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RESUMO —  A lipogênese “in vitro”, estudada pela utilização 
de substância marcada como a glicose 14C, nos tecidos muscu
lar, branquial e da glândula do intestino médio dos siris (Cal- 
linectes sapidus) aclimados a 10°C e a 25°C, se manifestou 
mais no sentido da elaboração dos fosfolipídeos do que lipí- 
deos neutros. Destes últimos, apenas os monoglicerídeos foram 
sintetizados a partir do precursor radioativo, nos animais acli
mados a 10°C. A temperatura de aclimação parece não ter in
fluenciado a síntese preferencial de certos tipos de fosfolipí
deos. Nos três tipos de tecidos estudados e nas duas tempera
turas de aclimação, os fosfolipídeos neo-formados, durante o 
intervalo de incubação com a glicose marcada, foram: fosfa- 
tidil-etanol-amina, fosfatidil-serina, lecitina e esfingomielina.



LIPOGENESIS STUDIES AND SEPARATION OF THE TO
TAL LIPIDS OF THE BLUE CRAB, CALLINECTES SAPI- 
DVS, ACCLIMATED AT DIFFERENT TEMPERATURES

ABSTRACT —  Lipogenesis studied “in vitro” using tracer 
substances like glucose 14C in muscle, gill and hepatopancreas 
tissues of the crab (Callinectes sapidus) acclimated to 10°C and 
25°C has shown more production of phospholipids than neutral 
lipids.

Between neutral lipids only the monoglycerides were syn- 
thetized from the radioactive glucose by those animals acclimated 
to 10°C. The acclimation temperature may not have any in
fluence upon the preference synthesis of certain types of phos
pholipids. In the three types of tissues studied at two different 
acclimation temperatures the neo-formation phospholipids dur
ing the incubation intervals with glucose “ C were phosphatidil- 
ethanolamine, phosphatidil-serine, lecithin and sphingomyelin.

CONCLUSIONS:

1. In both acclimated animals to 10°C and 25°C, more than 
50% of the total lipids from muscle, gills and hepatopan
creas tissues is formed by neutral lipids.

2. In muscle and gills tissues there is a tendency to occur 
phospholipids in higher quantity.

3. The main neutral lipids found were: monoglycerides, tri
glycerides, free fatty acids and methyl esters of fatty acids.

4. The only neo-formation neutral lipid in the three types of 
tissues from animal acclimate to 10°C was the monogly
ceride.

5. The main phospholipids were: phosphatidyl-coline, phos- 
phatidyl-ethanolamine, phosphatidyl-serine and sphingo
myelin.

6. The “in vitro” lipogenesis, with the use of labeled glucose, 
in both acclimation temperature, shown a tendency to the 
elaboration of phospholipids than the neutral lipids.



1 .

INTRODUÇÃO

Na natureza, a vida animal ocorre em uma relativa faixa tér
mica, diferindo muito as respostas dos animais às variações de tem
peratura.

Como se sabe, organismos que suportam grandes variações são 
denominados “euritérmicos”, enquanto que os restritos a “habitats” 
com pequenas flutuações de temperatura designam-se por “estenotér- 
micos”. Em ambos os extremos de variação da temperatura, alcan
ça-se um ponto letal para o animal; entre estes dois extremos, deno
minado de zona térmica de compatibilidade, as espécies sobrevive
rão com variáveis graus de êxito.

É bem conhecido o fato de certas funções metabólicas nos poi- 
quilotérmicos serem alteradas em resposta a uma modificação da tem
peratura do meio ambiente. Entretanto, ainda se está longe de um 
entendimento adequado dos mecanismos que envolvem tais modifica
ções.

Entre outros fatores, a temperatura pode determinar os limites 
letais para os animais e condicioná-los na natureza, através da acli
matação, a suportarem certos níveis de variação térmica que seriam 
de outra forma, intoleráveis. A temperatura governa a velocidade de 
desenvolvimento e determina também os limites das funções metabó
licas dentro dos quais o animal pode viver (BRETT, 1956).

