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RESUMO 
___________________________________________________________________________ 

 

O alfa-cetoácido (AKG) é um intermediário chave no ciclo do ácido tricarboxílico com um 

importante papel no metabolismo dos aminoácidos. Quando administrado como um 

suplemento é parcialmente convertido para CO2, ficando uma parte disponível para actuar no 

organismo. Nos últimos anos vários trabalhos têm demonstrado que o AKG melhora a 

mineralização do osso, tanto o cortical como o trabecular, tornado os ossos mais fortes e 

resistentes e este efeito está relacionado com o aumento da síntese de colagénio, a base do 

processo de mineralização. O suplemento de AKG leva ao aumento do pool de prolina, que é 

um aminoácido que, quando hidrolisado pela prolil-4-hidroxilase (P4H), é essencial para a 

constituição da hélice tripla da molécula de colagénio. Neste trabalho pretendeu-se avaliar o 

efeito da administração oral de AKG na pele e escamas regeneradas da dourada Sparus 

aurata, uma espécie importante em aquacultura, tendo como hipótese que a síntese de 

colagénio seria estimulada. As escamas do lado esquerdo de dezanove exemplares adultos de 

dourada foram removidas e estes foram separados em três grupos experimentais e alimentados 

durante 14 dias com amêijoa – grupo Controlo, amêijoa suplementada com 0.1g/kg AKG 

(Gramineer International AB) – grupo tratado e com 140 mg de cálcio – grupo Placebo. A 

análise dos parâmetros plasmáticos no fim do período experimental revelou que a condição 

fisiológica dos animais não foi afectada com o procedimento experimental, uma vez que os 

níveis de cortisol, estradiol, cálcio e fósforo não foram afectados. No grupo AKG, o nível da 

transaminase aspartato-aminotransferase (AST) estava significativamente (P <0.05) mais 

elevado do que no grupo Controlo, mas não o da alanina-aminotransferase (ALT), 

provavelmente devido à maior disponibilidade do AKG em circulação. 

Foi feita uma caracterização morfológica da pele aquando da remoção das escamas, do tecido 

regenerado e do tecido intacto recorrendo a duas colorações: tricrómio de Masson e vermelho 

de picro sirius. Com 14 dias de regeneração, a pele da dourada em todos os grupos 

experimentais já tinha recuperado da agressão inicialmente induzida pela remoção das 

escamas. A epiderme formava um contínuo sobre a derme e dentro do scale pocket já 

restabelecido observou-se uma escama regenerada, semelhante à escama intacta mas mais 

fina. Para ambas as escamas, foi possível observar a estrutura típica das escamas elasmóides, 

com uma placa basal composta por camadas de colagénio mineralizado orientadas a 90º umas 

das outras. A observação do tecido corado com picro sirius pôs em evidência a birrefringência 

do colagénio sob luz polarizada. A placa basal das escamas tinha uma cor amarela, 



  

proveniente do colagénio I que constitui a sua base de mineralização, e nas superfícies 

superior e inferior das escamas observou-se uma camada de pequenas fibras de colagénio, 

provavelmente colagénio I associado ao colagénio V ou mesmo elastina, identificadas pela 

sua cor azul-esverdeada sob luz polarizada. No grupo AKG, a membrana basal da epiderme 

tinha também uma cor azulada e era mais espessa do que nos grupos Controlo e Placebo. 

Ainda neste grupo, observou-se uma camada amarela sobre e ao longo da camada basal das 

células da epiderme. Esta não foi observada nos outros grupos experimentais e indica que 

poderá ter ocorrido uma maior síntese de colagénio I nestes indivíduos. A pele da dourada foi 

também caracterizada através de imunohistoquímica. Na epiderme, a presença de células 

reactivas com o antigene celular de células em renovação (PCNA) e p63 demonstrou que este 

era um tecido muito activo, com uma elevada taxa de renovação e substituição celular. As 

células da camada basal da epiderme e as células associadas à região posterior das escamas, 

na derme, reagiram com o anticorpo para a osteonectina (OSN) de dourada, demonstrando a 

importância desta proteína na matriz extra celular (ECM). Os osteoblastos associados às 

escamas intactas e regeneradas de todos os grupos experimentais reagiram com as sondas para 

o colagénio I e osteonectina de dourada e estavam dispersos ao longo das superfícies superior 

e inferior das escamas, aparecendo em maior número na região posterior das escamas. É a 

partir deste local que progride a frente de mineralização que leva ao crescimento das escamas. 

