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RESUMO

O conjunto de caracteristicas apresentadas pelos ambientes subterraneos,
além de provocar mudangas fisicas nos organismos que vivem nesse meio, pode
interferir no metabolismo desses animais. O presente teve como objetivo realizar
uma comparagao entre o perfil lipidico e lipogénese hepatica de duas espécies de
peixes: a espécie troglobia Ancistrus cryptophthalmus e a epigea Ancistrus sp..
Foram coletados para este estudo 10 peixes troglobios na caverna Lapa do
Ang¢élica, localizada no Parque Estadual do Terra Ronca no estado de Goias, e
10 peixes ndo cavernicolas do mesmo género (Ancistrus sp.) na parte epigea do
Rio Angélica. Os resultados obtidos para a caracterizagdo do ambiente
cavernicola, indicaram temperatura superior (25,2° C) a do ambiente epigeo
(24,8° C) e menor disponibilidade de matéria organica (1,84 e 0,38g/cm’
respectivamente). Quanto aos teores de lipidios totais, verificou-se maior
acumulo nos peixes da espécie cavernicola (18,36 g/100g de tecido), que pode
ser atribuido a adaptacdo desses peixes a ambientes com disponibilidade
limitada de recursos alimentares. O perfil de acidos graxos muscular também
variou entre as duas espécies. Merecem destaque o acido araquiddnico, que foi
identificado somente nos peixes de origem epigea e o acido docosahexaenoico
que predominou nos peixes cavernicolas. No perfil lipidico do Ancistrus
cryptophthalmus foi verificada maior proporg¢do de acidos graxos saturados,
seguidos dos monoinsaturados e poliinsaturados; ja o Ancistrus sp. apresentou
predominancia de acidos graxos monoinsaturados. Diferencas significativas
também foram observadas na atividade das enzimas hepaticas, malica e glicose-
6-fosfato desidrogenase. A atividade das duas enzimas foi maior nos animais
epigeos. Esses resultados também podem ser relacionados com a disponibilidade
de alimentos nos dois ambientes distintos. Observou-se ainda a existéncia de
uma zona de ecotono localizada proxima a entrada da caverna Angélica, onde os
peixes apresentam caracteristicas intermedidrias entre as espécies hipogea e
epigea. Conclui-se, dessa forma, que as caracteristicas proprias ao meio
cavernicola influenciam de maneira significativa a composi¢do muscular de
acidos graxos e a lipogénese nos peixes da espécie troglobia Ancistrus
cryptophthalmus.

Palavras-chave: Ancistrus cryptophthalmus. Ancistrus sp. Acidos graxos (fatty
acids). Enzima malica (malic enzyme). Glicose-6-fosfato desidrogenase
(glucose-6-phosphate dehydrogenase).



ABSTRACT

The set of characteristics presented by underground environments,
besides causing physical changes in the organisms that live in that environment,
can interfere in the metabolism of these animals. The present work had the aim
of evaluating the influence of the underground environment on the lipid
composition and hepatic lipogenesis of troglobitic fish Ancistrus
cryptophthalmus. Ten troglobitic fish were collected in the cave Lapa do
Anggélica, located in Parque Estadual do Terra Ronca, and ten non-cave fish of
the same gender (Ancistrus sp.) in the epigeal part of Rio Angélica. The results
obtained for the characterization of the cave environment indicated a superior
temperature (25.2°C), compared to the epigeal environment (24.8°C) and a lower
availability of organic matter (1.84 e 0.38g/cm’ respectively). Regarding the
total lipids content, there was greater accumulation in the cave fish (18.36
g/100g tissue), that can be attributed to the adaptation of the fish to
environments with limited food resources. The muscle fatty acid profile also
varied between the two species. It is worth mentioning the arachidonic acid, that
was identified only in the epigeal fish, and the docosahexaenoic acid, that
prevailed in the cave fish. In the lipid profile of Ancistrus cryptophthalmus there
was a bigger proportion of saturated fatty acids, followed by monounsaturated
and polyunsaturated  ones;  Ancistrus  sp. showeda  predominance
of monounsaturated fatty acids. Significant differences were also observed in the
hepatic enzymes activity, as well as in the malic enzyme and glucose-6-
phosphate dehydrogenase. The activity of the two enzymes was greater in the
epigeal animals. These results can be related to the availability of food in the
distinct environments. It was also observed the existence of an ecotone zone,
located next to the entrance of the cave Lapa do Angélica, where the fish present
intermediate characteristics between the hypogeal and epigeal species. Thus, the
conclusion is that the characteristics of the cave significantly influence the
muscle composition of fatty acids and lipogenesis of troglobitic fish Ancistrus
cryptophthalmus.

Keywords: Ancistrus cryptophthalmus. Ancistrus sp. Fatty acids. Malic enzyme.
Glucose 6-phosphate dehydrogenase.
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1 INTRODUCAO

O ambiente subterrdneo sempre exerceu fascinio sobre a humanidade
devido ao conjunto de caracteristicas peculiares como a auséncia de luz natural,
estabilidade climatica e, principalmente, pela sua fauna, uma vez que, muito se
questiona sobre as formas de sobrevivéncia destes seres num ambiente
aparentemente inospito onde o alimento ¢ escasso.

No Brasil, as primeiras citagdes de animais cavernicolas remontam a
relatos da presenga de pegadas de ongas e morcegos. O primeiro animal
exclusivamente cavernicola descrito foi o bagre cego de Iporanga, Pinlelodella
kronei, em 1907.

A fauna cavernicola pode ser dividida em trés componentes basicos:
trogloxenos, troglofilos, e troglobios. As espécies trogloxenas podem ser
encontradas em cavernas, mas, necessariamente, saem delas para completar seu
ciclo de vida. Os organismos troglofilos podem formar populagdes tanto no
ambiente epigeo (externo) quanto no ambiente hipoégeo (interno). Ja os
organismos troglobios sdo exclusivamente cavernicolas. Acredita-se que o
ambiente diferenciado encontrado nas cavernas possa favorecer o aparecimento
de algumas modifica¢des adaptativas nos animais trogldbios como reducdo dos
olhos e da pigmentagdo corporal.