Para HEILBRUN (1924), a coagulação do protoplasma dife
re da coagulação das proteínas, pelo fato de ser reversível. Isto está 
associado, aparentemente, com alguma.mudança no estado dos ácidos 
graxos da célula. O mesmo autor (1952), assinala ser fato notável 
que animais e plantas que vivem em temperaturas mais baixas têm 
gorduras com menor ponto de fusão do que os que vivem em ambien
tes de temperatura mais elevada. Assim, os lipídeos de peixes são flui
dos à temperatura ambiente enquanto que os de aves e mamíferos são 
sólidos. Isto é verdadeiro não só para as gorduras de reserva como 
também para os constituintes lipídicos do protoplasma.

Sob a denominação de lipídeos, incluem-se aqui, todas as subs
tâncias insolúveis na água e solúveis nos solventes orgânicos (DEUEL, 
1951). Por esta definição, os lipídeos são operacionalmente, porém 
não estruturalmente, homogêneos.



Como se pode observar pela recente bibliografia especializada, 
a elucidação de muitos aspectos da bioquímica dos lipídeos recebeu 
grande estímulo pelo desenvolvimento de modernas técnicas de estu
do desses compostos tais como: cromatografía em fase gasosa, cro
matografía em camada delgada, substâncias traçadoras e espectrofoto- 
metria no infra-vermelho.

Estas técnicas foram aplicadas, como é compreensível, princi
palmente no estudo da bioquímica dos lipídeos do homem, animais 
comuns de laboratorio e animais de importância econômica. A bio
química dos lipídeos dos invertebrados vem recebendo atenção mui
to menor, embora a diversidade química dos lipídeos dos invertebra
dos tenha, ultimamente, provido estímulo para muitas investigações 
bioquímicas.

Estudos dos lipídeos de uma série de invertebrados conduz à 
bioquímica comparada. Por exemplo, relações taxonómicas entre os 
Porifera têm sido correlacionadas com a ocorrência de esteróides es
pecíficos (BERGMANN, 1962). Este autor (1962) propõe que a 
ocorrência de substâncias lipídicas nos animais pode ser uma conse
qüência da dieta e ou de mecanismos de biossíntese. Presumivelmen
te, os lipídeos produzidos biossinteticamente evidenciam mais as re
lações taxonómicas desde que sua síntese dependa da posse comum 
de enzimas específicos. Isto leva a um problema adicional, que é o 
de determinar se as substâncias lipídicas que mostram específica dis
tribuição de acordo com a taxonomía são sintetizadas de novo. De
monstração direta da síntese de lipídeos, por exemplo, usando isóto
pos radioativos, foi verificada em urna série de invertebrados.

BERGMANN (l.c .)  reviu a literatura da bioquímica compa
rada dos esteróides e forneceu uma série de dados em relação à quí
mica dessas substâncias. Os filos inferiores, como por exemplo, Pori
fera e Celenterata, são caracterizados por uma diversidade dos prin
cipais tipos de esteróides.

Numa seqüência progressiva evolucionária, o colesterol torna- 
-se o esterol dominante nos Mollusca, Echinodermata e Arthropoda, 
e finalmente, o principal, nos Chordata.

A distribuição dos esteróides mostrou uma correlação parti
cularmente interessante nos Porifera, Mollusca e Echinodermata.

A modificação da temperatura pode conduzir a uma variação 
das principais classes de lipídeos. HOAR e COTTLE (1952) mos-



traram em peixes Carassius auraíus que a relação colesterol —  ácidos 
graxos varia diretamente e a colesterol —  fosfolipídeos varia inversa
mente com a temperatura de aclimação. MUSACCHIA e CLARK 
(1957) verificaram em peixes Myoxocephalus quadricornis, da região 
ártica, mantidos em temperaturas elevadas, que nestes animais, havia 
um aumento de colesterol do fígado e um decréscimo de fosfolipídeos 
no músculo.

Nos tecidos com alto metabolismo, os fosfolipídeos constituem 
a maior parte dos lipídeos totais, enquanto que os triglicerídeos são 
encontrados predominantemente nos tecidos modificados para a re
serva de gorduras. Nos animais em jejum, os triglicerídeos são utili
zados antes dos fosfolipídeos, ocorrendo a morte na época em que 
estas últimas substâncias começam a ser utilizadas (DEUEL, 1955). 
Este fato conduziu os cientistas a diferenciarem entre compostos cons
tantes e variáveis dentre os lipídeos. Os constantes dizem respeito aos 
fosfolipídeos, os quais, no organismo, servem a uma função essencial 
(TERROINE, 1936).

