Tipos de acidos gordos

Existem varios tipos de acidos gordos. Por definicdo, os acidos gordos saturados nao
possuem nenhuma ligacao dupla e os acidos gordos monoinsaturados tém somente
uma ligacdo dupla. Os acidos gordos polinsaturados contém duas ou mais ligacdes
duplas interrompidas por um Unico grupo metileno (CH2) e incluidos nestes ultimos
tém-se os acidos gordos altamente insaturados, sempre que contenham varias ligacdes

duplas (4, 5 ou 6) como ilustrado na tabela 1 (Mayes & Botham, 2003).
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Tabela 1. Representacdo dos trés tipos de dcidos gordos

Tipos de Acidos Gordos
(de acordo com o numero de liga¢des duplas)

/\/\/\/\ Saturado (sem ligagdo)
/\=/\/\ Monoinsaturado (1 ligagdo)
/\=/\=/\ Polinsaturado (>1 ligacdo)

Os acidos gordos saturados (saturated fatty acid - SFA) formam uma série de acidos
monocarboxilicos homdlogos que apresentam a férmula geral C,H,,.;COOH e, tal
como ja referido, ndo apresentam nenhuma ligacdo dupla, sendo por isso
caracterizados por possuirem pontos de ebulicdo mais elevados que os acidos gordos
insaturados. Os acidos gordos saturados cuja cadeia tenha mais que 10 dtomos de
carbono sdo sdélidos a temperatura ambiente enquanto os dcidos gordos saturados de
cadeia impar apresentam geralmente um ponto de ebulicdo menor que o acido gordo

saturado de cadeia par precedente (Scrimgeour & Harwood, 2007).

O acido palmitico (C16:0) é o acido gordo saturado com maior frequéncia em plantas,
microrganismos e em animais, chegando mesmo a poder constituir entre 20-30% do
total dos acidos gordos saturados presentes (Scrimgeour & Harwood, 2007). Para além
do acido palmitico, o estearico (C18:0) também ocorre naturalmente e com elevada
frequéncia nos lipidos dos peixes, apesar de poderem ser encontrados
frequentemente acidos gordos com comprimentos de cadeia compreendidos entre

C12 e C24 (Tocher, 2003).

Os acidos gordos monoinsaturados (Monounsaturated fatty acid - MUFA) ou
monoénicos, apresentam uma ligacdo dupla, a qual imprime grande reatividade as
estruturas onde se encontram e impede também a livre rotacdo dos dois atomos de

carbono intervenientes (Correia & Correia, 1985).

Os acidos gordos monoinsaturados mais comuns sao aqueles que apresentam uma

cadeia com numero par de atomos de carbono e configuracao cis (figura 6). A ligacdo
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dupla é geralmente introduzida pelo enzima i (delta 9) desaturase que atua sobre os
acidos gordos saturados. Em seguida ocorre um alongamento da cadeia de carbonos
mediante o aumento de dois dtomos de carbono no grupo carboxilo (Scrimgeour &
Harwood, 2007). Os enzimas do grupo das desaturases tém a capacidade de remover
dois atomos de hidrogénio de um acido gordo e criar assim uma ligagdao dupla C=C.
Estes enzimas sdo classificados como delta (A) desaturases sempre que a ligacdo dupla
¢ introduzida especificamente numa posicao fixa a contar do grupo carboxilo do acido
gordo ou dmega desaturases quando a ligacdo dupla é introduzida especificamente
numa posi¢do fixa a contar do extremo metilo da cadeia carbonada. Os enzimas
elongases (em portugués, alongases) proporcionam o aumento da cadeia de carbonos

em duas unidades de carbono a partir do grupo carboxilo (Weil, 1983).

18:1A9
O HHHHHHH HHHHHHHKH
[ O O O O S o0y B ] ] [ o] oy |
H-0—C—C—-C—C—C—C—C—C—C=C—-C—C—C—C—C—C—C—C—H
R ] [ R oo Ty ] T2 e R YA il el JEIRY o] A
HHHHHHHHHHHIHHHUHIHH

Figura 6 - Exemplo de um acido gordo monoinsaturado (acido oleico)

onde é possivel observar a configuragdo cis da ligagao dupla.

Os acidos gordos monoinsaturados com 18 ou menos atomos de carbono na sua
cadeia sao liquidos a temperatura ambiente ou sélidos mas com baixo ponto de fusao.
Os acidos monoinsaturados, quer sejam cis ou trans, apresentam elevados pontos de
ebulicio se a ligacdo dupla estiver posicionada numa posicdo par da cadeia
(Scrimgeour & Harwood, 2007). Os acidos gordos dos peixes caracterizam-se pelo facto
das ligacdes duplas apresentam geralmente conformacao cis, no entanto podem surgir
configuragdes trans como por exemplo o acido elaidico, isdbmero do acido oleico,

embora seja raro (Tocher, 2003).

Tal como ja mencionado, os acidos gordos monoinsaturados podem ocorrer nos peixes
em comprimentos de cadeia entre C14 e C24 (Sargent et al., 1989; Tocher, 2003) e

como a posicdo da ligacao etilénica pode variar na cadeia de carbono, dentro de um
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comprimento de cadeia especifico, existem consideravelmente mais tipos de dacidos

gordos monoinsaturados do que saturados (Tocher, 2003).

Consideram-se acidos gordos polinsaturados aqueles que apresentem duas ou mais
ligagcdes duplas etilénicas (Polyunsaturated fatty acid - PUFA). Este padrdo resulta da
acdo dos enzimas desaturases (ou vulgarmente chamados insaturases) seguida pela
acao dos enzimas elongases. Nas plantas, as ligagdes duplas sdo inseridas nas posi¢des
A°, A" e A" do 4cido gordo com 18 dtomos de carbono, dando origem as familias 4°,
Ae AP respetivamente. Nos animais, os enzimas inserem as ligacdes duplas na posi¢ao
A°, n3o existindo nenhum enzima capaz de as introduzir na posi¢do A e A™. Qualquer
ligacdo dupla posterior serd introduzida entre o grupo carboxilo e a posicdo 4° sendo
essas desaturacBes realizadas pelos enzimas desaturases A° e A°. Em relacdo ao
alongamento da cadeia, este é feito pelos enzimas do grupo das elongases, de acordo
com o referido para os acidos gordos monoinsaturados (Scrimgeour & Harwood,
2007). Consequentemente, toda a estrutura de um acido gordo polinsaturado é
definida através da especificacdo da posicdo da primeira ligacdo etilénica

relativamente ao grupo metilo terminal (Tocher, 2003).

2.2.3. Acidos gordos essenciais

Alguns dos acidos gordos insaturados sdo considerados essenciais, o que significa que
0s animais nao dispdem de sistemas enzimaticos para a sua sintese, ou quando
dispdem, por vezes fazem-no em quantidades inferiores as necessarias, tendo que ser

complementados através da alimentacao (Correia & Correia, 1985).

Os acidos gordos considerados essenciais sdo todos pertencentes ao grupo dos PUFA
(ver figura 7) (Koolman & Roehm, 2005). Quando sdo fornecidas quantidades
suficientes de acidos gordos w3 e w6 (como o alfa-linolénico e o linoleico) na dieta,
alguns animais tem a capacidade de sintetizar outros acidos gordos das familias w3 e
w6 recorrendo a dessaturacdes e alongamentos (Parrish, 2009). Desta forma, os acidos

gordos essenciais, linoleico (LA) e alfa-linolénico (ALA), sdo respetivamente os
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precursores das familias w6 e w3 (figura 7) (Steffens, 1997; Tocher, 2003; Souza et al.,

2007).

Familia ®-6

“3 (*\/\/\=/\=/W\/\ Acido linoleico, 18:2 ®-6
COOH

Acido araquidénico, 20:4 ©-6 (AA)

H,C
VAAANNNeooi

Familia ®-3

Acido linolénico, 18:3 -3

H, C/\_—_/\=/\=N\/\/\coon

Acido eicosapentaendico, 20:5 ®-3 (EPA)

Acido docosahexaenéico, 22:6 ®-3 (DHA)

A A A A A A A yCOOH
H,C

3
Figura 7 - Familias de acidos gordos essenciais (“Essential fatty acids”- EFA)

(Adaptado de Olsen, 1999).

Os enzimas desaturases A° e A® apresentam preferéncias diferentes entre as familias
de acidos gordos, sendo essa preferéncia maior pela familia w3 do que pela familia w6
e estes enzimas sdo comuns aos processos de desaturacdo de ambas as familias (Zheng
et al., 2004). Apesar das circunstancias, o excesso de w6 PUFA na dieta pode inibir a
biossintese de alguns dacidos gordos essenciais w3 (Horrobin, 1993). A proporg¢do
recomendada para a razdo w3/w6 na dieta, deve ser superior a 0,25 para minimizar a
competitividade entre a série linoleica e a serie linolénica (Holub, 2002). Atualmente
para além do acido linoleico (C18:2w6) e alfa-linolénico (C18:3w3), sdo igualmente

considerados essenciais os acidos araquidénico (AA, C20:4w6); eicosapentaendico
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(EPA, C20:5w3) e docosahexaendico C22:6w3 (DHA) (Simopoulos 1999a; Souza et al.,
2007).

A importancia dos acidos linoleico e alfa-linolénico encontra-se bem definida, quer
pelo facto de serem componentes estruturais de membranas, quer por serem
precursores de substancias fisiologicamente ativas denominadas eicosandides. Os
eicosandides sdo sintetizados a partir do C20:4w6 presente nos fosfolipidos das
membranas celulares e em menor extensdo, a partir do acido C20:5w3 (Sargent et al.,
1999) quando estes sdo libertados da posicao sn-2 de fosfolipidos teciduais pela agdo
de fosfolipase A2 (Six & Dennis, 2000; Zhou & Nilsson, 2001). A producdo de
eicosanodides é influenciada pela razdo C20:4w6/C20:5w3 e uma alteracdo neste
equilibrio pode causar danos na estrutura e funcdo dos tecidos. A disponibilidade de
acidos gordos essenciais € o regulador mais importante para a formacdo de
eicosandides, onde eles irdo competir pelas vias da ciclooxigenase ou da lipooxigenase

(Broughton & Wade, 2002).

Os eicosanodides sao reguladores do sistema autdcrino, isto é, sdo compostos de curta
duracao que atuam nas células vizinhas das células de origem. Virtualmente, todos os
tecidos produzem eicosandides e apresentam diversas funcoes fisioldgicas tais como
no sistema coagulacdo do sangue, no sistema neuronal, cardiovascular (acdo sobre o
ténus), reprodutivo, respiratdrio, renal, enddcrino e imunitario (Vanek & Connor,

2007).

Os eicosandides dos acidos gordos da série w3 sdao menos aterogénicos, pro-
inflamatdrios e vasoconstritores que os eicosandides dos acidos gordos da série w6
(Vanek & Connor, 2007). Esta é uma das principais razoes pelo interesse na
investigacdao do papel preventivo dos lipidos do pescado, ja que estes sdao ricos em
acidos gordos de cadeia longa da série w3. Em quantidades suficientes, tanto o EPA
guanto o DHA, sdo capazes de diminuir a sintese de prostaglandinas da série 2 e a
sintese de leucotrienos da série 4, que sdo potentes mediadores pré-inflamatérios

(Guiné & Henriques, 2011).
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Depreende-se assim que a manutencdo de um equilibrio apropriado entre as duas
familias de acidos gordos dmega é fundamental para a saude humana. De facto, os
processos metabdlicos de digestdo, alongamento, dessaturacdo, esterificacdo e
deposicdo de acidos gordos altamente insaturados nas membranas celulares ndo sao
muito discriminatdrios relativamente a estrutura quimica dos acidos gordos das duas
familias dmega acima referidas. Isto significa que a proporcdo destes na dieta é o
principal fator que podera determinar uma proporgao equilibrada nos tecidos onde se
formam os precursores de eicosandides, exercendo assim a dieta um papel importante
na prevencao de desequilibrios e futuras patologias (Mohrhauer & Holman, 1963;

Lands et al., 1992).

Em contrapartida, a conversdo dos precursores de eicosandides em a¢des hormonais é
muito mais seletiva e todas as hormonas provenientes da familia w6 apresentam ac¢des
muito mais fortes que aquelas que derivam dos precursores da familia w3 (Lands,

2013).

A deficiéncia de acidos gordos essenciais e o desequilibrio entre estas familias estdao
relacionados com diversas patologias, tais como doencas cardiovasculares, cancro,
resisténcia a insulina, asma, lupus, esquizofrenia, depressdo, depressdao pds-parto,
envelhecimento acelerado, acidente vascular cerebral (AVC), obesidade, diabetes,
artrite, hiperatividade e sindrome de déficit de atencdo, doenca de Alzheimer, entre

outras (Guiné & Henriques, 2011).

2.3. Colesterol

O colesterol é o esterol mais importante e abundante nos animais, incluindo o
pescado, encontrando-se amplamente distribuido em todas as células do organismo

(Sargent et al., 1989).

A maior parte do colesterol existente no organismo humano deriva da sintese
enddgena (cerca de 1g/dia) enquanto aproximadamente 0,3g/dia é fornecido pela

dieta (Silva, 2000).
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E um dos constituintes maioritdrios das membranas plasmaticas e das lipoproteinas
plasmaticas, e ocorre usualmente na forma de ésteres de colesterol (i.e. esterificado
com acidos gordos saturados e insaturados e com algumas proteinas) mas pode
também ser encontrado na forma livre (i.e. ndo esterificado) (Wasowicz, 2003; Belitz et
al., 2004; I0M, 2005). Este ultimo, para além de fazer parte da estrutura das
membranas celulares, também funciona como precursor para a biossintese de varias
hormonas esteroides (i.e. cortisol, aldosterona, testosterona, progesterona e estradiol)
de acidos biliares e da vitamina D (Huss, 1995; Kotakowska & Sikorski, 2003; Wasowicz,
2003; Belitz et al., 2004).

Varios estudos revelam que o elevado consumo de colesterol associado a dieta
contribui para o aumento do risco de aparecimento de hipercolesterolémia e risco
vascular (Wasowicz, 2003; I0M, 2005). Nos paises desenvolvidos, as dislipidémias sdo
a principal causa de morte, superior a provocada por doengas degenerativas. No
entanto, quando se consome uma dieta nutricionalmente adequada, é possivel manter
os niveis de colesterol na gama de valores aceitdveis (IOM, 2005). Um consumo
adequado de acidos gordos mono e polinsaturados, sobretudo das familias w3 e w6,
apresenta efeitos benéficos nos niveis de colesterol livre presente no sangue (Gaji¢,

1997, citado por Zivkovi¢ et al., 2002).