O Brasil se destaca no cenario mundial por possuir grande nimero de
espécies de peixes troglobios altamente especializados ao modo de vida
subterraneo, dentre as quais se destaca a espécie Ancistrus cryptophthalmus por
apresentar uma populagdo expressivamente numerosa quando comparada a
outras populagdes cavernicolas.

Nos peixes, os lipidios sdo responsaveis por desempenhar uma ampla
variedade de fungdes. Eles atuam como componentes estruturais de grande

importancia nas membranas bioldgicas, desempenham os papeis de fornecedores
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e armazenadores de energia e ainda apresentam fungdes como co-fatores
enzimaticos, pigmentos, horménios e mensageiros intracelulares. Assim, a
capacidade de sintetizar uma grande variedade de lipidios é essencial.

A composicao lipidica de peixes, assim como atividades de enzimas
relacionadas com a lipogénese como a enzima malica e a glicose-6-fosfato
desidrogenase, sdo alvos de diversas pesquisas e podem ser relacionadas com
caracteristicas biologicas, fisiologicas e ecologicas das espécies.

Com relacdo aos peixes cavernicolas, muitos trabalhos tém sido
realizados sobre o grau de troglomorfismo e evolugdo, por outro lado, estudos
acerca do seu metabolismo raramente sao encontrados.

Os estudos sobre o metabolismo fornecem elementos para que se possa
compreender as necessidades basicas dos animais e, portanto, sdo primordiais
para o entendimento dos habitos dos peixes troglobios.

Dessa forma, buscou-se com este trabalho, contribuir para a
compreensao da evolucdo dos grupos estritamente cavernicolas e para a prote¢ao

das espécies e das cavernas as quais se associam.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar uma comparacao entre o perfil lipidico e lipogénese hepatica de
duas espécies de peixes: a espécie troglobia Ancistrus cryptophthalmus e a
epigea Ancistrus sp. Buscou-se, dessa forma, evidenciar as similaridades e

diferencas entre individuos do mesmo género submetidos a ambientes distintos.

2.2 Objetivos especificos

a) determinar o perfil de acidos graxos do tecido muscular de peixes
das espécies Ancistrus cryptophthalmus e Ancistrus sp.;

b) avaliar a atividade da enzima hepatica malica nos peixes das espécies
Ancistrus cryptophthalmus e Ancistrus sp.;

c) avaliar a atividade da enzima hepatica glicose-6-fosfato
desidrogenase nos peixes das espécies Ancistrus cryptophthalmus e
Ancistrus sp.;

d) investigar a presenca de uma zona de ecOtono, entre os meios

cavernicola e epigeo.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Cavernas

As cavernas podem ser definidas como todo e qualquer espago
subterraneo acessivel pelo ser humano, incluindo seu ambiente, conteudo
mineral ¢ hidrico € o corpo rochoso onde os mesmos se inserem desde que
tenham sido formados por processos naturais, independentemente de suas
dimensdes ou tipo de rocha encaixante (BRASIL, 2008).

Estima-se que o potencial espeleologico brasileiro possa exceder
100.000 cavernas, contudo, somente cerca de 7.000 encontram-se cadastradas
(AULER et al., 2009).

O ambiente subterrineo contém um universo de inigualavel riqueza
natural e social. No entanto, sua fauna singular, flora escassa e os importantes
recursos minerais fazem desse ecossistema um dos mais frageis e vulneraveis
que existe na Terra (FERREIRA et al., 2010).

De acordo com Auler et al. (2009), sdo trés os processos responsaveis
pela formagdo de uma caverna: acimulo de sedimentos, remogao de sedimentos
e a sedimentacdo por reagdes quimicas. Todos esses processos estdo
intimamente ligados a condi¢des climaticas e hidrodinamicas que atuam sobre a
rocha encaixante ao longo dos anos.

Dessa forma, as cavernas, geralmente, sdo encontradas em terrenos onde
a a¢do mecanica dos rios apresenta forga significativa. Seu ambiente de entorno
apresenta, como principal caracteristica, a elevada solubilidade das rochas,
sendo composto, muitas vezes, por rochas carbonaticas como a dolomita, a
calcita e o calcario (LEON, 2004; ROLDAN; WAHNFRIED; KLEIN, 2004).

Verifica-se, portanto, que a acdo da agua ¢ de extrema importancia na

génese das cavernas uma vez que participa ativamente na formacgdo, na
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moldagem e na deposi¢do de inlimeras de suas feicdes além de ser responsavel
pela sua dinamicidade geoldgica e biologica.

O ambiente cavernicola apresenta algumas propriedades peculiares e, de
maneira geral, pode ser caracterizado como um sistema labirintico de espagos
mantidos na auséncia de luz com elevada umidade relativa do ar e temperaturas
constantes (HOENEN, 2010). De acordo com Trajano (2010) estas
caracteristicas sdo determinadas pela topografia da caverna (forma geral,
tamanho, nimero e posi¢do das entradas).

No biotopo subterraneo, fica impossibilitada a vida de organismos que
dependam da luz como fonte de energia, como as plantas fotossintetizantes.
Esses organismos constituem a principal fonte de energia e matéria organica
para os organismos heterotréficos (FERREIRA; MARTINS, 1998; FERREIRA;
MARTINS; YANEGA, 2000).

Assim, na maioria das cavernas, o que se observa sdo comunidades
animais mantidas principalmente por fontes aldctones de energia. A matéria
organica necessaria para a manutencao da vida nas cavernas, entdo, ¢ importada
do meio externo pela acdo da agua, do ar ou, ainda, pelos animais trogloxenos.
Configura-se, assim, uma situagdo de escassez alimentar no meio subterrdneo
(RIZZATO et al., 2009).