Os fosfolipídeos são os principais componentes lipidíeos das 
membranas celulares, do núcleo, mitocôndrias e ribossomas. Em adi
ção à sua função estrutural, evidências indicam uma possível função 
dos fosfolipídeos na absorção das gorduras, no transporte de íons, se
creção das proteínas e coagulação do sangue (ROSSITER e CLE- 
LAND, 1960).

Depreende-se da grande literatura existente, que face ao grande 
valor comercial, a maior parte das pesquisas referentes aos lipídeos foi 
efetuada em peixes. Nos demais poiquilotérmicos, há uma tentativa 
de se correlacionar os lipídeos e ácidos graxos de animais de filos di
versos, sem se levar em conta as variações individuais próprias de 
cada espécie.

Com relação aos crustáceos, decápodes em particular, são mui
to escassos os trabalhos que visam a um bom entendimento sobre a 
influência da temperatura na bioquímica dos lipídeos. Diante desses 
fatos, no presente trabalho procurou-se investigar a influência da tem
peratura sobre os lipídeos em geral e sobre os de neo-formação, ou 
seja, na lipogênese, utilizando como animal experimental o siri azul, 
Callinectes sapidus. O objetivo principal no estudo da lipogênese foi 
verificar, utilizando substâncias traçadoras, como a glicose marcada 
com 1JC, se tecidos isolados, músculo, glândula do intestino médio e



brânquias, de animais aclimados a 10°C e 25°C, tinham a capacida
de de sintetizar lipídeos de neo-formação e, em caso afirmativo, se 
diferiam nesta capacidade em função da temperatura.

Obviamente, um trabalho desta natureza conduziu a uma in
vestigação preliminar, ou seja, se havia realmente utilização “in vitro" 
da glicose marcada com 14C.

A verificação deste aspecto possibilitou, a seguir, o estudo da 
incorporação da glicose radioativa nos lipídeos totais, e, depois, o 
fracionamento dos lipídeos totais com o emprego da cromatografia 
em coluna e em camada delgada, a fim de se determinar, pela radio
atividade exibida pelas diversas frações, quais eram realmente os lipí
deos de neo-formação.

A lipogênese pode ser detectada e estimada por uma série de 
procedimentos. Provavelmente, o método mais direto é a demonstra
ção da deposição dos lipídeos em animais alimentados com uma die
ta isenta de gorduras. DEUEL (1955) relata a conversão de hidratos 
de carbono e proteínas da dieta em lipídeos. HAYES (1938) encon
trou um aumento no conteúdo de gorduras durante uma fase do de
senvolvimento embriológico do ouriço do mar, Arbacia. Como isto 
ocorre antes, do desenvolvimento de um intestino funcional, admitiu 
o autor que essa síntese de lipídeos processava-se às expensas de 
outras substâncias.

Estudos “in vivo” e “in vitro” do quociente respiratório cons
titui um segundo meio de se verificar a ocorrência da lipogênese. A 
conversão de substâncias, tais como, açúcares e amino-ácidos em áci
dos graxos de longas cadeias processa-se com um Q.R. que excede 
consideravelmente de 1. DEUEL (l.c .)  verificou um Q.R. de 8 na 
conversão da glicose em ácido palmítico.

Uma terceira técnica aplicável ao estudo da lipogênese é a uti
lização de substâncias marcadas. A incorporação de isótopos radio
ativos nos lipídeos é uma evidência direta da lipogênese.

Os estudos da lipogênese “in vitro” fornecem informações a 
respeito da capacidade lipogênica de cada órgão.

2.
MATERIAL E MÉTODOS

Na realização deste estudo, utilizaram-se músculo, glândula do 
intestino médio e brânquias do siri azul, Callinectes sapidus.