Segundo Oehlenschlager (2006) 90% do total de esterdis do pescado corresponde ao
colesterol, podendo representar cerca de 6% do total de lipidos nos peixes magros
(Huss, 1995). De acordo com Iwasaki & Harada (1984), o conteido em colesterol nos
peixes pode variar entre 32 e 68 mg/100g de carne, estando os valores superiores (>
40 mg/100g) associados a peixes gordos enquanto 0s peixes magros apresentam
valores entre os 30 — 40 mg/100g (Zivkovi¢ et al., 2002). Os valores de colesterol
encontrados em animais marinhos sdao tendencialmente menores do que os valores
encontrados em carnes vermelhas, manteigas e ovos (Zivkovi¢ et al., 2002; INSA,

2006).
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2.4. Os lipidos nos peixes

Os lipidos e os acidos gordos que os constituem sdo, juntamente com as proteinas, os
maiores compostos organicos dos peixes, sendo os hidratos de carbono
guantitativamente muito menos representativos. Os lipidos podem representar 20%
do peso fresco de algumas espécies de peixes marinhos, excedendo grandemente o
conteddo em proteinas em determinadas etapas do ciclo de vida e dependendo das
espécies em causa (Tocher, 2003). Nos ecossistemas aquaticos os lipidos
proporcionam a principal fonte de energia para os organismos animais (Parrish, 2009),
fornecendo energia metabdlica para as principais funcdes tais como locomocao,

migracao e reproducdo (Tocher, 2003).

Os lipidos dos peixes contrastam bastante com os lipidos dos mamiferos, podendo
incluir mais de 40% de acidos gordos de cadeia longa que sdo altamente insaturados
(Highly unsaturated fatty acid - HUFA) e que contém 4, 5 ou 6 ligacdes duplas,
enquanto por outro lado os acidos gordos dos mamiferos raramente contém mais do

que 2 ligacdes duplas (FAO, 2005).

No meio marinho, as algas, sdo organismos ricos em acidos gordos polinsaturados com
cadeias de comprimento em C16 e contendo 2 ou 4 ligagdes duplas; em C18 e
contendo 2 a 5 ligacGes duplas; em C20 com 2 a 5 ligacdes duplas e em C22com 2 a 6
ligacdes duplas (Sargent 1995; Tocher, 2003). Ao constituirem a base da cadeia tréfica
dos peixes, faz destes vertebrados a fonte mais importante destes acidos gordos para
o Homem (Tocher, 2003), sendo particularmente importantes na prevencdo de

numerosas patologias.

Os lipidos dos peixes, a semelhanca do que acontece nos mamiferos, podem ser
divididos em lipidos polares e lipidos ndo polares e entre os compostos organicos
presentes nos peixes, os lipidos sdo os que apresentam a maior variacdao, podendo
oscilar muito mais do que o conteddo em agua, proteina ou minerais. Deste modo, a
razao entre o maior e o menor valor do conteudo proteico ou hidrico geralmente nao é
superior a 3:1, ja a razao entre o valor superior e inferior de lipidos pode ser de 300:1

(Murray & Burt, 2001).
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Enquanto os fosfoglicéridos, fazem parte da constituicdo das membranas celulares, os
triacilgliceréis formam as reservas de energia nos animais, encontrando-se
depositados em células denominadas adipdcitos. Devido a estas caracteristicas, os
triacilglicerdis sdao frequentemente denominados como depdsitos de gordura e em
muitos outros animais eles constituem o tecido adiposo. Todavia, este ndo é tao
frequente nos peixes, sendo regra a presenca de gordura mesentérica (Tocher, 2003).
A nivel sanguineo, sdo também encontrados 4cidos gordos livres, os quais
transportados entre diversos compartimentos do organismo animal tém como

finalidade ser catabolizados para obtenc¢ao de energia (Ackman, 1999).

A deposicao de lipidos nesta classe de vertebrados esta relacionada com a constituicao
do tecido muscular, na medida em que a classificacdo das fibras musculares leva em
consideracao duas caracteristicas funcionais: velocidade de contragdo (lenta ou rapida)
e atividade metabdlica (aerdbica/oxidativa ou anaerdbica/ glicolitica) (Altringham &
Johnston, 1981). As fibras brancas contém células adiposas intercaladas enquanto as
fibras vermelhas sdao mais ricas em lipidos e estes encontram-se na propria fibra

muscular (Sheridan, 1994).

Nos peixes teledsteos, o musculo natatério constitui grande parte da sua massa
corporal. Os musculos axiais permitem a flexdo da coluna vertebral e da regido caudal,
durante a natacdo, estando divididos em regido epiaxial e hipoaxial por meio de um
septo lateral ou transverso formado por tecido conjuntivo, localizado na regido da
linha lateral (Alexander, 1969; Videler, 2011). O musculo estriado esquelético é
constituido por unidades morfo funcionais, denominadas midmeros, que se repetem
ao longo do corpo do animal e estao inseridas por curtos tenddes em bainhas de
tecido conjuntivo, os mioseptos (Alexander, 1969). A disposicdo dos midmeros confere
a esses animais uma maior mobilidade durante a realizacdo dos movimentos
ondulatérios da locomocdo (Leeuwen, 1999). Em relacdo as fibras musculares elas
dividem-se em trés tipos principais (fibra vermelha, intermedidria e branca). Na
maioria dos peixes as mais frequentes sdo a vermelha e a branca. As fibras musculares
vermelhas encontram-se orientadas mais ou menos paralelamente ao eixo do corpo

enguanto as fibras musculares brancas formam desvios de aproximadamente 45° em
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relacdo ao eixo do corpo. As fibras musculares vermelhas constituem normalmente
entre 5 a 15% de toda a musculatura dos miétomos dos peixes (Altringham &
Johnston, 1981) e as brancas correspondem aproximadamente 70% do volume total
do tecido muscular (Sanger & Stoiber, 2001). No entanto, essa organizagdo pode variar
de acordo com a espécie, a fase de crescimento e o seu modo de natacdo (Alexander,

1969; Weatherley & Gill, 1987).

O armazenamento e utilizacdo dos lipidos estd geralmente associado a alteracdes
sazonais na abundancia de alimento e nas exigéncias metabdlicas dos peixes (i.e.
locomocdo; migracdo; reproducdo) (Guillemot et al., 1985; Soares et al., 2001; FAO,
2005). Por conseguinte, verificam-se altera¢cdes na distribuicdo destas reservas nos

orgados e tecidos corporais (Soares et al., 2001).

De um modo geral, os peixes armazenam lipidos em vdrios érgaos, como o figado,
musculos e apresentam frequentemente gordura mesentérica. Nestes locais, os lipidos
podem representar cerca de 10 a 20% do peso do drgdo, sendo de salientar o caso do
figado de bacalhau (Gadus morhua), no qual os lipidos podem constituir cerca de 67%
do peso. A gordura mesentérica pode ser muito rica alcangando os 90% dos lipidos

totais (Sheridan, 1988).

Os peixes marinhos ndo sdao uma importante fonte de colesterol na dieta alimentar
(Oehlenschlager, 2000; Bandarra et al., 2001; Kotakowska et al., 2003; Nunes et al.,
2003; Oehlenschlager, 2006), todavia noutros produtos da pesca, como alguns
cefaldpodes, podem ser atingidos valores superiores a 100 mg/100g. No entanto, estes
produtos da pesca s3ao ricos em taurina, um aminoacido livre que reduz a absor¢ao do
colesterol, pelo que estes niveis podem ndo se apresentar como preocupantes (Nunes
et al., 2003; Oehlenschldager, 2006). Elvevoll et al. (2008) referem que se podem
observar considerdveis variacdes do teor deste esterol entre e dentro da mesma
espécie. Assim, no peixe, os niveis de colesterol sé podem ser efetivamente avaliados e
conhecidos quando se tem em consideracdo, ndo sé a sua concentracdo média nos
tecidos, mas também diversos fatores, como local de captura, variacées sazonais,

comprimento, sexo, entre outros (Oehlenschlager, 2000, 2006).
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2.4.1. Peixes gordos versus peixes magros

Os peixes podem ser agrupados em quatro categorias de acordo com o seu conteldo
lipidico. Os peixes magros apresentam uma percentagem de lipidos inferior a 2% do
peso corporal; os peixes pouco gordos caracterizam-se por um teor em lipidos entre 2
e 4%; nos peixes meio gordos o teor em lipidos varia entre 4 e 8% e nos peixes muito
gordos o teor lipidico é superior a 8% do peso do corpo (Ackman, 1989). Todavia,
existe outra classificacdo geralmente mais conhecida na qual os peixes podem ser
agrupados nas categorias de magros, semi-gordos e gordos, tendo por base o érgao
onde se armazenam os lipidos. Deste modo, consideram-se peixes magros os que
depositam a grande maioria dos lipidos no figado; peixes gordos os que armazenam
lipidos em células adiposas distribuidas por varios tecidos corporais nomeadamente no
musculo; e peixes semi-gordos todas aquelas espécies que depositam lipidos apenas
em algumas partes dos tecidos corporais e/ou em quantidades mais reduzidas (FAO,

2005).

Com base na classificacdo da FAO os peixes gordos apresentam maior percentagem de
fibras vermelhas relativamente aos peixes magros, logo o seu contelddo em lipidos
tende a ser superior ao dos peixes magros e consideravelmente mais variavel. No
entanto essa variacdo na percentagem de lipidos esta inversamente associada a
percentagem de agua, podendo esses dois componentes constituir cerca de 80% do
musculo (FAO, 2005). Conforme o conteudo em lipidos aumenta, o conteddo em agua

diminui e vice-versa (Murray & Burt, 2001).

As espécies tipicamente magras sao geralmente demersais como por exemplo o
bacalhau (Gadus morhua; Gadus macrocephalus), escamudo (Pollachius virens) e a
pescada (Merluccius merluccius). As espécies gordas incluem peixes peldgicos como o
atum (Thunnus thynnus), cavala (Scomber japonicus), o arenque (Clupea harengus) e a

sardinha (Sardina pilchardus) entre outras (FAO, 2005).

26



1
Qualidade nutricional do perfil lipidico da carne de lampreia-marinha (Petromyzon | 2014
marinus, L.) utilizada em consumo humano

2.4.2. Peixes marinhos versus peixes dulgaquicolas

A composicdo, a distribuicdo e a relacdo entre as familias w3 e w6 nos peixes sdo
influenciadas principalmente por 3 fatores: genéticos (e.g. espécie, etapa de
desenvolvimento) ambientais (e.g. meio marinho, dulcaquicola, temperatura da agua,

salinidade) e dieta (Ackman, 1982).

Os peixes jovens caracterizam-se por apresentarem menor percentagem de lipidos
totais, enquanto os peixes adultos apresentam maiores depdsitos de triacilglicerdis,
sobretudo como reservas de energia para o desenvolvimento das génadas (Ackman,
1999). As épocas reprodutivas sdo outro fator condicionante do teor de 4cidos gordos
polinsaturados nos peixes, uma vez que nestas épocas estes sao mobilizados para as
goénadas e reproducdo, podendo estas conter mais do dobro do teor encontrado no
musculo, com o acido gordo docosahexaendico a contribuir para a maior proporg¢ao

destes acidos gordos (Ackman, 1982; Ackman, 1999; Tocher 2003).

Associado a este fator encontra-se a perda substancial de lipidos, relacionada com os
gastos energéticos, que ocorre durante esta fase. Ndo sé alguns dacidos gordos
monoinsaturados sdo catabolizados durante a migracdo reprodutiva (em especial o
oleico) como os teores de acidos gordos polinsaturados w3 contidos no musculo

decrescem em virtude de serem mobilizados para as génadas (Huynh et al., 2007).

Os fatores ambientais, tais como a salinidade e a temperatura, influenciam o
metabolismo dos peixes, afetando as suas exigéncias em acidos gordos. Este facto estd
relacionado com a poiquilotermia (i.e. auséncia de um mecanismo interno de
regulacdo da temperatura corporal). Nesse sentido, espécies aquaticas de dguas frias
apresentam um teor maior em PUFAs do que espécies de regides tropicais (Henderson

& Tocher, 1987).

Embora a influéncia dos parametros ambientais na determinacdo das exigéncias
lipidicas para peixes seja importante, a alimentacdo é o fator que mais contribui para o
perfil de dcidos gordos dos triacilglicerdis destes animais (Watanabe, 1987). Como tal,

a base das cadeias tréficas das diversas espécies de peixes é um fator altamente
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condicionante na medida em que os produtores das cadeias tréficas marinhas e
dulgaquicolas sdao distintos em termos de perfil de acidos gordos. Os produtores de
teias alimentares marinhas sdo algas unicelulares ricas em PUFAs sobretudo da familia
w3 enquanto os produtores das teias alimentares dulgaquicolas apresentam um maior
teor em PUFAs da familia w6. Esta diferenca vai condicionar a composi¢cdo em acidos
gordos existentes nos musculos e figado das espécies marinhas e dulcaquicolas

(Martino et al., 2002).

A percentagem de 4cidos gordos altamente insaturados, apesar de elevada em ambos
os casos € inferior nos peixes dulcaquicolas (70%) em relacdo aos peixes marinhos
(85%) (FAO, 2005). Pode assim afirmar-se que os peixes sdo boas fontes de acidos
gordos polinsaturados de cadeia longa (Ackman, 1982; Ozogul & Ozogul, 2007; Ozogul
et al., 2011; Hossain, 2011; Jabeen & Chaudhry, 2011; Prato & Biandolino, 2012), no
entanto é de realcar a diferente composicdo entre peixes marinhos e dulgaquicolas

(Souza et al., 2007).

Os peixes marinhos caracterizam-se por niveis baixos de LA e ALA, no entanto
apresentam niveis elevados de 4acidos gordos altamente insaturados w3 (Steffens,
1997; Souza et al., 2007; Ozogul et al., 2011), sendo o EPA e DHA os dominantes
(Ackman, 1999). Uma vez que os peixes marinhos obtém elevados teores de PUFAs
diretamente na sua dieta, a capacidade de alongar e dessaturar os PUFAs foi sendo
reduzida, devido a uma diminui¢cdao dos enzimas envolvidos nestes processos (Olsen,
1999; Tocher, 2003). Considerando este facto, pode dizer-se que a capacidade da
maioria das espécies marinhas em alongar e dessaturar o LA e o ALA para 4cidos
gordos de cadeias mais longas (i.e. EPA, DHA e AA) é baixa, insuficiente ou nalguns

casos até mesmo nula (Olsen, 1999; Sargent et al., 1999).

Em contrapartida, os peixes dulgaquicolas apresentam niveis superiores de PUFAs com
cadeias de 18 carbonos (i.e. AL e ALA), e também apresentam quantidades aprecidveis
de AA, EPA e DHA (Steffens, 1997). Este facto encontra-se associado a uma maior
capacidade, relativamente aos peixes marinhos, em alongar e dessaturar acidos gordos
da sua cadeia tréfica, pois mantiveram os mecanismos enzimaticos (i.e. 4> e A°

desaturases) para a sintese de HUFAs, principalmente devido a baixa proporc¢ao destes
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ultimos na dieta. Nesse sentido, o LA e o ALA satisfazem as necessidades em acidos
gordos essenciais das familias w6 e w3 respetivamente (Bell et al., 1986). Todavia é de

realcar que estes processos sao morosos (Steffens, 1997; Souza et al., 2007).

2.5. O caso particular da lampreia-marinha

2.5.1. Caracterizagdo geral

2.5.1.1. Filogenia e taxonomia

As lampreias pertencem a ordem dos Petromyzontiformes, que juntamente com as
Mixinas (ordem: Myxinidae) sdo os Unicos representantes atuais da superclasse

Agnatha (peixes desprovidos de mandibula) (Hardisty, 1986).