Muitas vezes, regides proximas as entradas das cavernas, demonstram
gradientes de modificagGes estruturais, biologicas e fisicas, criando uma zona de
transicdo entre os sistemas epigeo e hipdgeo. A entrada de uma caverna pode ser
considerada, entdo, um ecotono, ou seja, uma zona diferenciada pelo equilibrio
entre a disponibilidade de recursos (caracteristica epigea) e pela estabilidade
ambiental (caracteristica hipogea) (PROUS; FERREIRA; MARTINS, 2004).

Devido a peculiaridade desse ecossistema, as cavernas foram
consideradas como um ambiente depauperado em termos de biodiversidade

durante muitos anos (ROMERO, 2009). No entanto, sabe-se hoje que as
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cavernas representam recursos de grande valor cultural, econdmico e,
principalmente, ecoldgico-cientifico (FERREIRA et al., 2010). Motivos pelos

quais as cavernas vém atraindo cada vez mais atengdo da comunidade cientifica.

3.2 Fauna cavernicola

Em bioespeleologia ¢ comum que o mundo seja dividido em dois
ambientes: o ambiente epigeo e o hipogeo. O primeiro corresponde ao ambiente
externo. J4 o segundo ¢ representado por toda parte da biosfera que fica
localizada debaixo da terra (ROMERO, 2009).

Como descrito anteriormente, o ambiente hipdgeo apresenta
caracteristicas peculiares. Estas caracteristicas representam um fator limitante ao
estabelecimento de inumeras espécies nos ecossistemas subterraneos
(TRAJANO; DUARTE; MENNA-BARRETO, 2005). Assim, para que um
grupo de individuos consiga sobreviver a colonizacdo do meio hipogeo ¢é
necessario que ecle seja capaz de desenvolver adaptagdes morfologicas,
fisiologicas e comportamentais, geralmente ligadas as limitagdes fisicas e a
baixa disponibilidade de alimentos (MATHIEU; HERVANT, 2006).

Segundo Andrade (2010), sdo considerados cavernicolas os organismos
que passam pelo menos uma parte do seu ciclo de vida no ambiente subterraneo.

Esses organismos, no entanto, podem apresentar diferentes graus de
modificagdes relacionadas a vida cavernicola. Em fungdo disso, foi proposta
uma classificagdo conhecida por classificagdo de Schiner-Racovitza. Esse
modelo ¢ aceito até hoje com algumas modificagdes e agrupa os animais
cavernicolas em trés categorias: trogloxenos, troglofilos e troglobios.
Atualmente, acrescentou-se as trés primeiras uma quarta categoria para os

animais acidentais, que podem ser encontrados em cavernas de forma isolada, ou
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seja, ndo formam populagdes hipogeas (RIZZATO et al.,, 2011; ROMERO;
PAULSON, 2001).

A populagéo trogloxena é formada por individuos que sdo normalmente
encontrados nos ambientes subterrdneos, porém, saem regularmente do mesmo
para completar o seu ciclo de vida (FELICE; VISCONTI; TRAJANO, 2008)
como, por exemplo, 0s morcegos e corujas que necessitam sair periodicamente
da caverna para se alimentarem.

Os trogléfilos sdo organismos capazes de completar seu ciclo de vida no
meio hipogeo e/ou epigeo (HOENEN, 2010).

A distingao entre animais troglofilos e trogloxenos € complexa, uma vez
que, a mesma espécie pode formar uma populagdo trogloxena em uma caverna e
populagdo troglofila em outra, em fun¢do da disponibilidade de alimento
(BICHUETTE; TRAJANO, 2003).

Ja os organismos troglobios sdo exclusivamente subterraneos e,
usualmente, exibem apomorfias relacionadas a evolu¢do em isolamento no
ambiente cavernicola (FELICE; VISCONTI; TRAJANO, 2008). Muitas vezes,
os troglobios apresentam alto grau de diferenciacdo quando comparados a
animais de espécies semelhantes, que habitam o meio epigeo, como, por
exemplo, a redugdo ou a perda das estruturas oculares ¢ da pigmentacdo
(BICHUETTE; TRAJANO, 2003), clevada capacidade de armazenamento de
nutrientes ¢ de passar longos periodos em jejum, regressdo da capacidade
locomotora e diminuigdo do ritmo cardiaco (DUMNICKA, 2002). Cada uma
dessas adaptagdes, ou o conjunto das mesmas, recebem o nome de
troglomorfismo (FELICE; VISCONTI; TRAJANO, 2008).

Atualmente, o numero de espécies troglomorficas identificadas esta
entre 50.000 e 100.000. Este numero ¢ bastante elevado, principalmente se for
levado em consideracdo que estes animais sdo encontrados em espacos limitados

e pobres em recursos alimentares (SKET, 2006).
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Cabe ainda destacar que existem cavernas em diversas regides do
planeta e que estas apresentam condigdoes diferenciadas de temperatura,
umidade, tamanho e suprimento de agua. O Gnico fator comum a todos os tipos
de cavernas € a auséncia de luminosidade no seu interior (MATHIEU;
HERVANT, 2006). Sendo assim, verifica-se que duas das principais adaptagoes
apresentadas por animais cavernicolas estdo associadas a auséncia do
fotoperiodo: redugdo das estruturas oculares e da pigmentagao corporal.

Os mecanismos envolvidos nessa “evolugdo regressiva” ainda sdo pouco
conhecidos. Sabe-se, no entanto, que a regressao favorece a manutencao da vida
no meio cavernicola (JEFFERY, 2001).

As caracteristicas ecologicas mais marcantes apresentadas pela maior
parte das populagdes cavernicolas sdo o seu pequeno tamanho e sua distribuigao
geografica restrita. Esses animais, normalmente, s3o demasiadamente
vulneraveis a perturbagdes ambientais, apresentam sensibilidade ao estresse e
procriagdo lenta (BICHUETTE; TRAJANO, 2008). Visto a fragilidade destas
populagoes, verifica-se a importancia de trabalhos que favorecam sua

preservagao.