O passo inicial na execução desta pesquisa consistiu na acli
mação do siri azul. Após a coleta, cada animal era colocado em uma 
caixa plástica com água do mar a 30% o, convenientemente arejados 
e separados em dois lotes, mantidos em câmaras de aclimação a 10°C 
e a 25°C, durante três semanas, no mínimo. Eram alimentados com 
pedaços de fígado (O’CONNOR et. al., 1969) duas vezes por sema
na e submetidos a um fotoperíodo de 12 horas. A fim de uniformizar 
as condições experimentais, somente animais machos, na fase de in
termuda, foram utilizados, pois é sabido (D AMBO VICE ANU, 1932, 
O’CONNOR et al., 1968) que durante a muda e nas fases finais da 
pré-muda há um decréscimo de certos constituintes bioquímicos da 
glândula do intestino médio e do líquido do meio interior.

A incubação dos tecidos com o material radioativo foi executa
da pela adição de 2,5 uCi de glicose uniformemente marcada com 
14C, cuja atividade específica era de 492 mc/mM, procedendo-se pos
teriormente a homogeneização dos tecidos.

Cada tecido foi incubado, durante três horas, com a glicose 
radioativa, em face dos resultados obtidos em experiências prévias, 
as quais evidenciaram ser esse tempo o mais adequado. A incubação 
foi feita à temperatura de 25°C. Findo esse intervalo de tempo, ex
traíram-se os lipídeos totais dos homogeneizados, utilizando-se a técni
ca de Folch et. al. (1957).

A fim de remover os contaminantes não lipidíeos e o material 
radioativo não metabolizado, durante o intervalo de tempo assinala
do, fez-se uma seqüência de três lavagens dos extratos, conforme pres
crição de Folch et. al. ( l.c .) .

Todas as etapas referentes a estes experimentos foram realiza
das em uma atmosfera de N2, impedindo desta forma a oxidação das
gorduras, que é muito comum neste tipo de experiência, falseando os 
resultados da pesquisa.

A separação dos lipídeos totais obedeceu a seguinte ordem:

a. Fracionamento dos lipídeos totais em suas diferentes classes pelo 
emprego da cromatografía em coluna;

b. Separação de cada classe lipídica em seus lipídeos individuais,
através da cromatografía em camada delgada;

c. Raspagem do adsorvente das placas cromatográficas, nas regiões
correspondentes aos diferentes lipídeos, eluição dos mesmos e



dissolução no líquido cintilador para contagem da radioatividade 
do aparelho de cintilação líquida.

a) Cromatografía em coluna

Na maioria dos casos, a escolha de um adsorvente adequado 
é o primeiro problema a ser resolvido, dado que um requerimento 
óbvio é que o adsorvente seja capaz de adsorver os solutos forte- 
mente, porém não excessivamente, que se torne difícil do mesmo se 
deslocar. Preferencialmente, o adsorvente deve ter uma afinidade dife
rencial pelos constituintes do soluto. No presente caso, para o fra- 
cionamento dos lipídeos totais foi escolhido o ácido silícico, o qual é 
um excelente adsorvente para separação dos lipídeos (GREECH, 
1961), misturado com celite (NELSON et a l, 1959), na proporção 
de 2 :1 , respectivamente, sendo que este último tem por finalidade 
facilitar o fluxo do eluente.

A mistura ácido silícico-celite, umidecida em dicloro-metano 
foi colocada na coluna e compactada com uma fraca pressão de N2. 
Durante a compactação do adsorvente, executou-se a vibração da co
luna, batendo-se na mesma gentilmente com um bastão de vidro, a 
fim de se evitar a formação de pequenos canais no adsorvente.

Preparada a coluna, a mesma foi lavada com 20 mi de di-clo
ro-metano.

O extrato lipídico, cujo teor de lipídeos totais já havia sido 
previamente determinado, foi colocado na coluna, dissolvido em 2 mi 
de di-cloro-metano, evitando-se o distúrbio da superficie do adsorven
te. Em seguida, acrescentou-se à coluna mais 3 mi de di-cloro-metano 
para completar a adsorção dos lipídeos na coluna cromatográfica, im
pedindo neste e em qualquer momento do fracionamento dos lipí
deos que o nível do liqüido ficasse abaixo do nível do adsorvente.

Adicionado os lipídeos totais à coluna, a eluição dos mesmos 
processou-se de acordo com a seqüência assinalada na Tabela I. Isto 
nos permitiu, primeiramente, separar os lipídeos neutros dos lipídeos 
polares.