Nestas mesmas zonas foi detectada a presença de fosfatase ácida resistente ao tartarato 

(TRAP), que permitiu a identificação dos osteoblastos associados à escama. Foram deste 

modo identificados os dois tipos de células responsáveis pela formação, crescimento e 

modelação das escamas.  

A quantificação por qPCR da cadeia α1 do colagénio I de dourada (ColIα1) e da proteína de 

matriz osteopontina (SPP1) não revelou diferenças significativas na expressão destes dois 

genes entre grupos. Uma grande dificuldade encontrada neste método foi a validação de um 

gene de referência adequado para este tecido caracterizado por uma grande dinâmica celular, 

pelo que um gene de referência mais adequado terá ainda que ser escolhido e validado. Não 

obstante esta limitação, a expressão de ColIα1 e SPP1 foi mais elevada no tecido intacto e no 

tecido regenerado, respectivamente, do grupo tratado com AKG. A análise do módulo elástico 

das aortas dos diferentes grupos experimentais demonstrou que no grupo tratado com AKG 

este tecido é mais elástico, tem uma maior capacidade de resistir a uma deformação e mesmo 

assim recuperar a forma original do que as aortas do grupo Controlo. A quantificação do 

conteúdo da proteína colagénio I iria proporcionar uma ideia mais concisa do que se passa no 

tecido após administração de AKG. 



  

Este foi o primeiro estudo direccionado ao efeito do AKG em tecidos de um teleósteo. Foi 

observado um efeito sobre a síntese de colagénio na pele e escamas da dourada, no entanto é 

ainda necessário mais trabalho para que esse efeito seja quantificado.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

ABSTRACT 
___________________________________________________________________________ 

 

Alpha-ketoglutarate (AKG) is a key intermediate in the tricarboxylic acid cycle with 

important functions in glutamate and glutamine metabolism. Its effect after oral 

administration was studied in adult sea bream Sparus aurata skin and scales in order to 

evaluate the effect on collagen synthesis. Scales were removed from one side of the body and 

allowed to regenerate for 14 days; the control group received untreated food, the AKG 

(calcium salt) group received 0.1g/kg in the diet (Gramineer International AB) and the 

placebo group received food treated with 140 mg calcium pills. AKG administration did not 

affect cortisol, estradiol, calcium or phosphorus levels in sea bream plasma, but the levels of 

aspartate-aminotransferase (AST) were higher in the AKG treated group when compared to 

the Control. AKG administration did not modify the overall organisation of the sea bream 

skin or of scale regeneration, as observed after tissue staining with Masson’s Trichrome. 

However, in the epidermis of the AKG treated group, the basement membrane was thicker 

than in the other groups both in the intact and regenerated scale, as revealed by birefringence 

under polarized light, which revealed a strong yellow band corresponding to collagen type I 

that was not observed in the control or placebo groups. Scale osteoblasts were identified by in 

situ hybridization with specific riboprobes and osteoclasts by TRAP staining and the content 

of ColIα1 and osteopontin in intact and regenerating skin was evaluated by qPCR. No 

differences in the expression of these two genes were observed between experimental groups, 

but an adequate reference gene still needs to be identified. Assessment of the elastic recoil of 

aortas from each experimental group revealed it was significantly higher in the AKG group 

compared to the control and this modification in rats was associated with an increase in 

collagen synthesis. This is in agreement with the increase in collagen detected in the skin by 

birefringence under polarized light in AKG treated fish although this observation will require 

confirmation by quantification of the collagen. In conclusion, the results of the present study 

provide evidence that AKG administration modifies collagen synthesis in sea bream. Further 

studies are required to confirm the effect of AKG on collagen synthesis and its mechanism of 

action during skin and scale regeneration.  
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