3.2.1 Peixes cavernicolas

Além das salamandras, os peixes sdo os Unicos vertebrados que até o
momento apresentaram habilidade para colonizar ambientes caracterizados pela
continua falta de luminosidade (WILKENS, 2005).

Cerca de 28.000 espécies de peixes sao conhecidas ao redor do mundo.
Dentre estas, 299 ja foram reportadas no ambiente hipogeo, sendo pelo menos
86 as que apresentam algum grau de troglomorfismo (ROMERO, 2009;
ROMERO; PAULSON, 2001).
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Algumas regides do planeta, concentradas principalmente em areas
tropicais como China, Brasil, México e sudoeste da Asia, sdo ricas em espécies
cavernicolas (SECUTTI; TRAJANO, 2009). Ja em regides temperadas como a
Europa sdo raros os relatos acerca de peixes troglobios (ROMERO, 2009).

O Brasil destaca-se mundialmente pela riqueza em peixes subterraneos e
também pelo numero de espécies troglomorficas (FELICE; VISCONTI;
TRAJANO, 2008). Mattox et al. (2008) destacam que existem relatos de que
mais de 20 espécies de peixes subterraneos habitam cavernas brasileiras, e
apresentam troglomorfia classica, ou seja, apresentam algum grau de regressao
quando comparados a espécies epigeas.

Porém, deve-se salientar que o conhecimento a respeito dos ambientes
subterraneos ¢ limitado e assim o numero de espécies hipdgeas pode ser maior
do que o estipulado pelas pesquisas realizadas até o presente momento,
principalmente em cavernas tropicais, que contém fauna abundante e
diversificada (RENNO et al., 2007).

As condi¢des caracteristicas a um ambiente subterraneo como a auséncia
do fotoperiodo, disponibilidade limitada de alimento e espago restrito, ndo
favorecem o desenvolvimento de populagdes. Alguns fatores, entdo, sdo
primordiais para que espécies de peixes possam povoar as areas carsticas como a
ado¢do de uma dieta essencialmente detritiva associada a habitos noturnos e
fotofobia (REIS; TRAJANO; HINGST-ZAHER, 2006).

Todas as espécies de peixes troglomorficos encontradas ao redor do
mundo pertencem a um total de 18 familias, normalmente com pré-adaptagdes as
condigdes subterraneas (WILKENS, 2005).

A grande maioria dos peixes encontrados em cavernas pertence ao grupo
dos Siluriformes (bagres e cascudos) e dos Gymnotiformes (peixes elétricos).

Esses peixes sdo, geralmente, noturnos ou de aguas turvas e se orientam pela
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gustagdo, olfato, percep¢do de vibragdes e, no caso dos ultimos, também pelo
campo eletromagnético (TRAJANO, 2010).

Dentre os peixes troglobios encontrados no Brasil, destacam-se os
cascudos da familia Ancistrus, sendo que duas espécies desse género se
encontram descritas: o Ancistrus cryptophthalmus encontrada no estado de
Goias e a espécie Ancistrus formoso identificada em um sistema carstico do
estado do Mato Grosso do Sul (REIS; TRAJANO; HINGST-ZAHER, 2006).
Essas espécies apresentam diferengas quanto a morfologia, fisiologia, grau de
troglomorfismo e, também, quanto a caracteristicas ecoldgicas (TRAJANO;
BICHUETTE, 2007).

Embora os exemplares mais notaveis da fauna cavernicola sejam
totalmente despigmentados e cegos, o que ocorre na maioria dos casos € uma
grande variacdo no grau de regressdo apresentado pelos peixes, mesmo dentro de
uma mesma espécie (ROMERO; PAULSON, 2001).

O tamanho corporal dos peixes cavernicolas é outro assunto ainda a ser
explorado. Aparentemente, a redugdo do tamanho deveria resultar em uma
vantagem competitiva num ecossistema de dimensdes reduzidas. Porém, sabe-se
que algumas populacdes hipogeas apresentam corpo maior que seu
correspondente epigeo (ROMERO, 2009).

Um assunto adicional a ser discutido é que a falta de produgéo primaria,
ocasionada pela auséncia de iluminagdo natural, provoca uma limitagdo na
disponibilidade de alimento. Dessa forma, os peixes cavernicolas tendem a
desenvolver um mecanismo elaborado de busca por comida ¢ também uma
melhor capacidade de armazenamento de energia (WILKENS, 2005).

Sobre o metabolismo dos peixes cavernicolas, poucas informagdes estao
disponiveis. Todavia, acredita-se que esses animais apresentem
hipometabolismo e capacidade de resistir e se recuperar com maior facilidade de

longos periodos de jejum do que um animal epigeo (SALIN et al., 2010).
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Com poucas excegoes, as populacdes hipdgeas de peixes se apresentam
completamente isoladas € com um pequeno nimero de individuos. Por este
motivo estes animais podem ser considerados unicos do ponto de vista ecoldgico
e sdo um excelente material para estudos sobre a evolucdo e adaptacdo das

espécies (ROMERO, 2009).

3.3 Lipidios

O grupo dos lipidios ¢ composto por um conjunto de substincias que
apresentam estrutura quimica diferenciada e cuja caracteristica em comum que
os define, € sua insolubilidade em agua (NELSON; COX, 2010).

Esta classe de biomolécula é responsavel por desempenhar diversas
fungdes nos organismos, dentre as quais se podem citar: fungdo energética,
sendo armazenados nos organismos como triacilglicerois até sua utilizagao;
fung@o estrutural, pois sdo os principais componentes de membranas celulares e
responsaveis por manter a integridade, forma e permeabilidade celular; atuagio
em processos fisiologicos, uma vez que os lipidios da dieta sdo decisivos para o
funcionamento de cada 6rgao e tecido por estarem diretamente relacionados com
a producdo de eicosanodides; transporte de vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K)
ajudando na sua absor¢do; entre outros (VOET; VOET; PRATT, 2000).