A superclasse Agnatha surgiu na era Paleozoica a aproximadamente 400-500 milhdes
de anos, estando o primeiro féssil reconhecido de lampreia datado em
aproximadamente 360 milhdes de anos (Janvier, 2007; Wilkie, 2011). Estas primeiras
lampreias apresentavam uma morfologia geral bastante semelhante as lampreias
existentes na atualidade, sendo estas ultimas consideradas como fésseis vivos devido a

sua capacidade de se adaptar e persistir ao longo dos tempos (Janvier, 2007).
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De acordo com Nelson (2006) e Janvier (2007), a lampreia-marinha é classificada na

seguinte posicao filogenética:

Filo Chordata
Subfilo Craniata
Superclasse Petromyzontomorphi
Classe Petromyzontida
Ordem Petromyzontiformes
Familia Petromyzontidae
Subfamilia Petromyzontinae
Género Petromyzon

Espécie Petromyzon marinus

A subfamilia Petromyzontinae, pertencente a familia Petromyzontidae, encontra-se
dividida em 2 géneros, o género Ichthyomyzon (com 6 espécies) e o género
Petromyzon que compreende apenas a espécie Petromyzon marinus, Linnaeus, 1758

(figura 8) vulgarmente conhecida como lampreia-marinha (Hubbs & Potter, 1971).

Figura 8 - llustragdo da lampreia-marinha (Petromyzon marinus, Linnaeus. 1758)

(Adaptado de Iglésias, 2013)

Em Portugal existem 6 espécies de lampreia: a lampreia-marinha (Petromyzon
marinus, Linnaeus, 1758), a lampreia-de-rio (Lampetra fluviatilis, Linnaeus, 1758), a

lampreia-de-riacho (Lampetra planeri Bloch, 1784) e trés espécies endémicas de
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Portugal, a lampreia-da-costa-da-prata (Lampetra alavariensis, Mateus, Alves,
Quintella & Almeida, 2013), a lampreia-do-nabdo (Lampetra auremensis, Mateus,
Alves, Quintella & Almeida, 2013) e a lampreia-do-sado (Lampetra lusitanica, Mateus,
Alves, Quintella & Almeida, 2013), estas ultimas descobertas recentemente e cujos

nomes remetem para os locais de origem (Mateus et al., 2013).

2.5.1.2. Ciclo de vida da lampreia-marinha

A lampreia-marinha é uma espécie anadroma, isto é, parte do seu ciclo de vida é
passado em ambiente marinho e a outra parte em agua doce, na qual sobe os rios para
acasalar e desovar (Hardisty & Potter, 1971a). Durante o seu ciclo de vida realiza duas
migracdes, uma tréfica e uma reprodutiva (Hardisty & Potter, 1971b). Por estes
motivos o ciclo de vida da lampreia (figura 9) pode ser dividido em duas fases distintas,
uma fase larvar e microfagica em ambiente dulgaquicola e uma fase adulta e parasitica

em ambiente marinho (Hardisty & Potter, 1971b; Quintella, 2006).

v 1| ACASALAMENTO 2| DESOVA
Abril a Junho

10| CONSTRUZAD DO NINHO

3| INCUBACAO
9| MIGRACAQ REPRODUTORA 3 Semans
Dezembro a Maio <
=
3
= M
8| AMBIENTE MARINHO i /
< <C |
Fase Parasita [

// /| EMERGENCIA DOS AMOCETES
// Migracdo

\ f
Q" 5| LArvAs
\> -5 Anos nos sedimentos
7| LAMPREIAS JOVENS \
Migragdo para o mar \

6 | METAMORFOSE PARA ADULTO

\W Agosto a Dezembro
Pico em Outubro e Novembro

~

1-2 anos

Figura 9 — Esquema do ciclo bioldgico da lampreia-marinha
(Autoria de Susana Raposo de Almeida, 2014)
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A lampreia-marinha é um animal didico, a fecundacdo é externa e o desenvolvimento é
indireto. Existe um estdgio larvar, no qual é denominada amocete e cuja principal
caracteristica é ser desprovida de olhos e de denticdao. Nos rios portugueses, 0s
amocetes permanecem enterrados em fundos de substrato fino durante 4 a 5 anos
(Quintella et al., 2003) alimentando-se por filtragdo de modo ndo seletivo, na sua
maioria de microrganismos e de particulas organicas em suspensdo na coluna de dgua
(Hardisty & Potter, 1971a). Apds o periodo de larva, os amocetes sofrem um processo
de metamorfose, necessdrio para preparar os organismos para o seu futuro habitat em
ambiente marinho (Youson & Potter, 1979). Ao longo do processo de metamorfose,
existem alteracOes e rearranjos teciduais, sendo os lipidos a principal fonte de energia
durante o periodo ndo trofico (Youson, 1980). Este processo ocorre quando os
amocetes apresentam um comprimento médio de 140mm e decorre em Portugal
desde o final do Verdo (Agosto/Setembro) até ao meio do Inverno (Janeiro/Fevereiro)

com predominancia nos meses de Outubro e Novembro (Quintella et al., 2003).

No fim da metamorfose, as larvas transformadas exibem adaptacdes morfoldgicas,
fisioldgicas e bioguimicas (Youson, 1980) antes de entrar no lago ou oceano (Beamish,
1980). As lampreias jovens metamorfoseadas iniciam a migracdo para aguas marinhas,
e permanecem na plataforma continental até atingir a maturacdo sexual (Doadrio,
2001). A fase adulta ocorre em meio marinho e tem geralmente a duracdo de dois
anos (Beamish, 1980), mas ja foram capturados individuos onde se verificou que a

duracdo desta fase foi de apenas 13 meses (Silva et al., 2013).

Durante a fase marinha sao parasitas hematéfagos, o que significa que se alimentam
do sangue dos seus hospedeiros. Para tal fixam-se as secc¢oes laterais dos hospedeiros
com auxilio do seu disco bocal, alimentando-se de sangue e fluidos de diversas
espécies de peixes e cetaceos (Beamish, 1980; Silva et al., 2014). Apds um periodo de 1
a 2 anos de alimentacdo hematdfaga (Hardisty & Potter, 1971b; Silva et al., 2013) as
lampreias atingem o tamanho adulto e retornam a ambiente dulgaquicola com fins

reprodutivos (Doadrio, 2001).
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A lampreia-marinha volta ao rio, com um peso médio de 1,3 kg e 80 cm de
comprimento, para iniciar a migra¢ao até ao local de acasalamento e desova. A época
da migragao reprodutiva da lampreia-marinha encontra-se dependente de diversos
fatores fisicos tais como a latitude, temperatura da dgua e o caudal de descarga dos
rios (Hardisty & Potter, 1971a) e ainda fatores bidticos, sendo de destacar a libertacdo
de feromonas por parte dos machos que induz nas fémeas comportamentos
reprodutivos, preferéncia pelo local de acasalamento e desova (Li et al., 2002). Em
Portugal,a migragdo reprodutiva ocorre desde os finais de Dezembro até Maio/Junho,

com o pico durante os meses de Fevereiro a Margo (Almeida et al., 2000).

A partir do momento em que as lampreias iniciam a sua migragao reprodutiva deixam
de se alimentar. Este periodo de jejum é caracterizado por diversas alteracdes no
organismo, como a atrofia da maioria dos érgdos e tecidos, que ocorre em simultaneo
com o desenvolvimento das génadas (Larsen, 1980). Os machos sdo os primeiros a
iniciarem a migragao e a chegarem aos locais de postura a fim de construir os ninhos
(Hardisty & Potter, 1971b). Apds a conclusdo do ninho, sdo depositados entre 152 000
e 304 000 ovos juntamente com o fluido espermatico e ocorre a fecundacao (Hardisty
& Potter, 1971b). A populacdo reprodutora acaba por morrer apds a postura devido a
exaustdo das reservas corporais e quebra dos mecanismos de regulacdo metabdlica,

falta de substancias essenciais e acumulagdo de substancias toxicas (Larsen, 1980).

2.5.1.3. Caracteristicas morfolégicas da lampreia-marinha

As lampreias possuem um corpo alongado e anguiliforme desprovido de escamas, mas
revestido por epiderme estratificada e com glandulas produtoras de muco. O
esqueleto é cartilagineo e ndo apresentam barbatanas pares. Caracterizam-se por
possuirem duas barbatanas dorsais triangulares dispostas longitudinalmente que se
fundem numa sé de acordo com a maturacdo sexual e o inicio do periodo de desova
(Hardisty & Potter, 1971a) e uma barbatana caudal protocérquica. Na superficie dorsal
existe um “nostril”, ou abertura naso-hipofisial, que contacta internamente com o

sistema naso-hipofisial e caracterizam-se pela presenca de sete pares de fendas
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branquiais dispostas em serie (Hardisty & Potter, 1971a; Janvier 2007; Wilkie, 2011).
Sendo pertencente aos Agnatas, ndo apresenta mandibula, possuindo uma boca
semelhante a uma ventosa circular onde estdo implantados dentes suctérios utilizados
para perfurar a pele dos seus hospedeiros e ainda varias placas dentarias e duas placas
linguais. A lampreia-marinha produz uma substancia anticoagulante a qual é injetada
no ferimento do hospedeiro, mantendo-o aberto e evitando que o sangue coagule.
Esta espécie quando inicia a migragcdo reprodutiva deixa de ser parasita e os seus
dentes degeneram, ndo se alimentando enquanto adultos, tendo como Unica funcao a
reproducao (Quintella et al., 2003). As lampreias ndo possuem um “verdadeiro”
estdbmago, apenas um intestino alargado desde a abertura esofagica até a cloaca, o
coracdo esta confinado dentro de uma cdpsula cartilaginea periférica e a coluna
vertebral é achatada e assenta no notocérdio que confere rigidez ao organismo

(Hardisty, 1986).

2.5.2. Distribuicao geografica da lampreia-marinha

A lampreia-marinha encontra-se distribuida geograficamente em ambos os lados do
Atlantico Norte (figura 10). A forma anadroma ocorre na costa Este da América do
Norte desde o Labrador (Canada, 53°N) até a Florida (E.U.A., 30°N) e na costa Oeste do
Atlantico desde a Peninsula de Kola (Russia, 70°N) a norte, até a Peninsula Ibérica
(38°N) a sudoeste e ao Mar Adriatico (40°N) a sudeste (Hardisty, 1986; Beamish, 1980).
Ocasionalmente é possivel a ocorréncia de lampreias na Irlanda, Gronelandia, no Mar
do Norte e no Mar Baltico, e também em latitudes inferiores como no Norte de Africa
(Hardisty, 1986). Existem também algumas populacdes holobidticas (ou seja, que
completam o ciclo de vida todo em 3agua doce) de lampreia-marinha nos Grandes
Lagos da América do Norte, no entanto ndo foi reportada nenhuma populag¢do na

Europa com estas caracteristicas (Kottelat & Freyhof 2007).
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Figura 10 - Distribuicao geografica da lampreia-marinha a nivel mundial

(Adaptado de Quintella, 2006)

A lampreia-marinha pode ser encontrada em todas as bacias hidrograficas Portuguesas
(Minho, Lima, Cavado, Douro, Vouga, Mondego, Tejo e Guadiana), no entanto é mais
abundante nas regides Centro e Norte do Pais (Almeida et al., 2002b; Quintella et al.,
2003).

Em Portugal, a lampreia-marinha encontra-se classificada como vulneravel no Livro
Vermelho dos Vertebrados (Rogado et al., 2005) na medida em que enfrenta um risco
de extincdo elevado. A acentuada diminuicdo do efetivo populacional encontra-se
associada a diversos fatores dos quais se destaca a construcdao de barragens,
destruicdo do habitat, qualidade e disponibilidade de dgua e sobre pesca (Quintella et

al., 2003; ICN, 2006).

Os principais rios de Portugal, assim como respetivos afluentes, sdo os habitats da
lampreia-marinha (figura 11) e sdo utilizados pela espécie desde o inicio do periodo de
migragao reprodutiva até ao momento da desova, sendo imprescindiveis para o

completar do ciclo de vida (Quintella et al., 2003).
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Figura 11 — Habitat disponivel para as populagdes de lampreia-marinha nos rios Portugueses

(Adaptado de Almeida et al., 2002b)

2.6. Caracterizacao geral das bacias hidrograficas dos rios Mondego e
Guadiana

A bacia hidrogréfica do rio Mondego é a segunda maior bacia inteiramente
Portuguesa, e situa-se na regido centro de Portugal (figura 12), sendo limitada pelos
paralelos 39246’ e 40248’ de latitude Norte e os meridianos 7214’ e 8252’ de longitude
Oeste. Pertence a 42 regido hidrografica de Portugal Continental juntamente com os
rios Vouga, Lis e Ribeiras do Oeste, e ocupa uma area de 6 645 km?. O rio Mondego
nasce na Serra da Estrela a 1547 m de altitude, percorrendo 258 km até desaguar no
Oceano Atlantico junto a Figueira da Foz. Os principais afluentes sdo, na margem
direita, os rios Alva, Arunca, Ceira e Pranto e na margem esquerda, o rio Ddo (INAG &
ARH CENTRO, 2009). Com a construcdao do Acude-Ponte em Coimbra, a lampreia-
marinha ficou forcada a completar o seu ciclo de vida nos primeiros 35Km a jusante do
rio (Quintella et al., 2003), conseguindo transpor este obstaculo apenas em anos com

caudais excecionalmente grandes. Desde a construcdo da escada para peixes no
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Acude-Ponte, inaugurada em 2011, a lampreia-marinha consegue migrar com maior
facilidade para cursos superiores do rio, entrando em alguns dos seus tributdrios como

o rio Ceira e rio Alva (Almeida et al., 2002a).
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Figura 12 — Localizag¢do da bacia hidrografica do rio Mondego

(Autoria de Susana Raposo de Almeida, 2014)

A bacia hidrografica do rio Guadiana (37° até 40°N e 02° até 08°0) constitui a 72 regido
hidrografica de Portugal em conjunto com as bacias hidrograficas das ribeiras de costa
(figura 13). E uma bacia internacional com uma &rea aproximada de 11 600 km? em
territério Portugués (17%) e 55 400 km? em territ6rio Espanhol (83%). O rio Guadiana
nasce nas lagoas de Ruidera em Espanha, a 868 m de altitude, desenvolvendo-se ao
longo de 810 km até a foz, no oceano Atlantico, junto a Vila Real de Santo Anténio. Em
Portugal, o rio tem um desenvolvimento total de 260 km e é o coletor principal dos
cursos de agua do Alentejo Oriental (INAG & ARH ALENTEJO, 2009). Os seus principais
afluentes, em Portugal, sdo os rios Caia, Degebe, Cobres, Vascdo e Odeleite, na sua

margem direita, e Ardila e Chanca na sua margem esquerda (Loureiro et al., 1986).
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Figura 13 - Localizagdo da bacia hidrografica do rio Guadiana

(Autoria de Susana Raposo de Almeida, 2014)

Em condicdes meteoroldgicas normais, a lampreia-marinha consegue migrar apenas
até a falha geoldgica natural denominada de “Pulo do Lobo” (85 km a montante da
foz). Em anos de caudais elevados, ha registos de animais capturados a montante
deste obstaculo natural, assim como evidéncias da presenca de larvas desta espécie no

afluente Vascao (Quintella, 2006).
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3. Metodologia

Este trabalho foi realizado de acordo com as recomendagdes presentes no Guia de
Cuidados e Utilizagao de Animais de Laboratério da Unido Europeia e que em Portugal
se encontra representado pelo Decreto — Lei n? 129/92, Portaria n2 1005/92. Todo o
procedimento experimental até a obtencao dos tecidos para analise foi assim realizado
no Fluvidrio de Mora, detentor de licenca institucional para experimentacdo animal e
sob a dire¢do da orientadora desta dissertacao, credenciada como investigadora
coordenadora para a pratica de experimentacao animal desde 2008 pela Direcao Geral
de Veterinaria e portadora de diploma de curso creditado pela FELASA (Federation of

European Laboratory Animal Science Associations), Categoria C.