No primeiro grupo, dos lipídeos neutros, enquadram-se os éste- 
res do colesterol, os mono-, di e trighcerídeos, colesterol e ácidos 
graxos livres, enquanto que o grupo polar é constituído essencialmen
te pelos fosfolipídeos.



É óbvio que os ácidos graxos livres não são compostos neu
tros, mas eles são enquadrados neste grupo devido a sua não polari
dade em relação aos fosfolipídeos.

Os diversos eluentes foram coletados em balões de fundo re
dondo, sob um fluxo de N2. O extrato lipídico de cada fração foi 
concentrado, por evaporação do solvente, sob pressão, em um evapo- 
rador rotatório. Concentrados os extratos, estes foram transferidos para 
cápsulas de Teflon, previamente pesadas, e o resto do solvente eva
porado com N2. As cápsulas de Teflon foram então repesadas numa 
eletro-balança Cahn e a quantidade de lipídeo devidamente anotada.

Num experimento de tal natureza é importante fazer-se a veri
ficação da quantidade de lipídeos recuperados após a passagem dos 
mesmos pela coluna cromatográfica. O material adsorvido à coluna, 
não eluído, falsearia o resultado completamente. Desta forma, em 
cada experiência anotou-se sempre o peso dos lipídeos colocados na 
coluna e o peso obtido na fração dos lipídeos neutros e fosfolipídeos, 
conforme a Tabela II. Na Tabela III encontramos as percentagens de 
lipídeos neutros e fosfolipídeos, recuperados do músculo, glândula do 
intestino médio e brânquias, respectivamente.

b) Cromatografia em camada delgada

Os diversos lipídeos eluídos das colunas cromatográficas, con
forme indicados na Tabela II, foram então purificados pela cromato
grafia em camada delgada. Esta etapa foi realizada com o objetivo de, 
através da radioatividade medida em cada constituinte lipídico, conhe
cer-se quais os corpos graxos de neoformação, ou seja, quais lipídeos 
se formaram durante o período de incubação, às expensas do subs
trato radioativo empregado, que em síntese significa a lipogênese ocor
rida nesse intervalo de tempo.

As placas cromatográficas, já devidamente preparadas, reves
tidas com silica gel G, o adsorvente mais freqüentemente usado para 
a separação dos lipídeos neutros e ácidos (MANGOLD, 1961), foram 
adquiridas da firma Brinkman Instruments.

Os lipídeos neutros contidos nas capsulas de Teflon, foram dis
solvidos em hexano redistilado (MANGOLD, l.c .) , enquanto que 
os polares foram dissolvidos em clorofórmio-metanol (2 :1 ), (SKIPS- 
KI et al., 1967), a fim de serem aplicados nas placas de cromatogra-



fia. A aplicação de amostras seguiu a técnica proposta por MAN- 
GOLD ( l.c .) , com a única modificação de que, para evitar a oxida- 
ção dos lipídeos, as placas cromatográficas foram colocadas em uma 
caixa plástica, com uma fenda regulável, que permitia o contato da 
micropipeta com a placa cromatográfica, em cada ponto de aplicação 
dos lipídeos. Através de um orifício lateral da caixa plástica fazia-se 
passar um fluxo constante de N2, durante todo o processo de aplica
ção dos lipídeos.

Na identificação dos lipídeos não polares ou neutros, utiliza
ram-se como padrões os seguintes compostos:

ácido capróico, caprílico, cáprico, láurico, mirístico, palmítico, 
oleico, esteárico, linoleico, linolênico, dipalmitina, tripalmiti- 
na, dioleina, trioleina, mono-oleina, monopalmitina, metil-mi- 
ristato, metil-palmitoleato, colesteril miristato, colesteril-olea- 
to, colesteril-palmitato.
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Os seguintes lipídeos polares foram usados como referência na 
identificação dos lipídeos ácidos: fosfatidil-etanol-amina, fosfatidil-se- 

rina, fosfatidil-colina (lecitina), esfingomielina, fosfatidil-inositol 
e liso fosfatidil-colina.
Para a aplicação dos lipídeos de referência, bem como das 

amostras extraídas dos tecidos, utilizaram-se micropipetas fabricadas 
e calibradas no próprio laboratório.

A concentração da solução dos lipídeos padrões adsorvidos às 
placas cromatográficas foi de 100 pg, enquanto que a dos lipídeos 
extraídos era em maior quantidade, cerca de 300 pg.