Em animais ectotérmicos, como os peixes, os lipidios polares atuam
como componentes estruturais responsaveis pela manutencdo da fluidez da
membrana plasmatica; ja os lipidios neutros, como os triacilglicer6is, atuam
como fornecedores e armazenadores da energia, podendo ser utilizados para a

realizag@o das fung¢des fisiologicas basicas (BROWN; MURPHY, 1995).
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3.3.1 Acidos graxos

Os acidos graxos (AG) sdo acidos carboxilicos que podem ser
representados pela formula RCO,H onde R, geralmente, ¢ uma cadeia carbdnica
ndo ramificada composta por um ntimero par de atomos de carbono, podendo ser
saturada ou conter uma ou mais insaturagdoes (Tabela 1) (NELSON; COX,
2010). Eles podem existir nos organismos na forma livre (ndo esterificados) ou,
também como ésteres de acila em moléculas mais complexas, tais como os
triacilglicerois, fosfolipidios e glicolipidios (CHAMP; HARVEY, 1997).

Todos os acidos graxos apresentam um nome usual e, também, uma
nomenclatura simplificada que especifica o nimero de atomos de carbono da
cadeia, separado por dois pontos do nimero de insaturagdes e, por fim, a posi¢do
das duplas ligagdes, sendo os atomos de carbono numerados a partir do grupo
carboxila (CONN; STUMPF, 1980). O &cido palmitico (Figura 1 a), por
exemplo, é um 4cido saturado com 16 atomos de carbono, sendo abreviado por
16:0, ja o acido oléico (Figura 1 b) que apresenta 18 atomos de carbono e uma

insaturagdo localizada entre os carbonos 9 e 10 ¢ abreviado 18:1 A’.
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Tabela 1 Principais acidos graxos de ocorréncia natural

Esqueleto

carbbnico Nome sistematico Nome Comum
12:0 Acido n-dodecandico Acido laurico
14:0 Acido n- tetradecanéico Acido miristico
16:0 Acido n-hexadecanoico Acido palmitico
18:0 Acido n-octadecanoico Acido estearico
20:0 Acido n-eicosandico Acido araquidico
24:0 Acido n-tetracosandico Acido lignocérico
16:1 (A% Acido cis-9-hexadecendico Acido palmitoléico
18:1 (A%) Acido cis-9-octadecendico Acido oléico
18:2 (A%12) Acido cis, cis-9-12- Acido linoléico

183 (AQ,IZ,IS)

204 (A5,8,11,14)

octadecadienoico
Acido cis,cis, cis-9,12,15-

octadecatriendico

Acido cis, cis, cis,cis-5,8,11,14-

icosatetraenoico

Acido a-linolénico

Acido araquidénico

Adaptado de Nelson e Cox (2010)

0

/\/\/\/\/\/\/\)LOH (a)

/W\)N\M)'\m

4]

(b)

Figura 1 Estrutura do acido palmitico (a) e do acido oléico (b)
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Do ponto de vista metabolico e fisioldgico tem sido importante precisar
a posi¢do da ultima dupla ligacdo dos acidos graxos insaturados em relagdo ao
grupo metil terminal da cadeia carbonica. A informagao fornecida estd associada
a familias de acidos graxos, como 0mega-3, 0mega-6 ¢ 0mega-9, as quais podem
apresentar atividades biologicas diferenciadas (VISENTAINER; FRANCO,
2006).

Os acidos graxos ®-3, ou n-3, sdo compostos poliinsaturados, que
possuem a primeira ligagdo dupla localizada entre os carbonos 3 e 4 da cadeia
alifatica. Os principais &cidos graxos ®-3 sdo o acido linolénico 18:3 (Figura 2
a), o acido eicosapentaendico 20:5 (EPA) e o acido docosahexaenoico 22:6
(DHA).

Os acidos graxos da série ®-6 (n-6), por sua vez, apresentam a primeira
insaturagdo entre os carbonos 6 e 7 e seus principais representantes sdo o acido
linoléico 18:2 (Figura 2 b) e o acido araquidonico 20:4 (ARA). Ja os acidos
graxos ®-9 tem a primeira insaturagdo localizada entre os carbonos 9 e 10 da
cadeia alifatica (CAMPBELL, 2000).

Segundo Visentainer e Franco (2006) um 4&cido graxo de uma
determinada familia 6mega pode ser considerado “nobre” para os animais, pois

ndo pode ser convertido em um 4cido graxo de outra familia.

P e e S A T S N e o TR )
W\M\COOH (b)

Figura 2 Estrutura do acido linolénico (a) e acido linoléico (b)



27

As familias ®-3 ¢ -6 tém diferentes fungoes fisiologicas uma vez que
suas propriedades fisicas e quimicas sdo determinadas pelo nimero e posicdo
das duplas ligagdoes. Porém, atuam em conjunto para regular os processos
biologicos NEWTON, 1996).

Os tecidos animais tém capacidade limitada na sintese de determinados
acidos graxos como o acido linoléico (0-6) e linolénico (w-3) que devem ser
obtidos através da alimentacdo. Eles sdo entdo classificados como acidos
nutricionalmente “essenciais” (NELSON; COX, 2010).

Na familia dos ®-3 destacam-se os acidos graxos EPA ¢ o DHA que
apresentam efeitos marcantes na funcdo leucocitaria, afetando as respostas
inflamatérias e imunitarias (CAMPBELL, 2000). O EPA também tem
importante papel na produgdo de prostaglandina trombética e tromboxano além
de apresentar agoes vasculares e hemostaticas. JA o DHA ¢é o maior constituinte
da porgao fosfolipidica das células receptoras e esta presente em diversos tecidos
corporais (VISENTAINER et al., 2000).

Estudos demonstram que os 4acidos graxos essenciais ®-3
poliinsaturados de cadeia longa, como EPA e DHA, agem no organismo
reduzindo os niveis de colesterol LDL e de triacilglicerdis no sangue, ¢
promovendo aumento nos niveis de colesterol HDL atuando assim na prevengéo
e tratamento de doengas cardiovasculares (UGOALA; NDUKWE; AUDU,
2009).