O quadro fornecido em anexo sumaria os equipamentos (com respetiva marca e

modelo) utilizados nos diverosos procedimentos.

3.1. Estratégia e captura

Para a realizacdo deste trabalho foi necessario previamente trabalho de campo nas
bacias hidrograficas do Mondego e do Guadiana atendendo ao ciclo de vida desta
espécie. Esta tarefa permitiu a captura de 15 animais por bacia (30 animais no total),
dissecdo e obtencdo de dados biométricos. Apds a captura toda a operacdo se
desenvolveu na sala de experimentacdo animal do Fluviario de Mora e enquadrou-se

numa Call do ICAAM (Instituto de Ciéncias Agrdrias e Ambientais Mediterraneas).

As capturas foram realizadas por pescadores locais, recorrendo as artes tradicionais
de pesca. Todos os individuos foram capturados nas areas utilizadas pelos pescadores
sempre que a pesca se destina ao fornecimento para os restaurantes da zona, ou seja,
na Figueira da Foz (40° 7' 0” N, 8° 54’ 0" W) e na zona de Mértola (37° 38" 0" N, 7° 40’

0" W) no Rios Mondego e Guadiana respetivamente.

Os 15 individuos correspondentes a cada uma das duas bacias foram transportados

vivos para o Fluvidrio de Mora, num tanque de polietileno com cerca de 0,4m? de
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capacidade, equipado com bomba oxigenadora. Durante o periodo de permanéncia no
laboratério instalou-se um sistema de suporte de vida adequado (filtro bioldgico,

refrigerador e oxigenador).

Foi necessdrio este procedimento prévio atendendo ao periodo de migragao
reprodutora da lampreia-marinha, o qual acontece entre Janeiro e Abril de cada ano e,
que de outro modo, tornava invidvel a realizagdo de amostragens, tratamento
laboratorial, tratamento de dados e elaboracdo da dissertacdo no periodo de tempo

estipulado.

3.2. Recolha de dados biométricos, tecido muscular e determinagao do
género

Para cada individuo procedeu-se a determinacdo dos dados biométricos: massa
corporal (vulgarmente designada por peso total em g) e comprimento total (mm)
medido entre a extremidade do disco oral e a extremidade da barbatana caudal.
Procedeu-se a recolha de musculo, extraido sempre na proximidade da linha média
dorsal, do flanco esquerdo do animal, junto a barbatana dorsal e correspondente a
area do tronco e procedeu-se a lavagem imediata com uma solugdo de cloreto de
sédio a 0.9%. Em seguida efectuou-se a pesagem, envolveu-se em papel vegetal,
seguida de folha de aluminio e finalmente guardou-se em sacos de plastico

previamente identificados.

Todas as amostras foram colocadas em canisters, mergulhadas em azoto liquido e
posteriormente armazenadas em arcas ultracongeladoras a -80°C até a sua utilizacao,
salvo algumas andlises, que por terem que se realizar em tecido fresco foram

igualmente processadas neste periodo.

Imediatamente apds a dissecao foi determinado o género dos individuos mediante
observacdo das gonadas. Sempre que existiu alguma duvida, foram analisadas

preparacdes histoldgicas no Centro de Oceanografia da Universidade de Lisboa.
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Em 2014, durante os meses de Fevereiro a Maio procedeu-se as restantes analises
laboratoriais. Todo o trabalho experimental foi realizado nos laboratérios do ICAAM,
concretamente no Laboratério de Enologia e nos Laboratérios de Tecnologia e
Qualidade dos Produtos Regionais, e de Nutricdo e Metabolismo da Universidade de
Evora. No més de Junho foi feita a analise estatistica e tratamento dos dados e nos
meses de Julho a Setembro procedeu-se a discussdo dos resultados e escrita da

dissertagao.
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3.3. Organigrama

De seguida encontra-se o organigrama de forma a permitir a simplificacdo e

racionalizacdo, através da representacdao esquemadtica, de todas as etapas que foram

executadas de forma a caracterizar-se o perfil lipidico nutricional da lampreia-marinha

das bacias dos rios Mondego e Guadiana.

Captura e eutanasia dos

30 animais analisados

Recolha dos dados

L.

biométricos

L

Dissecacdo e obtencdo de amostras
de musculo de lampreia

|k

Analise do indice de

Fracionamento, liofilizacdo e

preservacdo do musculo-esquelético

acido tiobarbiturico; I
Determinacdo do
teor de humidade e

cinzas

Extracdo e quantificacdo dos lipidos
totais do musculo-esquelético

Determinagdo do teor de
energia por calorimetria

L.

Metilacdo dos acidos gordos e
cromatografia gasosa dos ésteres
metilicos dos acidos gordos

Determinagdo do teor de
colesterol total dos lipidos totais

Identificacdo e quantificagdo
dos 4cidos gordos

Conversdo de éster metilico
para acido gordo em mg/100g

Cdélculo dos parametros nutricionais

Andlise estatistica dos resultados

«l
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3.4. Procedimento experimental
3.4.1. Determinagao do teor de humidade

O teor de humidade foi determinado de acordo com o método descrito na Norma
Portuguesa 2282 (IPQ, 1991). Neste método é feita a dispersdao da amostra, secagem a

temperatura de 105 + 2°C e arrefecimento até peso constante.

As amostras para analise (musculo) foram descongeladas a temperatura ambiente e
homogeneizadas. Colocaram-se os cadinhos na estufa a 100°C durante 30 minutos e
em seguida foram arrefecidos em exsicador e pesados. Pesou-se 10g (+0.001 g) de
amostra homogeneizada para os cadinhos e deixou-se na estufa a 105°C (+2) durante
uma noite. No dia seguinte retirou-se da estufa e colocou-se num exsicador até
arrefecer e procedeu-se a pesagem. Esta operacdo foi repetida até a diferenca entre
duas pesagens consecutivas ser nula. Todas as amostras foram analisadas em

duplicado.

Para determinar a percentagem de humidade das amostras utilizou-se a seguinte

equacao:

m m
100 - —%—< %100
m

Na qual:
m, — representa a massa da amostra (g);
m. — representa a massa do cadinho (g);

M¢, — representa a massa do cadinho e da amostra apds a secagem (g);
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3.4.2. Determinagao do teor em cinza

O teor de cinza total foi determinado de acordo com o método descrito na Norma
Portuguesa 2032 (IPQ, 1988). Neste método a amostra seca (apds a determinagdo do
teor de humidade) é carbonizada e incinerada a uma temperatura de 500 + 25°C e

pesa-se o residuo.

Apds a determinacdo do teor de humidade, os cadinhos foram colocados na mufla a
uma temperatura de 500 + 25°C durante 16 horas para inceneragao. No final
transferiram-se os cadinhos para um exsicador para arrefecer e registou-se o peso.

Cada amostra foi analisada em duplicado.

Calculou-se o teor de cinza total, expresso em percentagem, utilizando a seguinte

equagao:

m.,. —m
€ %100
Meg — Mg

Na qual:

mc— representa a massa do cadinho com o residuo (g);
m. — representa a massa do cadinho (g);

M¢, — representa a massa do cadinho e da amostra apds a secagem (g);

3.4.3. Determinagao do grau de oxidagdo lipidica

O indice de 4acido tiobarbiturico (TBA-i) permite analisar o teor em aldeido maldnico
(malonaldeido) presente no musculo, que é o principal produto secundario da
oxidacdo lipidica, resultante da degradacdo de acidos gordos polinsaturados e da
producdo de compostos carboxilicos, e que estd associado ao aroma e sabor

desagradavel que alguns alimentos apresentam (Vyncke, 1970; Kong et al., 2008).

44



1
Qualidade nutricional do perfil lipidico da carne de lampreia-marinha (Petromyzon | 2014
marinus, L.) utilizada em consumo humano

O grau de oxidacdo lipidica foi avaliado pela técnica de determinacdo do indice de
acido tiobarbiturico (TBA), utilizando o método espectrofotométrico descrito no
projeto de Norma Portuguesa 3356 (IPQ, 1990). Resumidamente esta determinacdo
tem por principio a extracdao do aldeido malénico da amostra com uma mistura de
acido tricloroacético (TCA), galato de propilo e EDTA (acido etilenodiamino tetra-
acético). A reacdo do aldeido malénico com o acido tiobarbiturico forma um complexo
corado vermelho, cuja absorvancia é medida no espectrofotémetro com um
comprimento de onda de 538 nm. Todas as amostras, assim como as curvas padrdo de

cada ensaio (realizadas paralelamente) foram analisadas/realizadas em duplicado.

O indice de TBA, em mg de aldeido maldnico por 1000 g da amostra, foi calculado

recorrendo a seguinte equacao:

TBA_72><C
T mxV

X [30 + (m x H)]

Na qual:

¢ — Concentragao de aldeido malénico (umol)*;
V — Volume utilizado para o ensaio (mL);
H — Teor de Humidade da amostra (%);

m — Massa da amostra (g).

*A concentracao de aldeido maldnico foi calculada a partir da curva-padrao.

3.4.4. Determinacao do teor de energia bruta

O valor energético das amostras foi determinado com base na norma ISO 9831 (1998),
através da medicdo do poder calérico num Calorimetro de combustdo isoperibdlico
automatico, com unidade interna de termorregulacdo e recirculacdo de agua (Parr

6400 Oxygen Bomb Calorimeter).

O valor calorifico (calor de combustao) medido pelo calorimetro resulta da oxidacdo da

amostra mediante combustdo em presenca de oxigénio puro, numa bomba
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calorimétrica, estanque e imersa num depdsito com dgua. O calor produzido durante a
combustdo da amostra é absorvido pelo metal da bomba e transmitido a agua, e
guantificado pelo incremento da temperatura da agua tendo em conta os calores

especificos da dgua e da bomba.

Pesaram-se 500 mg de amostra de musculo liofilizado e homogeneizado, que foram
comprimidos numa prensa (Parr Pellet Press 2811) e colocados dentro de um cadinho

de aco inoxidavel.

Este cadinho, por sua vez, é colocado dentro da bomba onde se dard a combustdo da

amostra. Todas as amostras foram analisadas em duplicado.

Os resultados foram determinados automaticamente pelo equipamento e expressos
em megajoule (MJ) por kg de matéria seca. Estes resultados foram convertidos para
quilocalorias (Kcal) por 100g de peso humido de modo a serem compardveis com os
valores nutricionais encontrados na bibliografia de pescado. Para a referida conversao
considerou-se o fator de conversao de joules para calorias (1MJ = 239 Kcal) e recorreu-

se a seguinte equacao:

Kcal) _ Eyyx 239

= XM.S
100g

E .
nergia ( 10

Na qual:

Ewvy — Energia da amostra em Megajoules;

M.S. — Matéria seca da amostra;

3.4.5. Determinacao dos lipidos totais e andlise da composi¢ao em acidos gordos

Para a determinacdo dos lipidos totais presentes no musculo retirou-se uma amostra
de 5 g de musculo e procedeu-se a liofilizacdo durante 48 horas (a uma temperatura
de -45 °C e a uma pressdo de aproximadamente 10" mbar), até a obtencdo de massa
constante. Apds pesagem a amostra liofilizada foi homogeneizada para extracdo dos

lipidos totais.
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Pesou-se cerca de 200 mg (+0,002) de amostra liofilizada previamente triturada,
adicionou-se cerca de 2g de agente inerte (Terra de Diatomaceas) e homogeneizou-se.
Colocou-se a mistura resultante numa célula de extracdo de 10mL, com um filtro
celuldsico previamente aplicado e colocou-se terra de diatomaceas até perfazer o
volume total da célula sobre o qual se aplicou o segundo filtro celuldsico. Colocou-se a
célula no ASE (Accelerated Solvent Extraction, figura 14) que foi programado com as

condig¢Oes indicadas na tabela 2.

Tabela 2. Parametros programados no ASE para a extra¢do dos lipidos totais

Parametros Condicoes

Temperatura 100°C
Pressao 13.8 MPa
Mistura Solvente Cloroférmio: metanol (60%: 40%) com BHT (100 mg/L)
N2 Ciclos Extracdo Estaticos 2
Tempo de ciclo 5 Minutos
Purga das Células Azoto durante 60 segundos

Ap0ds a recolha do extrato lipidico, este foi transferido para um baldo de evaporacgado de
50mL devidamente tarado e identificado, e procedeu-se a evaporagdo num
evaporador rotativo a 50°C. Apds a evaporagao determinou-se a massa do residuo
seco, correspondente ao teor de lipidos totais da amostra e calculou-se a percentagem

de lipidos totais mediante a equacdo:

. ) Massa do Residuo Seco
Lipidos Totais (%) = Massa da Amostra x 100

Em seguida, redissolveu-se o extrato seco em 1 mL de solugdo metandlica de hidréxido
de sddio (0,5 N) e colocou-se em tubos de metilagdo (10mL) previamente etiquetados

e procedeu-se a transesterificacdo dos lipidos totais.
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Figura 14 - “Accelerated Solvent Extractor”

Para a transesterificacdo dos lipidos totais submeteram-se as amostras aos processos
de saponificacdo e metilagdo de acordo com o método descrito por Morrison & Smith

(1964).

Em tragos gerais, apds adicionar aos tubos de metilagdo, que contém os lipidos totais,
1mL de solucdo metandlica de hidréxido de sddio (0,5 N) deixou-se saponificar a 70°C
durante 15 minutos em “hotte”. Deixou-se arrefecer ligeiramente os tubos e
adicionou-se 1 mL de trifluoreto de boro em metanol a 14%, agitou-se com o vértex e
colocou-se a metilar a uma temperatura de 70°C durante 10 minutos. Apds a metilagdo
deixou-se arrefecer até a temperatura ambiente antes de abrir os tubos e adicionou-se
3 mL de agua destilada, para parar a reacao, e 1 mL de éter de petrdleo. Em seguida
agitou-se os tubos vigorosamente e deixou-se a repousar a 2°C durante 12 horas ou
até a separacdo das duas fases. Recolheu-se o sobrenadante contendo os ésteres
metilicos de acidos gordos para viais identificados e adicionou-se 100uL de uma
solucdo de concentracdo conhecida de padrao interno (éster metilico de C19:0). Cada
amostra foi diluida para metade em éter de petréleo. Os viais foram selados
hermeticamente e armazenados a -20°C até a andlise cromatografica das amostras.

Sempre que necessario concentraram-se as amostras sob corrente de azoto.

Os ésteres metilicos dos acidos gordos foram analisados num cromatdgrafo (Hewlett
Packard 6890 GCsystem, figura 15), equipado com injetor split-splitless, detetor de
ionizacdo por chama e coluna capilar Omegawax 320 da Supelco (30 m de

comprimento x 0,32 mm de didmetro interno, 0,25 um de espessura de filme). O gas
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de arraste utilizado foi o hidrogénio com um fluxo de 1 mL/min a 200°C encontrando-

se as condi¢bes experimentais descritas na tabela 3.