Uma vez evaporado o solvente das placas cromatográficas nos 
pontos de aplicação dos lipídeos, estas foram transferidas para tan
ques nos quais se havia colocado previamente os solventes desejados 
para a separação dos lipídeos. Como este processo realizou-se num 
ambiente anaeróbico, os referidos tanques possuíam tampas especiais 
com torneiras que permitiam o controle da atmosfera interior dos 
mesmos.

Dois tipos de mistura de solventes foram empregados na sepa
ração dos lipídeos neutros, comparando-se os resultados obtidos com 
ambas as misturas. A primeira, consistiu de um sistema bifásico éter 
de petróleo (p.e. 60-70°) e éter dietílico na proporção de 95:5; a 
segunda mistura era um sistema tri-fásico, com as seguintes substân
cias: éter de petróleo, éter dietílico e ácido acético na proporção
90:10:1. Embora com ambas as misturas de solventes os resultados 
fossem comparáveis, preferiu-se a segunda, uma vez que com esta 
havia uma nítida diminuição da “cauda” deixada pelos ácidos graxos, 
na trajetória ascendente na placa cromatográfica.

Para fracionamento dos fosfolipídeos foram empregados os sis
temas tri-fásicos, clorofórmio-metanol e água na proporção 65:25:4 e 
os sistemas bi-fásicos, n-propanol-água (7 :3) e n-propanol-amônia a 
12%, na proporção 7:3. Com os 3 sistemas empregados pudemos 
identificar os mesmos tipos de fosfolipídeos, através dos padrões uti
lizados, porém com o primeiro sistema, trifásico, não havia pratica
mente formação de “cauda”.

Quando o solvente atingia uma distância previamente fixada 
nas placas cromatográficas, estas eram retiradas dos tanques, e o 
solvente evaporado das mesmas com fluxo de N2.



Na visualização e identificação dos lipídeos, foram empregados 
os seguintes indicadores, vaporizados sobre as placas cromatográficas: 
2’,7’-di-cloro-fluoresceína a 0,2% em etanol a 96% , Rodamina B, 
0,05% em etanol a 96% , azul de Bromotimol, 0,04 mg em 100 ml 
de NaOH, 0,0IN e iodo a 1% em metanol. O primeiro corante des
ta série mostrou-se bastante satisfatório na visualização dos lipídeos 
neutros, com o auxílio de uma lâmpada ultra-violeta. Rodamina B e 
azul de Bromotimol foram bons indicadores para a visualização dos 
lipídeos polares.

c. Raspagem do adsorvente das placas cromatográficas

Uma vez visualizados e identificados os diversos lipídeos por 
comparação com os padrões, procedeu-se à raspagem cautelosa da 
silica gel das placas cromatográficas, nas áreas correspondentes à 
zona de localização dos lipídeos e subseqüente eluição dos mesmos 
do adsorvente. As partículas do adsorvente foram coletadas com toda 
precaução, utilizando-se um aspirador de vidro conectado a uma trom
pa de vácuo, o qual continha um filtro com poros de dimensões 20 
a 25 ¡i, segundo a técnica indicada por GOLDRICK e HIRSCH 
(1963). Aspiradas as partículas, o aspirador era então invertido e os 
solventes necessários na eluição dos lipídeos eram introduzidos no 
seu interior por meio de uma seringa de injeção. 30 cc de hexano re- 
destilado e clorofórmio metanol (2 : 1 ) foram usados na eluição dos 
lipídeos, o primeiro solvente para os lipídeos neutros e o segundo 
para os polares. A eluição procedeu-se em 3 etapas, aplicando-se 
10  cc do solvente de cada vez, deixando-se em contato com a silica 
gel no mínimo 5 minutos. O eluente, filtrado no próprio aspirador de 
vidro por pressão de N2, era coletado em balões de fundo redondo e 
o solvente evaporado sob pressão em evaporadores rotatórios. Os li
pídeos que permaneciam nos balões de vidro foram então dissolvi
dos diretamente no liqüido cintilador e levados ao aparelho de cin- 
tilação liqüida para contagem da radioatividade, nas quais se utilizou 
um aparelho Packard de cintilação liqüida, com trocador automático 
de amostras e eficiência para contagem do 14C igual a 85%.