3.3.2 Lipogénese

Os lipidios, como citado anteriormente, s3o as biomoléculas

responsaveis por fornecer, além de energia, os acidos graxos essenciais para o

desenvolvimento e funcionamento normal do metabolismo do animal. Assim, a
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capacidade de sintetizar uma grande variedade de acidos graxos ¢ essencial para
todos os organismos vivos.

A lipogénese se inicia a partir de uma molécula de acetil-CoA
proveniente da oxidagdo do piruvato nas mitocondrias e do catabolismo dos
esqueletos carbonicos dos aminoacidos. Como a membrana mitocondrial interna
¢ impermeavel ao acetil-CoA, ¢ necessaria a acdo de um transportador indireto
para que os equivalentes do grupo acetil possam chegar ao citosol. O acetil-CoA
intramitocondrial reage com oxaloacetato para formar citrato em uma reacgao
catalisada pela citrato sintase. O citrato entdo passa para o citosol através do
transportador de citrato. No citosol, a clivagem do citrato pela citrato liase

regenera o acetil-CoA (Figura 3).

MEMBRANA

MITOCONDRIAL INTERNA CITOSOL

oxaloacetato Acetil-CoA

N/

Citrato liase

oxaloacetato \ / Acetil-CoA

Citrato sintase

—> CoA CoA <

CITRATO CITRATO

Figura 3 Producdo do acetil-CoA citossolico
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No citosol, a acetil-CoA ¢ carboxilada e produz a malonil-CoA pela
acdo da acetil-CoA carboxilase. A malonil-CoA ¢ o ponto de partida para a
formagdo das longas cadeias carboOnicas dos acidos graxos em uma sequéncia
repetitiva de quatro etapas (Figura 4) catalisadas por um complexo
multienzimatico denominado &cido graxo sintase e dependentes da forga

redutora do NADPH (CONN; STUMPF, 1980).
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Figura 4 As quatro etapas da biossintese de acidos graxos
Fonte: Nelson e Cox (2010)
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A Dbiossintese de acidos graxos envolve a adigdo sucessiva de duas
unidades de carbono, provenientes do grupo malonil, a cadeia lipidica crescente.
Para a maioria dos animais, o produto habitual dessa sintese é o palmitato. Os
acidos graxos mais longos sdo produzidos entdo, pela modificacdo dos acidos
graxos formados pela acido graxo sintase (CAMPBELL, 2000).

As vias lipogénicas, nos animais, se encontram mais ativas no periodo
absortivo, isto ¢, quando a quantidade de energia fornecida pela dieta excede o
gasto energético do organismo, conforme o representado pela Figura 5 (WANG

et al., 2005).

CARBOIDREATOS FROTEINAS DA
oA DIETA,
DIETA
Glicose Arminoacidos

{ ACETIL-CoA

|

Lridos graxos

Figura 5 Formagao de acidos graxos a partir de excedentes da dieta

Nos organismos dos vertebrados a lipogénese possui dois sitios
importantes de regulagdo: as atividades das enzimas citrato liase e acetil-CoA

carboxilase (GRANNER; PILKIS, 1990).
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O excesso de glicose na dieta estimula a secre¢do do hormdnio insulina
pelo pancreas. A insulina estimula a lipogénese de trés formas principais:
estimulando a agdo da enzima acetil-CoA carboxilase responsavel pela formacao
do malonil-CoA a partir do acetil-CoA; favorecendo a desfosforilagdo da enzima
piruvato desidrogenase e provocando aumento na atividade da enzima acetil-
CoA carboxilase (GRANNER; PILKIS, 1990). Por outro lado, os hormonios
glucagon e epinefrina sdo responsaveis por provocar modificagdes covalentes na
enzima acetil-CoA carboxilase causando sua inativacdo e desacelerando a
sintese de acidos graxos (NELSON; COX, 2010).

A sintese organica dos acidos graxos saturados acontece no citoplasma,
onde a relagio [NADPH]/[NADP'] ¢ muito alta, fornecendo assim um ambiente
fortemente redutor (NELSON; COX, 2010).

Nos peixes a sintese de acidos graxos ocorre, preferencialmente, nos
tecidos hepaticos (WANG et al., 2005), e assim como para a maioria das
espécies animais, a principal fonte metabolica de NAPH ¢ a via das pentoses
fosfatadas. Trata-se de um processo bioquimico composto por duas fases: uma
fase oxidativa irreversivel e uma fase ndo-oxidativa reversivel (NELSON; COX,
2010). O suprimento de NADPH, na fase oxidativa irreversivel, ocorre pela acao
da enzima glicose 6-fosfato desidrogenase (Figura 6). Outra fonte com
capacidade de providenciar NADPH para a sintese de acidos graxos € o ciclo do
piruvato/malato, pela agdo direta da enzima malica (Figura 7) (CAMPBELL,
2000).

A atividade destas duas enzimas pode ser afetada pela temperatura, por
fatores hormonais e, principalmente, pela composi¢do da dieta e pela frequéncia
de alimentagdo (RIBEIRO et al., 2008). Dessa forma, as mesmas podem ser

utilizadas como indicador do perfil nutricional de algumas espécies.
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Figura 7 Producdo de NADPH catalisada pela enzima malica
Fonte: Nelson e Cox (2010)
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3.3.3 Composicao de acidos graxos em peixes

Os lipidios sdo capazes de fornecer ao animal, de maneira eficiente,
energia e acidos graxos essenciais. No entanto, dietas com excessivo contetido
lipidico podem influenciar negativamente o metabolismo animal e acarretar no
acumulo indesejavel de gordura. Para os peixes, os lipidios sdo importantes
componentes da dieta, pois assim como outras espécies de animais
monogastricos, eles apresentam a composic¢ao lipidica tecidual como um reflexo
da sua alimentagdo (RIBEIRO et al., 2008).