Figura 15 - Cromatdgrafo de fase gasosa

(Hewlett Packard 6890 GCsystem)

Tabela 3. Parametros programados no GC

Parametros Condicdes

Temperatura do injetor 260°C
Temperatura do detetor FID 270°C
Temperatura inicial do forno 140°C
Temperatura final do forno 240°C

Rampa de temperatura 4°C/min

Fluxo de Hidrogénio 1.0 mL/min
Tempo de corrida 35 min

As areas dos picos resultantes foram corrigidas pelos fatores de resposta teéricos
relativos do FID (Ackman, 2002). O padrdo interno utilizado foi o éster metilico do
C19:0, o qual foi adicionado a cada amostra e cromatografado nas mesmas condicoes
experimentais. Em paralelo, foi cromatografado um padrdao externo FAME Mix 37
(10mg/mL em diclometano ao qual foi adicionado C22:5w3) (figura 16), nas mesmas

condigdes experimentais.
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Figura 16- Cromatograma dos 4cidos gordos do padrdo externo “FAME MIX 37”

Para cada acido gordo, os valores obtidos foram expressos em percentagem do total

de 4cidos gordos identificados na amostra, de modo a eliminar efeitos de

concentracdo de acordo com a equacgao:

] Ai
Area (%) = SA x 100

Na qual:

Ai = drea do pico do componente individual (i);

YA = soma de todas as areas dos picos identificados.

Na medida em que a forma mais adequada para apresentacdo de resultados em

estudos nutricionais é converter os teores dos acidos gordos em mg de acido gordo

por 100g de musculo peso humido (mg/100g) (Afonso, 2009), foi necessario

determinar previamente um fator de correc¢ao tedrico para ésteres metilicos de acidos

gordos (Fcr) e um fator de conversdo de éster metilico para acido gordo (Fcea)

(Visentainer, 2012), de acordo com as equacoes:

P _ FCTx
CTX = FrC19: 0
Na qual:

Ferx = fator de conversao tedrico do acido gordo X;

FcrC19:0 = fator de conversao tedrico do padrao interno;

50



1
Qualidade nutricional do perfil lipidico da carne de lampreia-marinha (Petromyzon | 2014
marinus, L.) utilizada em consumo humano

_ MMgpac
Fcea = MM,

Na qual:

Fcea = fator de conversao de éster metilico para acido gordo;
MMemac = massa molecular do éster metilico de acido gordo;

MM = massa molecular do acido gordo;

Ap0s o célculo dos fatores de corregcdao e de conversao recorreu-se a equagao seguinte
(Visentainer, 2012; Kramer et al., 2013) para determinagao da massa dos acidos gordos

em mg/g de extrato lipidico:

M, x Ay X Fer
X7 A, X My X Fegy

Na qual:

My = massa do acido gordo X em mg/g de extrato lipidico;
Mp = massa do padrao interno (C19:0) em mg;

Ay = drea do éster metilico de acido gordo;

Fcr = fator de corregdo tedrico;

A = drea do padrdo interno;

Ma = massa da amostra (g);

Fcea = fator de conversao de éster metilico para acido gordo.

Finalmente, apds a apresentacdo do valor de cada acido gordo em mg/g de extrato
lipidio determinou-se o valor em 100 g de peso humido de musculo de acordo com a

equagao:

(My X M,7) X 100
MAL

Acido gordo (mg/100g) = [ 1 X MS

51



1
Qualidade nutricional do perfil lipidico da carne de lampreia-marinha (Petromyzon | 2014
marinus, L.) utilizada em consumo humano

Na qual:

My = massa do acido gordo X em mg/g de extrato lipidico;
Mt = massa dos lipidos totais (g);
MaL = massa da toma liofilizada (g);

MS = percentagem de matéria seca da toma.

Os resultados expressos em mg/100g de musculo (peso humido) foram utlizados no
calculo dos somatdrios dos principais tipos e familias de dcidos gordos e também no

calculo dos indices nutricionais.

Em virtude de a coluna capilar utilizada (Omegawax 320) fazer a coeluicao dos acidos
gordos C22:6w3 (docosahexaendico - DHA) e C24:109 (Nervénico) e para evitar
sobrestimar-se o valor do DHA, selecionaram-se aleatoriamente algumas amostras
para serem analisadas por espetrofotometria de massa a fim de se poder confirmar se
estes dois acidos gordos estavam presentes ou se o pico corresponderia apenas ao
DHA. As amostras foram analisadas por GC/MS no laboratério de quimica da Faculdade
de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa. O padrdo utilizado foi o

FAME MIX 37 da Supelco.

O equipamento utilizado foi um GC/MS (Bruker Scion 456), equipado com uma coluna
BR-Swax de 30 x 0,25 mm x 0,25 um de espessura de filme, com um programa de
temperatura de 120°C durante 5 minutos, seguido de uma rampa de 4°C/min até
240°C durante 10 minutos. O MS operou em modo de “Full scan” de 40-450 Da. A linha
de transferéncia e fonte ambas as 2202C, a voltagem para acelerar os eletrdes foi de

70 eV.
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Tabela 4. Parametros programados no GC/MS

Parametros Condigdes

Temperatura do injetor 250°C
Split 20mL/min
Temperatura inicial do forno 120°C
Temperatura final do forno 240°C
Rampa de temperatura 4°C/min
Fluxo de Hélio 1,2 mL/min
Tempo de corrida 45 min

Verificou-se que para todas as amostras analisadas o pico correspondia apenas ao

DHA.

3.4.6. Determinacao do teor de colesterol total

O conteudo de colesterol presente do musculo foi determinado com base no método
colorimétrico, baseado no principio descrito por Rdschlau et al. (1974). Para o método
enzimatico foi utilizado um kit (n2 10 139 050 035 da r-biopharm/Roche) que envolve
trés reagdes enzimaticas: i) o colesterol é oxidado em colestenona na reac¢do catalisada
pelo enzima colesterol oxidase + H,0, IlI) na presenca do enzima catalase o H,0, reage
com metanol dando formaldeido e agua lll) reacdo do formaldeido com acetilacetona
formando um composto de coloracdo amarelada na presenca de ides de amoniaco.
Como controlo para o ensaio, utilizou-se uma solugdao de colesterol em 2-propanol
fornecida pelo kit, que serve como controlo nas determina¢des enzimaticas do

colesterol em alimentos. Leu-se a absorvancia das amostras e dos padrdes a 405 nm.

Ap0ds a extracdo dos lipidos totais (secdo 3.4.5.) pesaram-se 100 mg de extrato lipidico
para um tubo de 10 mL e adicionou-se 1 mL de solu¢gdo metandlica de hidréxido de
potdssio 2M. Foi a saponificar a 80°C durante 30 minutos em banho com agitacdo. A

reacao foi parada mediante a adicdo de 2 mL de agua destilada. Deixou-se arrefecer
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até 20-25°C, adicionou-se 2 mL de solucdo éter/éter de petrdleo (1/1; v/v), procedeu-
se a agitagdo vigorosa e deixou-se a separar as fases. 30 minutos apds esta operagao,
desprezou-se a fase inferior correspondente a matéria saponificada e recolheu-se a
fase de éter/éter de petrdleo, a qual foi evaporada em corrente de azoto a 35°C.
Adicionou-se 1 mL de 2-propanol a 20-25°C, procedeu-se a agitacdo e filtracdo. A

solucdo limpida foi utilizada no ensaio.

Da solucdo obtida, pipetou-se 0,400 mL para um tubo de ensaio contendo 5 mL da
solucdo 4 fornecida pelo kit (denominada Mistura de Reagente colesterol e que
continha tampao fosfato de amadnio; metanol; acetilacetona e o enzima catalase) de
forma a ter-se o branco de ensaio. Posteriormente, pipetou-se 2,5 mL do tubo do
branco para outro tubo de ensaio, ao qual se adicionou 0,020 mL da solucdo 3

fornecida pelo kit (colesterol oxidase).

Procedeu-se a mistura e os tubos de ensaio contendo o branco e a amostra foram a
incubar em banho de agua a 37-40°C durante 60 min. Deixou-se arrefecer até 20-25°C
e leram-se as absorvancias do branco e das amostras na mesma cuvete contra o ar
(subtraiu-se a absorvancia do branco a absorvancia da amostra). Por fim calculou-se a

concentragdo de colesterol de acordo com a equagao:

_ Vx MW
€T exdxvx1000

X AA

Na qual:

c = Concentragdo de colesterol (g/L amostra);

V = Volume final (mL);

v = Volume da amostra (mL);

MW = Peso molecular da substancia a ser ensaiada (g/mol);

d = Comprimento da cuvete (cm);

e = Coeficiente de extin¢do do corante-lutidina a 405 nm = 7.4 (I x mmol™ x cm™);

AA = Diferenca entre a absorvancia da amostra e a absorvancia do branco.

54



1
Qualidade nutricional do perfil lipidico da carne de lampreia-marinha (Petromyzon | 2014
marinus, L.) utilizada em consumo humano

Para o calculo do contelddo de colesterol presente nos lipidos do musculo (mg/100g)

recorreu-se a seguinte equagao:

100 x 50

Colesterol mg/100g = ¢ x W

Na qual:

c = Concentragdo de colesterol (g/L amostra);

W = Peso da amostra (g).

3.5. Determinagao dos parametros nutricionais

3.5.1. indice polinsaturados/saturados

Para o calculo da relacdo entre os dacidos gordos polinsaturados e dacidos gordos

saturados utilizou-se a seguinte férmula:

Y PUFA  (C18:206 + C18:3w6 + C18: 3w3 + C20: 2w6 + C20: 3w6 + C20: 3w3 + C20: 4w6 + C20: 5w3 + C22: 503)
SSFA ~ (C6:0+C8:0+ C10:0+ C12:0+ C13:0+ C14:0 + C15:0 + C16:0 + C17: 0 + C18:0 + €20: 0 + €22: 0)

3.5.2. indice w3/w6

Para calcular o indice w3/w6 utilizou-se a seguinte formula (Simopoulos, 2002b):

w3 (18:3w3 + C20: 3w3 + C20: 5w3 + C22: 5Sw3 + C22: 6w3
w6  C18:2w6 + C18: 3w6 + C20: 2w6 + C20: 3w6 + C20: 46

3.5.3. indice de trombogenicidade

Para o calculo do indice de trombogenicidade (IT) utilizou-se a seguinte expressao,

baseada na férmula proposta por Ulbritcth & Southgate (1991):

[14:0+ 16:0 + 18:0]
IT =

[(05 X TMUFA) + (0,5 x £ PUFAG) + (3 x T PUFAw3) + G hrih®3)
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Onde, SMUFA é o somatdrio dos acidos gordos monoinsaturados; >PUFAw3 e
SPUFAw6 representam o somatério dos acidos gordos polinsaturados da familia w3 e
w6 respetivamente. Na formula apresentada apenas entram os acidos gordos
saturados de cadeia mais longa (i.e. cadeia superior a 14 carbonos) pois sdo estes os
acidos gordos que possuem propriedades trombogénicas. Os valores das constantes
empiricas de 0,5 e 3 devem-se aos acidos gordos monoinsaturados e polinsaturados da
familia w6 serem menos antitrombogénicos do que os da familia w3 (Ulbritcth &

Southgate, 1991).

3.5.4. indice de aterogenicidade

Para o calculo do indice de aterogenicidade (lA) utilizou-se a seguinte expressao

(formula proposta por Ulbritcth & Southgate (1991)):

[12:0 + (4 X 14:0) + 16:0]

IA =
[> MUFA + ) PUFA®3 + ), PUFAw6]

Nesta férmula os autores atribuiram aos acidos gordos C12:0 e C16:0 um fatorde 1 e
um fator de 4 ao C14:0, de modo a refletir os diferentes graus de aterogenicidade
destes trés acidos. Os autores consideraram também que os 4acidos gordos
monoinsaturados e polinsaturados das familias w3 e w6 sdo igualmente eficientes na

reducdo da aterogenicidade.

3.5.5. indice hipocolesterolémicos/hipercolesterolémicos

Para o calculo da razdo dos acidos gordos hipocolesterolémicos/hipercolesterolémicos

(h/H) utilizou-se a formula descrita por Santos-Silva et al. (2002):

_ [18:1w9 + 18:2w6 + 20:4w6 + 18:3w3 + 20:5w3 + 22:503 + 22:6w3]
h [14:0 + 16: 0]

h/H
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3.6. Anadlise estatistica de dados

Para o tratamento estatistico dos dados procedeu-se a transformag¢ao dos mesmos
sempre que necessdrio, de modo a garantir os pressupostos de normalidade,

independéncia e homocedasticidade.

Para se testar se os parametros biométricos (peso e comprimento total) e se os
parametros quimicos analisados (humidade, proteina, lipidos, energia, cinza, colesterol
total, acidos gordos) diferiam quer entre os animais das duas bacias quer entre
géneros foi realizada uma analise de modelo geral linear vulgarmente designada nos
programas estatisticos por GLM, a qual permitiu a analise de varidncia para as varidveis
dependentes mediante o uso de dois fatores fixos: bacia hidrografica e género. Deste
modo, as variaveis utilizadas dividem a populacdo em grupos e permite testar quer a
hipdétese nula (Ho lampreias provenientes de bacias hidrograficas distintas apresentam
a mesma caracterizacdo quimica); sobre o efeito de qualquer das varidveis (bacia
hidrografica ou género) quer a respetiva interacdo, nas varidveis dependentes para os
varios grupos a analisar. A correlacdo de Pearson foi utilizada para correlacionar as
variaveis peso do corpo e comprimento total, os teores de humidade versus teores de
lipidos totais do musculo e também os teores de colesterol versus teores de lipidos
totais. O nivel de significancia (p-value) adoptado para os testes estatisticos efetuados

foi de 0,05.

Para o tratamento de dados e analise estatistica utilizou-se o pacote estatistico para

Windows do programa “SPSS Statistics” versdo 20.0 (IBM, E.U.A.).
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4. Resultados e discussao

4.1. Parametros biométricos

Na tabela 5 encontram-se os dados biométricos dos individuos referentes as duas

bacias hidrograficas analisadas.

Tabela 5. Parametros biométricos da lampreia-marinha das bacias hidrograficas do rio
Guadiana e do rio Mondego:
Peso Total (PT), Comprimento Total (CT), Género e razdo macho/fémea (M/F).

GUADIANA MONDEGO
(n=15) (n=15)
CT (cm) Género PT (g) CT (cm) Gé
1072 82,5 M 1356 88,0 F
1232 81,5 F 1449 94,5 M
1376 91,0 M 1233 89,0 M
1658 95,5 M 1508 91,5 F
1360 87,0 F 1382 89,0 M
1404 86,0 F 1460 94,5 M
1245 82,5 F 1355 89,0 M
1390 90,0 M 953 79,0 F
920 76,5 M 1416 90,5 M
1005 80,5 M 1246 87,0 M
1048 81,0 F 1356 91,0 M
1023 82,0 F 1217 92,0 M
883 75,5 M 1368 92,0 M
1055 82,0 F 1073 81,0 M
1087 83,0 M 1668 96,0 F
Média * desvio padrdo M/F Média * desvio padrdo M/F
1183,9+217,9 83,8+5,3 1,1 1336,0+174,7 89,6 +4,7 2,8
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De acordo com a andlise estatistica realizada verifica-se que para os dados biométricos
o fator Bacia (p= 0.003) exerceu um efeito significativo para o comprimento total (p=
0.010, eta= 75,8%) mas ndo para o peso do corpo (p=0,051) e o fator género ndo teve
qualquer influéncia significativa nestes parametros (p= 0.203). O mesmo pode dizer-se

para a interacdo bacia*género (p=0,651).