3.
RESULTADOS

Pode-se observar pela Tabela III, que no músculo, na glándula 
do intestino médio e nas bránquias, tanto de animais aclimados a 
10°C e a 25°C, mais de 50% dos lipídeos são constituídos pelos Ii- 
pídeos neutros.

Há no entanto, em relação ao músculo e bránquias, maior 
tendência a uma percentagem mais elevada de fosfolipídeos do que na 
glándula do intestino médio.

Os diversos tipos de lipídeos, bem como os de neo-formação, 
separados pela cromatografía em camada delgada, estão assinalados 
nas tabelas IV, V e VI. A lipogênese nesta tabela está expressa em 
desintegração por minuto (D.P.M.).

Os principais lipídeos neutros encontrados foram: monoglice- 
rídeos, triglicerídeos, ácidos graxos livres e ásteres metílicos dos áci
dos graxos. Dentre estes lipídeos, os únicos que apresentam radioa
tividade, e que portanto são de neo-formação, são os monoglicerí- 
deos, os quais foram sintetizados somente nos animais aclimados a 
10°C.

Ê interessante ressaltar que, ainda dentro desta categoria de 
lipídeos, ou seja neutros, só foi possível identificar cromatografica- 
mente ásteres metílicos dos ácidos graxos nos animais aclimados a 
10°C.

Quanto aos fosfolipídeos, foram identificados os seguintes nas 
placas cromatográficas: fosfatidil-colina (lecitina), fosfatidil-etanol- 
-amina, fosfatidil-serina e esfingomielina.

Tanto nos animais aclimados a 10°C como a 25°C, a lipogêne
se manifestou-se indiscutivelmente no sentido da formação dos lipí
deos ácidos. A principal diferença a assinalar entre animais aclima
dos a 10°C e 25°C relativamente a esta categoria de lipídeos, é que 
nos últimos, embora ocorra fosfatidil-etanol-amina, esta não é de neo- 
-formação, uma vez que nenhuma amostra de tecido do animal acli- 
mado a 25°C, exibiu radioatividade. Nos demais lipídeos pertencen
tes à categoria dos lipídeos polares, a temperatura de aclimação pa
rece não ter exercido nenhum efeito, determinando a síntese prefe
rencial de certos tipos de fosfolipídeos uma vez que os resultados da 
medida da radioatividade em DPM, se recobrem nos vários tipos de 
tecidos estudados, em ambas as temperaturas de acümação.
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4.

DISCUSSÃO

O fracionamento dos lipídeos totais, dos tecidos do siri azul, 
pela cromatografía em coluna e camada delgada permitiu investigar o 
aspecto qualitativo da influência da temperatura de aclimação sobre 
esses compostos, conforme resultados contidos na Tabela III. Vê-se 
por essa Tabela, que mais de 50% desses lipídeos são constituídos 
pelos lipídeos neutros, havendo uma tendência a ocorrer maior 
percentagem de fosfolipídeos nos músculos e brânquias. Estes 
dados concordam com os de KONING e McMULLAN (1966), 
que encontraram na glândula do intestino médio da lagosta Jasus la- 
landii, cerca de 67% de lipídeos neutros. GRUGER, JR. (1967) 
assinala que, nos órgãos de reserva, os lipídeos estão constituídos prin
cipalmente de triglicerídeos, enquanto que nos demais órgãos, como 
músculo por exemplo, os fosfolipídeos ocorrem em maior percenta
gem. Sendo a glândula do intestino médio também um órgão de re
serva de gorduras nos crustáceos, é lógico que seja mais rica em lipí
deos neutros.

Dado que, tanto nos animais aclimados a 10°C e a 25°C, as 
quantidades de lipídeos neutros e fosfolipídeos se recobrem pelo me
nos nos estudos “in vitro” (aqui realizados) parece que a temperatura 
de aclimação não teve uma influência nas percentagens de lipídeos de 
ambas as classes.