Porém, deve-se salientar que o perfil lipidico de um peixe ndo depende
somente da sua dieta. Fatores como a espécie, sexo e idade do animal,
temperatura da agua onde ele habita, sazonalidade, entre outros, também podem
influenciar na sua composigao corporal (VISENTAINER et al., 2007).

Os peixes, assim como os mamiferos, sdo incapazes de produzir
endogenamente as familias ®-6 ¢ ®-3, portanto, os acidos graxos linoléico e
linolénico, precursores destas familias, devem estar presentes na dicta
(NELSON; COX, 2010).

Os acidos graxos docosahexaendico (DHA) e eicosapentaendico (EPA)
sdo fisiologicamente importantes para o desenvolvimento do animal, uma vez
que atuam no desenvolvimento e funcionamento do sistema nervoso, €
reprodutivo (MARTINO, 2003; RAMOS FILHO et al., 2008). Estudos indicam,
ainda, que o DHA também apresenta papel fundamental para o bom
desenvolvimento e funcionamento do cérebro e da retina (SHARMA et al.,
2010).

Esses acidos graxos sdo tipicamente encontrados em peixes de habitat
marinho. Eles sdo provenientes do fitoplancton e das algas que normalmente

fazem parte da dieta desses animais (VISENTAINER et al., 2007).
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Ja os peixes de agua doce, que ndo desfrutam de uma dieta rica em
acidos graxos de cadeia longa da série ®-3, possuem uma série de enzimas
especificas capazes de modificar os componentes da dieta transformando um
determinado acido graxo em seu correspondente de cadeia mais longa
(RIBEIRO et al., 2008). Dessa forma, o acido a-linolénico, pode ser convertido
em EPA e este ainda pode originar o DHA (Figura 8).

A capacidade para alongar e dessaturar acidos graxos ¢ de extrema
importdncia no desenvolvimento animal, pois da origem a compostos
fisiologicamente essenciais (MARTINO, 2003).

O ambiente subterraneo tem a escassez de alimento como uma
caracteristica marcante. Os animais troglobios sdo constantemente submetidos a
essa escassez e utilizam, como estratégia de sobrevivéncia, o armazenamento de
calorias (MONTEIRO, 2010).

Diversos trabalhos foram realizados caracterizando a composig¢do de
acidos graxos de peixes de agua doce (INHAMUNS; FRANCO; BATISTA,
2009; RAMOS FILHO et al., 2008; RIBEIRO et al., 2011; UGOALA;
NDUKWE; AUDU, 2009) e agua salgada (VISENTAINER et al., 2000).

Quatro espécies brasileiras da regido pantaneira apresentaram
predominantemente o acido oléico (20,25 a 37,25%), seguido do acido palmitico
(19,96 a 21,37%) e estearico (7,39 a 9,82%) (RAMOS FILHO et al., 2008). Por
outro lado, peixes da costa brasileira como a Sardinha brasileira (Sardinella
brasiliensis), Tainha (mugil Liza) ¢ a Cavalinha (Scomber colias) apresentaram
elevados teores de DHA (31-84%) (VISENTAINER et al., 2007). Porém, até o
momento, pouco se sabe sobre a composi¢do lipidica e de acidos graxos de

espécies cavernicolas.
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Figura 8 Biossintese de acidos graxos poliinsaturados em peixes
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3.4 Identificacao e deteccao de lipidios por cromatografia gasosa

Nos tltimos anos, houve um grande desenvolvimento das técnicas de
analises envolvendo processos de separagdo e identificacdo de compostos
quimicos. Hoje, com o uso da cromatografia gasosa com colunas capilares de
silica fundida, € possivel identificar um niimero muito grande de acidos graxos
presentes em diversos tipos de amostra (VISENTAINER; FRANCO, 2006).

A cromatografia ¢ um método fisico-quimico de separacao
fundamentado na migragao diferencial dos componentes de uma mistura, devido
a diferentes interagdes, entre duas fases imisciveis, a fase movel ¢ a fase
estaciondria. A grande variedade de combinagdes entre fases moveis e
estaciondrias torna esta técnica extremamente versatil e de grande aplicacao
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 1997).

A cromatografia gasosa ¢ uma das técnicas analiticas mais utilizadas
atualmente. Ela é baseada na separagdo dos componentes da amostra pela sua
particdo entre uma fase movel gasosa e uma fase estacionaria liquida. Além de
possuir um alto poder de resolugdo, ¢ uma técnica muito atrativa devido a
possibilidade de detec¢do em escala de nano a picogramas, simplicidade de uso,
aplicabilidade a um grande numero de situagdes e substratos e uma notavel
capacidade de separacdo, particularmente Util na abordagem de misturas
complexas (PIMENTEL et al., 2010).

A grande limitacdo deste método ¢é a necessidade de que a amostra seja
volatil ou estavel termicamente, embora amostras ndo volateis ou instaveis
possam ser derivadas quimicamente (VISENTAINER; FRANCO, 2006).

A cromatografia gasosa pode ser considerada a principal responsavel
pelo conhecimento atual acerca da composi¢do tecidual em &cidos graxos nas
mais diversas espécies de peixes de agua doce (GUTIERREZ; SILVA, 1993;
KALYONCU; KISSAL; AKTUMSEK, 2009; RAMOS FILHO et al., 2008;



38

UGOALA; NDUKWE; ANDU, 2009), salgada (GUTIERREZ; SILVA, 1993;
INHAMUNS; FRANCO; BATISTA, 2009; VISENTAINER et al., 2007) e
cultivados em cativeiro (RIBEIRO et al.,, 2008; VALENTE et al., 2007;
VISENTAINER et al., 2005).

A maior parte dos acidos graxos que compdem os tecidos animais sdo
substancias ndo volateis e, portanto necessitam passar por um processo de
derivagdo antes de serem submetidos a cromatografia gasosa. Normalmente, sdo
convertidos aos metil ésteres correspondentes, que sdo mais volateis JUAREZ

et al., 2008).