Para os individuos de ambas as bacias verificou-se uma correlagdo positiva e

significativa (p = 0,001) entre o peso do corpo e o comprimento total (figuras 17 e 18).

Lampreias do rio Guadiana
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Figura 17 - Relagdo entre o comprimento e o peso dos animais do rio Guadiana

Lampreias do rio Mondego
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Figura 18 - Relagdo entre o comprimento e o peso dos animais do rio Mondego

Os valores de peso total ndo apresentaram diferencas significativas (p = 0,051) entre

os animais das duas bacias. Desta forma, pode afirmar-se que o peso médio obtido
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para os 30 animais analisados foi de 1259,95g, sendo de destacar o peso mais elevado
para um individuo do Mondego (1668g) e o valor mais baixo num espécime do
Guadiana (883g). Estes resultados estdo em concordancia com os valores referidos por
Duarte et al. (2003) e Machado (2010), os quais referem um peso médio entre os 1077

e 0s 1334g para lampreia-marinhas adultas na mesma fase do ciclo de vida.

Por outro lado no que respeita ao comprimento total, foram encontradas diferencas
significativas (p = 0.010) entre as duas bacias, sendo os animais do Guadiana mais
pequenos (83,8 cm) do que os animais do Mondego (89,6 cm). Estes valores sdo
similares aos obtidos por Machado (2010) nas bacias do Guadiana (87,4 cm) e do
Mondego (88,2 cm). O mesmo autor, baseado numa amostra de 152 animais
escolhidos aleatoriamente de um total de 251 individuos, “agrupa” as lampreias
provenientes das 8 bacias hidrograficas Portuguesas em 3 grupos consoante o seu
comprimento. As lampreias do Mondego aparecem inseridas no primeiro grupo, que é
0 que apresenta as maiores dimensdes em simultdneo com os animais dos rios Minho
e Tejo. Os animais do Guadiana aparecem no segundo grupo, que apresenta valores
intermédios em conjunto com os rios Cavado e Lima. O terceiro grupo possui os
animais de menores dimensdes provenientes dos rios Vouga e Douro. De um modo
geral, o comprimento da lampreia-marinha nos rios Portugueses varia entre 70 cm e

105 cm, com um valor médio de 88 cm (Duarte et al., 2003).

Devido a auséncia de evidéncias do fendmeno de homing pela lampreia-marinha e ao
seu modo de vida parasitario sujeito as deslocac¢des levadas a cabo pelos hospedeiros,
ndo é facil definir justificacdes para as diferencas entre populagdes migratérias em
distintas bacias hidrograficas (Araujo, 2011). No entanto parece haver uma relacdo
entre o comprimento total dos individuos e a latitude dos rios onde realizam a sua
migracao reprodutiva, existindo uma tendéncia para os animais de maior dimensdo

serem usualmente encontrados em latitudes superiores (Beaulaton et al., 2008).

O género, tal como anteriormente mencionado, ndao contribuiu com qualquer
influéncia significativa (p = 0.203) nos parametros anteriormente analisados, a

semelhanca dos resultados referenciados no estudo de Beamish & Potter (1975).

60



Qualidade nutricional do perfil lipidico da carne de lampreia-marinha (Petromyzon | 2014
marinus, L.) utilizada em consumo humano

4.2. Composi¢ao quimica do musculo de lampreia-marinha

Nas tabelas 6 e 7, assim como na figura 20, encontram-se apresentados os resultados
obtidos para a composicdo quimica geral do musculo dos individuos das duas bacias
(i.e., humidade, lipidos totais, proteina e cinza), teor de colesterol e valor energético
do musculo (expressos em g/100 g de matéria seca, M.S.) considerando-se os

hidratos de carbono como irrelevantes (Tocher, 2003; Afonso, 2009).

Tabela 6. Composicdo quimica por 100g de matéria seca de musculo de lampreia-
marinha da bacia hidrografica do rio Guadiana.

GUADIANA
(n=15)

% Lipidos Proteina* Cinza Colesterol Energia Bruta
Humidade (g/100g) (g/100g) (g/100g) (mg/100g) (Kcal/100g)
63,26 48,32 50,16 0,94 56,91 632,30
67,43 48,30 61,14 1,00 56,08 642,33
59,51 59,92 42,75 0,83 54,08 708,36
62,88 57,74 42,97 0,88 43,47 712,62
68,03 54,46 52,74 1,01 48,98 679,85
64,04 60,45 47,74 0,94 23,46 692,31
71,72 37,73 56,44 0,95 67,26 599,74
67,61 53,20 51,74 0,93 51,17 676,95
72,79 30,48 68,16 0,88 61,73 548,82
68,08 46,52 53,89 0,93 33,36 646,08
69,84 48,74 58,75 0,98 50,37 628,12
72,99 44,72 57,68 0,75 44,19 635,97
71,68 36,40 60,82 0,85 93,01 597,15
77,30 20,40 70,05 0,87 81,86 567,39
70,54 39,74 56,49 0,86 69,29 634,82

|
* Os dados referentes a Proteina (%) foram obtidos e cedidos por outros elementos do
projeto, como tal, os métodos utilizados (AOAC, 1990) para a sua obtencdo ndo se
encontram desenvolvidos na presente dissertacao.
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Tabela 7. Composi¢do quimica por 100g de matéria seca de musculo de lampreia-
marinha da bacia hidrografica do rio Mondego.

MONDEGO
(n=15)

% Lipidos Proteina* Cinza Colesterol Energia Bruta
Humidade (g/100g) (g/100¢g) (g/100¢g) (mg/100g) (Kcal/100g)
68,63 55,72 47,42 0,99 56,35 695,39
58,09 58,96 41,42 0,80 60,71 739,85
62,57 51,97 41,62 0,91 74,90 703,27
51,67 56,90 44,08 0,71 69,24 726,94
66,51 55,31 43,99 0,92 22,84 735,18
56,40 62,83 43,04 0,81 57,33 754,58
63,50 52,18 48,66 0,82 45,79 712,47
65,13 45,25 51,47 0,93 71,26 675,06
57,95 54,62 41,43 0,87 64,98 730,77
61,07 53,34 44,33 0,87 66,19 735,36
65,08 56,02 48,51 0,92 75,53 724,24
61,09 73,26 40,58 0,85 66,12 745,57
60,74 56,57 42,50 0,82 69,72 855,02
64,09 48,66 44,09 0,86 45,82 674,37
57,65 50,29 44,66 0,77 45,05 722,22

|
* Os dados referentes a Proteina (%) foram obtidos e cedidos por outros elementos do
projeto, como tal, os métodos utilizados (AOAC, 1990) para a sua obtengdo ndo se
encontram desenvolvidos na presente dissertacao.

Verifica-se que o fator bacia exerceu um efeito significativo (p = 0,006) sobre a
humidade (p = 0,000, eta = 40,3%), lipidos totais (p = 0,027, eta = 17,5%), energia bruta
(p = 0,000, eta = 44,3%) e proteina bruta (p = 0,000, eta = 43,2%). Para os teores de
cinza e de colesterol, ndo se verificou qualquer efeito significativo exercido pelo
mesmo fator (p = 0,067, p = 0,517, respetivamente). O fator sexo e a interacdo
bacia*sexo também ndo exerceram qualquer efeito significativo nestes parametros (p
= 0,353 e p = 0,827 respetivamente). Mediante a analise estatistica podemos concluir

gue as maiores diferencas encontradas no musculo dos animais das duas bacias
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hidrograficas sdo devidas aos teores de energia bruta (eta = 44,3%), seguidas pelos

teores de proteina bruta (eta = 43,2%) e pelos valores de humidade (eta = 40,3%).

Os valores de humidade presente no musculo dos individuos das duas bacias,
oscilaram entre 51,7 e 77,3%, sendo o valor médio 68,5% para os animais do rio

Guadiana e 61,3% para os individuos do rio Mondego.

Estes valores encontram-se de acordo com os resultados obtidos por Aradjo (2011),
em lampreias capturadas em diferentes trocos do Rio Minho, 64,7% (junto a foz),

68,3% (35 km a montante) e 69,8% (65 km a montante).

Como referido a percentagem de lipidos totais do musculo também apresentou
diferencas significativas (p = 0,027) entre os individuos das duas bacias, sendo os

valores médios de 45,8 g/100g (Guadiana) e de 55,5 g/100g (Mondego).

Na maior parte das espécies de pescado, o teor de lipidos estd inversamente
relacionado com o teor de humidade presente no musculo (Huss, 1995; Osman et al.,
2001). No presente trabalho obteve-se uma correlagdo negativa e altamente
significativa (figura 19) entre os teores de lipidos totais e humidade para os animais do
Guadiana (r = -0,876). Todavia nos individuos do Mondego este resultado ndo se
verificou. A correlacdo entre o teor de lipidos do musculo e o teor de humidade j3

tinha sido igualmente verificada por Lanca et al. (2013).
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Figura 19 - Correlagdo negativa e significativa entre o teor de lipidos totais e o teor de
humidade do musculo (M.S.) de lampreia-marinha da bacia hidrografica do rio Guadiana.
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Relativamente aos teores de proteina, verificou-se que os valores obtidos para o
musculo dos individuos das duas bacias foram significativamente diferentes (p =
0,001), com um valor médio de 55,44 g/100g nos animais do Guadiana e de 44,52
g/100g nos animais do Mondego.

Os teores de cinza ndo diferiram significativamente (p = 0,067) entre os individuos das
duas bacias, caraterizando-se o musculo dos individuos do Guadiana por um valor
médio de 0,91 g/100g e o musculo dos individuos do Mondego por 0,86 g/100g. Os
valores encontrados sdo semelhantes aos valores obtidos por Araujo (2011) no ponto

de amostragem junto a foz do rio Minho.

61,3

60 55,44
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Lampreias do Guadiana Lampreias do Mondego

B Humidade M Lipidos Totais Proteina Bruta Cinza

Figura 20 - Composi¢do quimica média em g/100g de matéria seca de musculo dos
animais das duas bacias hidrograficas em estudo.

Considerando que o tecido muscular dos peixes se caracteriza por quantidades
diminutas de hidratos de carbono (Tocher, 2003), o valor energético que o pescado
confere é fornecido principalmente pelo conteido em lipidos, seguido pelo teor em

protidos.

Tendo em consideracdo que no presente estudo houve diferencgas significativas (p =
0,001) para o valor energético do musculo entre animais das duas bacias (i.e. uma
média de 640,19 kcal/100g de musculo para o Guadiana e uma média de 728,69

kcal/100g de musculo para o Mondego), estas diferengas sio atribuidas aos diferentes
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teores de lipidos do musculo (figura 20), o que é confirmado pela existéncia de uma
correlagdo positiva e altamente significativa (figura 21) entre o teor de lipidos totais e
a energia bruta do musculo dos animais do Guadiana. Relativamente aos animais do
Mondego, também se verificou uma tendéncia para uma correlagao positiva entre os

dois teores referidos, no entanto esta nao foi estatisticamente significativa.
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Figura 21 - Correlagdo positiva e significativa entre o teor de lipidos totais e o teor de energia
bruta do musculo (M.S.) de lampreia-marinha da bacia hidrogréfica do rio Guadiana.

Os teores de colesterol do musculo dos animais de ambas as bacias hidrograficas em
estudo ndo apresentaram diferencas significativas (p = 0,517), possuindo um valor
médio, de 55,68 mg/100 g para os animais do Guadiana e de 59,46 mg/100 g para os
animais do Mondego. O valor médio obtido para os 30 animais analisados foi de 57,12
mg/100g de musculo. Para as lampreias do Guadiana verificou-se uma correlagédo

significativa negativa (figura 22) entre o teor de colesterol e o teor de lipidos totais.
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Figura 22 - Correlagdo negativa e significativa entre o teor colesterol e o teor de lipidos
totais do musculo (M.S.) de lampreia-marinha da bacia hidrografica do rio Guadiana.
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4.2.1. Perfil de acidos gordos do musculo

O perfil em acidos gordos dos lipidos totais do musculo dos animais das bacias

hidrograficas analisadas encontra-se na tabela 8.

Tabela 8. Perfil em 4cidos gordos (média + desvio padrdo, expresso em
percentagem relativa ao total de acidos gordos identificados) do musculo de
lampreia-marinha das bacias hidrograficas dos rios Guadiana e Mondego.

SFA — acidos gordos saturados; MUFA — acidos gordos moninsaturados; HUFA
— acidos gordos altamente insaturados; PUFA — acidos gordos polinsaturados.

Acidos Gordos Guadiana Mondego
(n=15) (n=15)

C6:0 0,15+0,01 0,011+0,005
C8:0 0,008+0,008 0,007%0,004
C10:.0 0,03+0,01 0,025+0,002
C12:0 2,5510,27 1,98+0,33
C13:0 0,18+0,02 0,18+0,03
C14:0 17,80+1,60 16,79+1,13
C15:0 0,08+0,04 0,07+0,08
C16:0 14,61+2,00 16,51+1,59
C17:0 0,03+0,02 0,03+0,02
C18:0 2,4710,84 2,294,020
C20:0 0,2340,11 0,14+0,04
C22:0 0,11+0,17 0,10+0,07
>SFA 38,25 38,24
C14:1 1,16+0,35 0,93+0,25
Cl6:1w7 36,37+7,84 39,09+1,55
C17:1 0,15+0,04 0,14+0,09
C18:1w9 15,92+1,88 17,01+1,19
C20:1w9 0,44+0,21 0,29+0,07
C22:1w9 0,19+0,15 0,06+0,03
>MUFA 54,23 57,52
C18:2w6 0,25%0,10 0,18+0,03
C18:3w6 0,03+0,02 0,02+0,01
C18:3w3 0,10+0,06 0,06+0,02
C20:2w6 0,08+0,05 0,03+0,02
C20:3w6 0,20+0,11 0,08+0,05
C20:3w3 1,06+0,60 0,51+0,06
C20:4w6 0,1340,10 0,04+0,03
C20:5w3 1,57+1,04 1,20+0,18
C22:5w3 1,47+0,75 0,88+0,14
C22:6w3 2,84+1,70 1,42+0,38

>PUFA 7,73 4,42
> w3 7,04 4,07

> w6 0,69 0,35
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O fator bacia exerceu um efeito significativo no perfil lipidico (p=0,017) do musculo das
lampreias analisadas. No que se refere ao fator género, este ndo apresentou qualquer
influéncia significativa (p=0,112), assim como a intera¢do bacia*género (p=0,727).
Foram encontradas diferengas no total de acidos gordos w3 (p= 0,007 e eta= 24,6%),
no total de w6 (p=0,001 e eta= 32,9%), no total de MUFAs (p= 0,044 e eta= 14,7%), no
total de PUFAs (p=0,005 eta=27,1%). Em contrapartida, o total de SFAs ndo apresentou
diferencgas significativas entre os animais das duas bacias (p = 0,707 e p = 0,327,

respetivamente).