Pelos resultados dos experimentos resultantes do fracionamen
to dos lipídeos totais pela cromatografía em camada delgada, assina
lados nas Tabelas IV, V e VI, pode-se verificar que a lipogênese às 
expensas do substrato radioativo, tanto nos tecidos dos animais acli
mados a 10°C, como a 25°C, se manifestou mais no sentido da ela
boração dos fosfolipídeos do que lipídeos neutros. Destes últimos, os 
únicos formados a partir do precursor radioativo, foram os monogli- 
cerídeos, nos animais aclimados a 10°C.

Experiências “in vitro”, realizadas por O’CONNOR e GIL- 
BERT (1968), demonstraram que a glândula do intestino médio do 
crustáceo de água doce, Orconectes virilis, quando incubada com glico
se marcada, apresenta uma atividade lipogênica diminuida, após a extir- 
pação do pedúnculo ocular do animal. A conversão da glicose em li-



pídeos dar-se-ia, segundo esses autores, através da oxidação desta 
substância a acetato, o qual seria sintetizado em ácidos graxos ou en
tão a glicose seria convertida em lipídeos pela via a-glicero-fosfato. 
Infelizmente, o autor não faz menção aos tipos de fosfolipídeos en
contrados, e os dados relativos à lipogênese em animais marinhos, 
particularmente em crustáceos, são muito escassos (SHIEH, 1969).

Os resultados dos experimentos indicados nas Tabelas IV, V e 
VI concordam em linhas gerais com os de outros autores, no sentido 
de que a temperatura de aclimação não ter tido uma influência acen
tuada na lipogênese, mesmo em relação aos fosfolipídeos. Assim, os 
estudos de MUSACCHIA e CLARK (1957), nos peixes árticos Myo- 
xocephalus quadricornis, mantidos a 2°C, 5°C e a 20°C, mostraram 
que a temperatura elevada não tinha efeito sobre a composição quí
mica dos fosfolipídeos; SHIEH (l.c .)  verificou, após injeção de vá
rios ácidos graxos, na lagosta Homarus americanus, que os fosfolipí
deos eram intensamente radioativos e ANDERSON (1970), estudan
do a influência da temperatura de aclimação nos fosfolipídeos das 
membranas celulares do peixinho dourado Carassius auratus, não en
controu também diferenças nas concentrações relativas dos vários 
fosfolipídeos, nos animais aclimados a 5°C e a 25°C.

Sabe-se (SMITH, 1964) que os fosfolipídeos têm funções es
peciais nos processos de secreção, no transporte de íons, na coagu- 
lação do sangue e na permeabilidade seletiva das células.

Dada a grande importância desses compostos químicos para os 
organismos, talvez a lipogênese mais acentuada dos fosfolipídeos do 
que a dos lipídeos neutros, que são substâncias de reserva, esteja rela
cionada com necessidades mais imediatas dos animais, tais como a ma
nutenção de uma “fluidez” específica das membranas e permeabilida
de, propriedades estas necessárias para o eficiente funcionamento ce
lular (ROOTS, 1968),

Seria desejável uma comparação dos resultados obtidos nos ex
perimentos “in vitro” (Tabelas IV, V e V I), com os obtidos “in vivo”, 
a fim de que conclusões mais objetivas pudessem ser tiradas com re
lação à síntese preferencial dos fosfolipídeos em ambos os grupos de 
animais.



5.

CONCLUSÕES

1. Tanto em animais aclimados a 10°C como a 25°C, mais de 50% 
dos lipídeos totais dos músculos, glândula do intestino médio e 
brânquias, são constituídos pelos lipídeos neutros.

2. No tecido muscular e branquial há uma tendência a ocorrer maior 
quantidade de fosfolipídeos.

3. Os principais lipídeos neutros encontrados foram: monoglicerí- 
deos, triglicerídeos, ácidos graxos livres e ésteres metílicos dos 
ácidos graxos.

4. Os únicos lipídeos neutros, de neo-formação, nos três tipos de 
tecidos estudados, em animais aclimados a 10°C, foram os mo- 
noglicerídeos.

5. Dos fosfolipídeos, os principais encontrados foram: fosfatidil-co- 
lina, fosfatidil-etanol-amina, fosfatidil-serina e esfingomielina.

6. A lipogênese “in vitro”, à expensa da glicose marcada, em ambas 
as temperaturas de aclimação, manifestou-se mais no sentido da 
elaboração dos fosfolipídeos do que dos lipídeos neutros.
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