Com base na andlise estatistica realizada para o perfil de acidos gordos, pode afirmar-
se que as maiores diferencas entre bacias estdo principalmente relacionadas com o
total de acidos gordos w6 (eta = 32,9%) e o total de PUFAs (eta = 27,1%). Para todos os
parametros analisados verificou-se que os animais do Guadiana tinham valores
significativamente superiores de total de w3, total de w6, total de PUFAs relativamente
aos animais do Mondego com excec¢ao para o total de MUFAs que apresentaram

valores superiores nos animais do Mondego.

Através da analise da tabela 8 é possivel verificar que as lampreias de ambas as bacias
hidrograficas apresentaram percentagens médias mais elevadas de dacidos gordos
insaturados do que de acidos gordos saturados, verificando-se uma predominancia dos
acidos gordos monoinsaturados (55,9%) relativamente aos acidos gordos saturados
(38,3%) e acidos gordos polinsaturados (6,1%). Estas proporcdes encontram-se de
acordo com os valores obtidos por Lanca et al. (2011) em lampreia-marinha no inicio
da migracdo reprodutora, provenientes de 4 bacias hidrograficas portuguesas. Esta
distribuicdo do perfil em acidos gordos dos lipidos totais do musculo é caracteristica
para diversos peixes gordos e comprova que a maioria das espécies de peixe acumula
reservas lipidicas compostas maioritariamente por SFA e MUFA (Kozlova &

Klotimchenko, 2000; Pinela et al. 2009).

Analisando os dcidos gordos saturados, verifica-se que ndo apresenta grandes
variacdes entre as duas bacias. Para os animais de ambas as regides em estudo, o

acido miristico (C14:0) foi o mais abundante seguido do acido palmitico (C16:0).
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Também em destaque, embora em percentagens claramente mais reduzidas do que os
acidos referidos anteriormente, encontram-se os acidos laurico (C12:0) e estedrico
(C18:0). Os restantes acidos gordos saturados encontram-se em pequenas

percentagens, para ambas as bacias.

E frequente existirem valores elevados de C16:0 na medida em que este acido gordo é
uma fonte potencial de energia metabdlica, muito utilizado durante as migragdes e no

desenvolvimento das génadas das fémeas (Henderson et al., 1984).

Relativamente aos d4cidos gordos monoinsaturados dos lipidos totais do musculo,
foram encontradas diferencas significativas (p = 0,044) entre as duas bacias, sendo que
os animais do Mondego apresentaram o teor mais elevado (57,52%). Em ambas as
bacias o acido predominante foi o C16:1w7, seguido pelo C18:1w9 (representando
respetivamente, 67,07% e 29,36% do total de MUFAs no Guadiana e 67,96% e 29,57%
do total de MUFAs no Mondego).

Os valores elevados de C18:1w9, a semelhanga dos acidos saturados com teor mais
elevado, justificam-se por constituirem uma fonte de energia metabdlica para os
peixes migradores, sobretudo durante o periodo de desenvolvimento das gdénadas
(Henderson et al., 1984), sendo o acido oleico monoénico predominante nos lipidos de
diversas espécies de peixes marinhos, correspondendo usualmente a 60 a 75 % do

total de MUFAs (Ozogul et al., 2007).

No que respeita aos acidos gordos polinsaturados dos lipidos totais do musculo,
verificaram-se diferencas significativas (p = 0,005) entre as duas bacias em estudo,
concretamente para os niveis totais de PUFAs, total de acidos gordos da familia w3 e
total de acidos gordos da familia w6, os quais apresentaram-se significativamente

maiores nos animais do Guadiana, tal como ja referido anteriormente (figura 23).
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Figura 23 - Percentagens dos somatdrios dos principais acidos gordos presentes no musculo (M.S.) das
lampreias das duas bacias hidrogréaficas em estudo.

Os PUFAs predominantes no musculo das lampreias estudadas pertencem a familia w3
e que representam 91,07% do total de PUFAs nos animais do Guadiana e 92,08% do
total de PUFAs nos animais do Mondego. Os acidos docosahexaendico (DHA) e
eicosapentaendico (EPA) sdo os dominantes, representando respetivamente 40,34% e
22,3% do total de w3 nos animais do Guadiana e 34,89% e 29,48% do total de w3 nos
animais do Mondego. A predominancia de DHA em rela¢cdo ao EPA no musculo de
lampreia-marinha nesta fase do ciclo de vida tem sido descrita por diversos autores
como Pinela et al. (2009), Langa et al. (2011) e Lanca et al. (2013) e verificada em
diversas espécies de peixes tal como referido nos trabalhos de Ozogul et al. (2007),
Afonso (2009), Ozogul et al. (2011) e Prato & Biandolino (2012). E de esperar porgdes
elevadas de EPA e DHA, uma vez que estes acidos encontram-se envolvidos tanto no
crescimento e desenvolvimento, incluindo a reproduc¢do, como também na estrutura e
funcdo das membranas celulares dos peixes (Cejas et al., 2004). As percentagens
superiores de DHA em relacdo as de EPA poderdo ser devidas a uma possivel oxidacao
seletiva de EPA pelos musculos natatdrios a semelhan¢a do que acontece com os
acidos gordos saturados e monoinsaturados, levando a uma retengao seletiva de DHA

(Tocher, 2003).
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No presente estudo, a semelhanca do que sucede com algumas espécies de peixe
(Afonso, 2009), verificou-se uma correlagdo negativa entre os teores de DHA e os
teores de lipidos totais presentes no musculo. A correlacdo foi significativa para os
animais da bacia hidrografica do Guadiana (r = -0,785; p = 0,001) e do Mondego (r = -
0,575; p = 0,025). Esta correlacdo comprova que apesar dos animais estarem a
consumir lipidos durante a migracdo reprodutiva, estdo a preservar DHA, que
desempenha fungdes ao nivel das gonadas e no desenvolvimento da futura

descendéncia (Tocher, 2003).

Em relagdo aos dacidos gordos da familia w6, o mais abundante no perfil do musculo
em ambas as bacias, foi o acido linoleico (LA, C18:2w6), perfazendo 3,23 e 2,33% do
total de PUFAs, para os animais do Guadiana e do Mondego respetivamente. As
percentagens obtidas de LA foram semelhantes aos valores obtidos por Pinela et al.
(2009), Lanca et al. (2011) e Langa et al. (2013) no musculo de lampreia-marinha de

diversas bacias hidrograficas portuguesas.

4.3. Composi¢ao nutricional da parte edivel

Considerando que os animais analisados foram capturadas no inicio da migracdo
reprodutiva, o musculo destes animais apresenta um elevado teor de lipidos,
composto por um teor elevado em acidos gordos insaturados. Estes lipidos, sobretudo
os acidos gordos insaturados, quando expostos a diversos fatores, nomeadamente o
aumento da temperatura, catalisadores organicos férricos (hemoglobina) e enzimas
lipoliticas, tornam-se muito suscetiveis e pereciveis aos processos de oxidacdo (Huss,
1997; Geada, 2012). O teste de TBA é utilizado usualmente na andlise da oxidacao
lipidica dos alimentos ao longo do periodo de armazenamento, o que ndo sucede no
caso da lampreia-marinha, visto que estes animais sdo consumidos no préprio dia em
gue sao abatidos. No entanto, pelos motivos referidos anteriormente realizou-se este
teste para avaliar o estado de oxidacao lipidica do musculo de lampreia marinha em
fresco. O teor médio de aldeido maldnico obtido nos animais analisados foi de 4,34

(#1,53) mg/1000g de musculo.
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Gunsen et al. (2011) indica que o teor de malonaldeido para um produto de boa
qualidade ndo deve ser superior a 5 mg/1000 g. Considerando o valor estipulado por
estes autores, o musculo fresco das lampreias de ambas as regides hidrograficas pode

ser considerado de boa qualidade alimentar do ponto de vista da estabilidade lipidica.

Os resultados obtidos para a composicdo nutricional (humidade, lipidos, proteina e
cinza) e para o valor energético da parte edivel dos animais estudados encontram-se
apresentados na tabela 9. Na mesma tabela encontra-se indicada a composicao
nutricional da parte edivel de algumas espécies de pescado vulgarmente consumidas
em Portugal, de modo a permitir uma comparacdo entre estas e a lampreia-marinha.
Por convengao, os laboratérios quando analisam a parte edivel do pescado expressam
os resultados em peso humido. Desta forma e, atendendo a que o teor de humidade
presente no musculo de lampreia-marinha foi similar ao intervalo de humidade
presente na tabela seguinte para vdrias espécies consumidas em Portugal, torna-se

licito proceder a comparacdo dos nossos resultados com os descritos na literatura.

Tabela 9. Composi¢ado nutricional aproximada da parte edivel de lampreia-marinha e de algumas
espécies de peixes gordos e semi-gordos, descritas na “Tabela da Composicao de Alimentos” do
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (valores divulgados pelo INSA, 2006).

Espécie Hur?;dade Gorodura Pro'zeina Ci?za En:fglgtrico Referéncia
6) (%) (%) (%) (Kcal/100g)
Lampreia- 64,9 18,2 17,1 0,9 243 Presente
marinha estudo
Cavala 64,3 13,4 20,3 1,40 202
Dourada 68,9 9,8 19,7 1,40 167
Salmio 60,5 21,9 16,2 1,30 262 e
Sardinha 63,4 16,4 18,4 1,70 221 al., 2004
Enguia 57,4 27,7 13,4 1,20 303
Atum 68,7 4,9 24,1 1,50 140

Em tragos gerais, os resultados obtidos estdo em concordancia com os referidos para

as espécies gordas de pescado (Bandarra et al., 2004).

Com base nos resultados obtidos e segundo a classificacdo proposta por Ackman

(1989), podemos considerar a lampreia-marinha, nesta fase do seu ciclo de vida, na
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categoria dos peixes muito gordos, ou seja, com um teor de lipidos superior a 8% do

peso do corpo (tabela 9).

No que diz respeito aos lipidos, os resultados obtidos eram esperados na medida em
que é no musculo que a lampreia-marinha acumula grande quantidade de lipidos
durante a fase marinha do seu ciclo de vida. Considerando que os animais capturados
se encontravam no inicio da época de migracdo reprodutiva (Fevereiro e Margo), é
normal apresentarem as reservas lipidicas elevadas ja que as mesmas atuam como
fonte primaria de energia durante a migragcao reprodutiva e sdo fundamentais para o

desenvolvimento das génadas e da descendéncia (Sheridan 1988, Bird et al. 1993).

De acordo com Nunes et al. (2003) o teor de colesterol na maioria dos produtos de
pesca marinhos é pouco significativo, sobretudo ao nivel dos peixes. No mesmo estudo
os autores obtiveram valores entre as 20 e as 85mg/100g para algumas das espécies
de peixe consumidas em Portugal. Na tabela 10 encontra-se o teor de colesterol
correspondente ao musculo de lampreia-marinha (20,1 + 6,3 mg/100g de parte edivel)
e em algumas das espécies de peixes gordos, meio gordos, pouco gordos e magros

mais consumidos.
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Tabela 10. Teor de colesterol por parte edivel de lampreia-marinha e de
algumas espécies de peixes vulgarmente consumidos em Portugal
(valores divulgados pelo INSA, 2006).

L . Colesterol . .
Espécie (mg/100g) Referéncia
Lampreia-marinha 20 Presente estudo
Atum* 30
Cavala* 45
Carapau** 36
Corvina** 50
Dourada*® 51
Enguia* 26
Bandarra et al., 2004

Linguado** 44
Peixe-espada-preto** 24
Pescada Europeia** 19
Salmao* 40
Sardinha* 20
Tamboril** 42

|
* Espécies gordas e meio gordas de pescado.
** Espécies magras e pouco gordas de pescado.

Pela andlise da tabela 10, podemos verificar que os valores de colesterol que a
lampreia-marinha apresentou sao inferiores a maioria dos teores apresentados por
diversas espécies de peixes presentes na dieta dos Portugueses. A titulo de
comparacao, os valores que mais se aproximam com os resultados obtidos no presente
trabalho sdo o da Pescada Europeia e o da Sardinha (consumo recomendado pela

“Fundacdo Portuguesa e Cardiologia”), com 19 e 20 mg/100g respetivamente.

Muitas vezes os consumidores associam que alimentos com teores de lipidos (gordura)
elevados possuem também elevados teores de colesterol (Oehlenschlager, 2000). No
entanto, varios autores (Mathew et al., 1999; Oehlenschlager, 2000; Osman et al.,
2001) a semelhanca do que encontramos no presente estudo com a lampreia-marinha,
ndo verificaram nenhuma correlagdo positiva entre o teor de colesterol e o teor de
lipidos do pescado. Oehlenschlager (2000) indica também a existéncia de uma

correlagdo linear negativa entre o teor de lipidos e o teor de colesterol no musculo de
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espécies gordas de peixe. O autor atribui esta correlacdo ao facto de o colesterol ser
um constituinte das membranas celulares do tecido muscular e deste esterol ndo se

acumular ao nivel do tecido adiposo do peixe.

4.3.1. Caracterizagao nutricional do perfil lipidico

Do ponto de vista nutricional, o consumo de pescado é amplamente recomendado por
diversas autoridades, fundacOes e associacGes da saude (European Food Safety
Authority, 2004; Fundagcdo Portuguesa de Cardiologia, s.d.; European Society of
Cardiology, s.d.; American Heart Association, s.d.) por ser uma fonte benéfica de

acidos gordos da familia w3.

Para a caracterizagdo nutricional do perfil lipidico do musculo de lampreia-marinha

foram determinados e analisados diversos indices apresentados na tabela 11.

Tabela 11. indices nutricionais associados aos lipidos da parte edivel da lampreia-marinha:
Razdo entre acidos gordos polinsaturados e acidos gordos saturados, Razdo entre as
familias de acidos gordos w3 e w6, indice de Trombogenicidade, indice de Aterogenicidade
e indice hipocolesterolémicos/hipercolesterolémicos.

Lampreia-marinha

indices Nutricionais

(n=30)

Polinsaturados/Saturados 0,15

indice de hipocolesterolémicos/hipercolesterolémicos 0,63
w3/w6 11,15

indice de Trombogenicidade 0,81

indice de Aterogenicidade 1,46

O indice resultante da razdo entre o somatodrio dos acidos gordos polinsaturados e
somatdrio dos acidos gordos saturados é bastante utilizado para avaliar a qualidade
nutricional do perfil lipidico, sendo a razao minima recomendada para uma dieta
equilibrada 0,45 (Department of Health, 1994). Este valor é superior ao encontrado na
parte edivel das lampreias em estudo. Os resultados obtidos sdo muito inferiores aos
valores usualmente obtidos em espécies de peixes marinhos, que oscilam em média

entre 0,64 e 1.92 (Ozogul et al., 2011).
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Uma razdo polinsaturados/saturados com valor reduzido pode estar associada a um
aumento dos niveis de colesterolémia, pelo que se estima que uma razao inferior a
0,45 seja pouco recomendada para o consumidor (Department of Health, 1994;
Santos-Silva et al., 2002). Contudo deve salientar-se que no cdlculo desta razdo apenas
se tem em consideracdo a estrutura quimica dos acidos gordos, considerando que
todos os acidos saturados induzem o aumento de colesterol e menosprezando os
efeitos dos acidos gordos monoinsaturados, com destaque para o acido oleico (Santos-

Silva et al., 2002).

Em virtude do exposto anteriormente, muitos autores preferem a utilizacdo de indices
baseados nos efeitos funcionais dos acidos gordos, como por exemplo a razdo
hipocolesterolemico/hipercolesterolemico. Neste indice é feita a razdo entre o valor
nutricional dos dacidos gordos com propriedades hipocolesterolémicas e o valor
nutricional dos dcidos gordos com propriedades hipercolesterolémicas, assumindo-se
gue guanto mais elevado seja o valor do indice, menor risco de desenvolvimento de

colesterolémia (Santos-silva et al., 2002).

Os valores obtidos sao inferiores aos valores usualmente encontrados em algumas
espécies de pescado. Afonso (2009) obteve valores entre 1,14 e 2,82 para espécies
magras de pescado, como o Areeiro (Lepidorhombus whiffiagonis), a pescada europeia
(Merluccius merluccius) e o peixe-espada-preto (Aphanopus carbo). Num estudo
realizado por Martelli et al. (2013) em corvina-legitima (Argyrosomus regius), obteve-

se um indice igualmente superior, variando em média entre os 2,42 e 0 2,64.

Embora ndo exista na literatura um valor de referéncia para esta razao, o facto de ter
sido obtido um valor muito inferior aos mencionados para outras espécies leva a
concluir que o musculo de lampreia-marinha caracteriza-se pela predominancia dos

acidos gordos com caracter hipercolesterolémico.

O calculo da razdo entre os somatodrios dos acidos gordos da familia w3 e familia w6 é
igualmente muito utilizado para avaliar o valor nutricional dos lipidos presentes nos
alimentos (Simopoulos, 2006). A importancia desta razdo encontra-se relacionada com

o facto de as dietas das sociedades ocidentais modernas apresentarem um consumo
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deficiente de acidos gordos da familia w3 e um consumo excessivo da familia w6
(Simopoulos, 1999b,c). Esta razdo situa-se na ordem dos 1 (w3) : 15 (w6), valor muito
diferente do encontrado na dieta original do ser humano e para a qual os seus padrdes
genéticos foram estabelecidos, a qual se caracterizava por um valor na ordem de 1
(w3) : 1 (w6b). Uma razdo w3/wb muito reduzida estd associada a génese de diversas
doencas, tais como cardiovasculares, cancro, inflamatdrias e autoimunes (Simopoulos

2006; Simopoulos, 2008).

No presente trabalho a razdo w3/w6 presente na parte edivel foi bastante superior ao
valor minimo recomendado de 0,25, com um valor médio de 11,15. Estes valores
demonstram uma predominadncia da familia w3, sobretudo de EPA e DHA,
relativamente aos acidos gordos da familia w6. Este resultado vem confirmar que a
carne de lampreia-marinha apresenta uma riqueza inerente em acidos gordos w3, os
quais resultam dos hospedeiros das quais se alimenta durante a sua fase oceanica e

gue poderd ser importante na dieta dos portugueses enquanto fonte de EPA e DHA.

Os resultados obtidos foram superiores aos constatados por Lanca et al. (2013), e
encontra-se dentro do intervalo de valores usualmente referenciados para espécies
marinhas, oscilando entre 4,7 e 14,4 (Henderson & Tocher, 1987; Steffens, 1997;
Parrish, 2009).

Em relacdo aos indices de trombogenicidade e de aterogenicidade, considera-se que
guanto menor for o valor de ambos os indices, de maior qualidade sera a fragao
lipidica do alimento (Ulbritcth & Southgate, 1991). No caso do primeiro, é tido em
consideracgao o efeito individual de cada acido e ndo de uma familia de acidos gordos,
relacionando os teores dos acidos saturados C14:0, C16:0 e C18:0 (i.e. os acidos gordos
pro-trombodticos) com os teores de acidos monoinsaturados e polinsaturados com
propriedades anti-trombdticas. Relativamente ao indice de aterogenicidade, este entra
em linha de conta com o efeito que os acidos gordos exercem no colesterol plasmatico
ao nivel da formacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e/ou lipoproteinas de

alta densidade (HDL) (Senso et al., 2007).
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Os valores do indice de trombogenicidade em pescado, vulgarmente consumido em
Portugal, variam usualmente entre 0,21 no peixe-espada branco (Lepidopus
caudatuse) e 0,51 na pescada europeia (Merluccius merluccius) (Afonso, 2009). O
indice obtido na lampreia-marinha estd préximo destes valores, sendo o valor médio
para os 30 animais em estudo de 0,81, o que sugere uma boa qualidade da fracao

lipidica, do ponto de vista anti trombdtico.

Relativamente ao valor do indice de aterogenicidade obtido na lampreia-marinha
(1,46), este foi superior aos valores vulgarmente encontrados em diversas espécies de
peixes marinhos, como por exemplo 0,29 na dourada, 0,45 no robalo e 0,55 no
bacalhau (Rueda et al., 2001; Valfré et al., 2003; Senso et al., 2007). No entanto, sdo
semelhantes aos IA de algumas espécies como a anchova (1,35) e inferiores aos da

raia-lenga (2,37) (Valfré et al., 2003; Turan et al., 2007).

Os valores obtidos ndo sdao de surpreender na medida em que no nosso pais a
lampreia-marinha é sempre capturada para consumo na época em que realiza a
migragao reprodutiva. Nesta fase do ciclo de vida existe uma mobilizagdo muito grande
de acidos gordos da familia ®-3 para as génadas pois estes desempenham funcdes
essenciais quer no desenvolvimento das génadas quer na descendéncia. Desta forma,
0 musculo é caracterizado por acidos gordos que desempenham outras funcdes,
nomeadamente enquanto fornecedores de energia para a natagao e para o esforco de
migracao reprodutiva, de destacar o C181®9, C18:0 e C16:0 (Tocher, 2003). Atendendo
a que os animais foram capturados no inicio da migrag¢ao reprodutiva e préximo do
estudrio, ndo é de surpreender que o perfil de acidos gordos encontrado, onde a
percentagem de C181®9, C18:0, C16:0 e também de C14:0 é muito expressiva, tenha

vindo a condicionar o resultado dos indices anteriormente calculados.

Se apenas considerarmos os valores referentes ao pescado indicados pela literatura,
pode dizer-se que a carne de lampreia-marinha apresenta elevado indice aterogénico,
todavia é importante salientar mais uma vez que ndo existem valores recomendados
para este indice e assim sendo ndo se pode inferir que estes valores estejam

associados a riscos acrescidos para a saude.
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4.3.2. Qualidade nutricional do perfil lipidico

Este ponto surge com o objetivo de fornecer uma informacdo nutricional do perfil
lipidico da parte edivel da lampreia-marinha das bacias do Guadiana e do Mondego.
Deste modo, é apresentado na tabela 12 a composicdo em g/100g de parte edivel e
dos principais componentes lipidicos, de forma a possibilitar a comparag¢do dos valores

obtidos com os valores didrios de referéncia (VDRs).

Tabela 12. Percentagem do VDR (valor diario de referéncia) de energia, lipidos, colesterol e
EPA+DHA por 100g de parte edivel de lampreia-marinha (média + desvio padrdo).

Por 100g Em % VDR

Energia 242,8 + 57,5 Kcal

2000 Kcal* 12,1+2,9%
Lipidos 18,2+5,8¢g 70 g* 26+8,3%
Colesterol 20,1+6,3mg 300 mg** 6,7+2,1%

EPA+DHA 62,3+ 19,0 mg 650 mg*** 9,6+2,9%

__________________________________________________________________________________________________________________|
* Valores diarios de referéncia propostos pela SCF/EC (2003).

** Valor diario de referéncia indicado pela European Society of Cardiology (s.d.).

*** Valor diario de referéncia proposto por Simopoulos et al. (1999) e pela ISSFAL (s.d.)
para uma dieta de 2000 Kcal/dia.

Considerando que um ser humano adulto e saudavel deverd ingerir uma dieta diaria
com um valor energético de 2000 Kcal (Simopoulos et al., 1999), pode constatar-se
gue uma por¢ao de 100g de carne de lampreia-marinha, ndo apresenta valores
significativamente elevados (12,1%). Todavia convém salientar que uma dose individual
servida num restaurante poderd incluir mais do dobro desta quantidade (Araujo,
2011). Considerando que as por¢des usualmente consumidas de pescado sdo em
média 160 g (Afonso, 2009), uma refeicdo de lampreia-marinha conterd em média
388,48 Kcal fornecidos apenas pela carne de lampreia, excluindo o valor energético
proveniente dos alimentos servidos como acompanhamento. Este valor corresponde a
19,36% do VDR para a energia, e tendo em conta que durante a época de pesca da
lampreia-marinha, as familias dos pescadores locais podem consumir este cicléstomo 2
a 3 vezes por semana (Suissas, 2010), o aporte energético fornecido pelo consumo de

lampreia-marinha pode ser bastante significativo. Por Ultimo, este facto associado ao

78



1
Qualidade nutricional do perfil lipidico da carne de lampreia-marinha (Petromyzon | 2014
marinus, L.) utilizada em consumo humano

teor de lipidos fornecidos, alcancando 41,6% do VDR podera ser significativo na dieta,
podendo o valor didrio considerado saudavel para um ser humano adulto ser
facilmente ultrapassado em épocas em que o consumo deste cicléstomo é uma pratica

recorrente.

Segundo a American Heart Association (s.d.), IOM (2005) e a European Society of
Cardiology (s.d.) é considerado adequado em termos de colesterol uma dieta que nao
exceda os 300 mg/dia. Considerando os resultados obtidos e tendo em conta as
porcdes usualmente consumidas de 160 g, uma por¢do de musculo de lampreia-
marinha contém em média 32,1 mg/100g, valor que corresponde a 10,7 % do valor
didrio recomendado, podendo concluir-se que nado representa uma contribuicdo

significativa na dieta dos consumidores.

No que diz respeito aos acidos gordos, os teores de EPA e DHA fornecidos por parte
edivel de lampreia-marinha sdo muito inferiores comparativamente ao recomendado
para a prevencao de doencas cardiovasculares, com valores de EPA e DHA da ordem
dos 650 mg/dia (Simopoulos et al., 1999). Se considerarmos novamente uma por¢ao
média de 160g por refeicao, os valores destes acidos gordos fornecidos pela lampreia-
marinha como alimento seriam de 15,4 %, o que continua a ser um valor pouco
representativo relativamente ao respetivo valor diario de referéncia. Estes teores
diferem dos valores usualmente encontrados em pescado. No estudo realizado por
Afonso (2009) em algumas espécies magras de pescado, os valores da soma dos acidos

gordos EPA e DHA variaram entre 84 e 431 mg/100g de parte edivel.
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5. Conclusao

A andlise da composicao quimica do musculo de lampreia-marinha capturada no inicio
da migragao reprodutora revelou que os individuos da bacia do Guadiana sao distintos

dos provenientes da bacia do Mondego.

O musculo dos animais do Guadiana revelou teores significativamente superiores de
proteina bruta e humidade face aos animais do Mondego, os quais registaram valores

significativamente superiores de lipidos totais e energia bruta.

No que diz respeito ao perfil em acidos gordos do musculo de lampreia-marinha,
verificou-se que este se caracteriza por uma predominancia dos acidos gordos
monoinsaturados relativamente aos saturados e polinsaturados. Os individuos do
Guadiana apresentaram valores significativamente superiores de acidos gordos das

familias ®-3 e ®-6.

No que concerne a qualidade nutricional lipidica da parte edivel, a lampreia-marinha
exibiu valores que a aproximam de algumas espécies gordas de pescado com destaque
para o elevado teor lipidico e energético. E importante realcar que o teor de

colesterol se apresentou semelhante ao descrito para diversas espécies de pescado.

Da analise dos indices nutricionais, pode afirmar-se que a carne de lampreia-marinha
se caracteriza por uma rela¢do polinsaturados/saturados inferior ao recomendado;
uma razdo hipocolesterolémico/hipercolesterolémico reduzido; um indice de
aterogenicidade elevado face ao que se encontra usualmente descrito para algumas
espécies de pescado. Em contrapartida, apresentou uma relacdo w3/w6 bastante
superior ao valor minimo recomendado e um indice de trombogenicidade reduzido,
gue sugere uma boa qualidade da fragdo lipidica do ponto de vista anti-trombético.
Importa realcar que para alguns destes indices ndo existem valores de referéncia, dai
gue ndo seja licito inferir se a carne de lampreia-marinha apresenta qualidade inferior

ou superior face ao pescado.

Atendendo a que uma porg¢ao de lampreia-marinha contém em média 160 g de carne,

constatou-se que os niveis de colesterol, o valor energético e os lipidos totais se situam
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dentro dos valores diarios recomendados, todavia os teores de EPA+DHA sdo

inferiores aos valores de referéncia.

Estes resultados sugerem que a carne de lampreia-marinha apresenta qualidade
nutricional em termos de perfil lipidico. Todavia, o consumo desta espécie pode
revelar-se uma pratica menos saudavel para os apreciadores, na medida em que estes
consomem lampreia-marinha com uma frequéncia elevada durante os dois a trés

meses em que é permitida a sua captura em territério nacional.
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Anexo. Lista de equipamento com respetiva marca e modelo

Equipamento Marca e modelo

ASE — “Accelerated Solvent Extractor”
Balanca técnica

Balanca analitica

Baldo de vidro de evaporacao

Banho termostatizado

Bomba oxigenadora

Calorimetro

Cadinhos de porcelana

Cuvetes 10mm

Células de extracdo de 10 ml

Coluna capilar

Coluna capilar

Cromatodgrafo
Cromatodgrafo/Espectrometro de massa
Espectrofotometro

Estufa de secagem, regulavel a 105 + 2°C

Evaporador Rotativo

Filtros celuldsicos para células de extragao
de 10 ml

Homogeneizador

Liofilizador

Mufla, reguldvel a 500 + 25 °C
Picadora

Placa de aquecimento

Prensa

Tanque em polietileno

Tubos de ensaio (10 mL/20 mL)

Vértex

Dionex (ASE 100)

KERN (DS 65K1)

Precisa 205 AS; Sartorius analytic A210P
Labbox (50 ml, 19-26)

Memmert (790 059)

AIRMAX (DB-30A)

Parr (6400)

Labbox

Hellma Analytics (100-05)

Dionex (ASE 100)

Supelco (Omegawax 320)

Bruker (BR-Swax)

Hewlett Packard (6890 GCsystem)
Bruker (Scion 456)

Beckman (DU 530)

Memmert (UE 500)

BUCHI (Rotavapor systems, R-114, B-480, B-177,
F25)

Dionex (ASE 100)

IKA-WERK (Ultra-turrax-T25)

Edwards (Modulyo benchtop freeze dryer)
Carbolite Furnaces (CSF 1200)

FLAMA (1705FL)

Thermolyne SyBran (17600)

Parr (Pellet Press)

Rena (Aqualife 200)

Pyrex/Normax

IKA (TT52)
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