3.4.1 Métodos para a extracio lipidica

A extragdo dos lipidios é uma etapa importante para sua analise. Alguns
cuidados devem ser tomados para evitar fatores como co-extragdo dos
componentes nao-lipidicos e a oxidagdo que podem influenciar a qualidade final
da frag@o lipidica.

Segundo Brum, Arruda e Regitano-d’Arce (2009) o uso de um tnico
solvente ndo ¢ recomendavel para a extragdo dos lipidios de tecidos animais,
uma vez que lipidios neutros estdo ligados covalentemente e podem ser
extraidos dos tecidos por solventes apolares, enquanto lipidios polares estdo
ligados por forcas eletrostaticas e ligagdes de hidrogénio, e requerem solventes
polares capazes de quebrar tais ligagdes e libera-los. Assim, a mistura de
solventes ideal para extragdo da matéria graxa de tecidos deve ser
suficientemente polar para remové-la das associagdes com as membranas
celulares ou com lipoproteinas, sem que ocorra reagao quimica.

Com vistas a contornar as dificuldades oriundas do uso de um tunico
solvente, foram desenvolvidos métodos baseados na mistura de solventes. A

grande vantagem apresentada por esses métodos ¢ a capacidade de extrairem
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tanto os lipidios neutros e os lipidios polares eficientemente (PEREZ-
PALACIOS et al., 2008).

Visto as caracteristicas intrinsecas da extragdo de lipidios, foram criados
métodos que utilizam uma mistura de cloroférmio, metanol e dgua (BLIGH;
DYER, 1959; FOLCH; LEES; STANLEY, 1957). Apesar de algumas
desvantagens, como a toxicidade dos solventes usados e a indesejavel extracao
dos contaminantes ndo-lipidicos da fase orgénica, esses métodos sdo largamente

utilizados, tanto como propostos originalmente, quanto modificados.

3.4.2 Métodos para a esterificacdo de acidos graxos

O processo de esterificacdo, que € essencial para a analise de acidos
graxos por cromatografia gasosa, pode ocasionar inumeros problemas como:
conversao incompleta dos lipidios em metil ésteres de acidos graxos, alteracdo
da composi¢do dos acidos graxos, formacdo de subprodutos que podem ser
erroneamente identificados como acidos graxos, contaminagdo ou danos a
coluna cromatografica (JUAREZ et al., 2008).

Os métodos de esterificagdo normalmente sdo subdivididos em duas
categorias: catalise acida, sendo os reagentes mais usados o acido cloridrico
(HC), acido sulfurico (H,SO4) e trifluoreto de boro (BF;) em metanol; e catalise
basica, onde sdo utilizados hidroxido de sdédio (NaOH) ou potassio (KOH) em
metanol e metdxido de sodio (NaOCH3) em metanol (BANNON et al., 1982;
HARTMAN; LAGO, 1973).

O reagente trifluoreto de boro em metanol (BF;/CH;0H) tem sido o
mais aplicado a todas as classes lipidicas para esterificagdo de 4cidos graxos. No
entanto, este € um reagente toxico, caro ¢ sensivel a umidade.

Ja a metodologia de esterificagdo proposta por Hartman e Lago (1973),

constituida por duas etapas (saponificacdo — esterificacdo), utiliza reagentes de
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baixo custo, menor toxicidade e de maior disponibilidade quando comparado aos
métodos que empregam BF;. Estudos com amostras de origem animal e vegetal
demonstraram que este método apresentou resultados semelhantes aos obtido

para o uso de BF; (MILINSK et al., 2008).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Descricao da area de coleta

A Lapa do Angélica (Figura 9) estd localizada na Serra do Calcario,
municipio de Sdo Domingos, no estado de Goids (S 13° 31’ 22.2”/ W 046° 22°
55,5”). Sua localizagdo estd representada na Figura 10 (REIS; TRAJANO;
HINGST-ZAHER, 2006).

O rio Angélica penetra no macigo calcario para um percurso subterraneo
de mais de 7Km. Isso faz da caverna Angélica a quarta maior caverna brasileira,
em extensdo, seu percurso conta com 14.100m (AULER; RUBBIOLI; BRANDI,
2001).

Figura 9 Entrada da Lapa do Angélica

Atualmente, esta caverna estd inserida no Parque Estadual do Terra

Ronca, o que garante sua preservagio legal.



42

Figura 10 Localizagdo do municipio de Sao Domingos, no estado de Goias

4.2 Descricao das espécies

A espécie troglobia Ancistrus cryptophthalmus (Figura 11) pode ser
encontrada em quatro cavernas na area carstica de S3o Domingos (Angélica,
Bezerra, Sdo Vicente e Passa Trés). Esses animais apresentam troglomorfismos
como a reducdo dos olhos e da pigmentagdo corporal (SECUTTI; TRAJANO,
2009).

Os individuos desta espécie apresentam habitos alimentares detritivos,
estilo de vida precoce, baixa taxa de desenvolvimento e elevada longevidade (8
a 10 anos). Estas caracteristicas podem ser interpretadas como um tipo de
adaptacdo a ambientes com quantidade limitada de alimentos (SECUTTI;

TRAJANO, 2009).
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Figura 11 Ancistrus cryptophthalmus

A caracteristica ecologica mais marcante desta espécie de peixe € o
grande tamanho da sua populacdo. Na caverna Angélica, foram estimados
aproximadamente 20.000 individuos (TRAJANO; BICHUETTE, 2007).

Além dos animais hipdgeos a mesma regido abriga o exemplar epigeo
Ancistrus sp (Figura 12). Estes animais sdo pigmentados e apresentam estrutura

ocular mais desenvolvida (REIS; TRAJANO; HINGST-ZAHER, 2006).

Figura 12 Ancistrus sp.
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Por constituirem populagdes relativamente abundantes, e contar com
animais do mesmo género habitando os meios hipogeos e epigeos da mesma
regido, os Ancistrus representam um excelente material para estudos acerca da

evolucdo adaptativa de grupos cavernicolas.

4.3 Descricao da coleta e tratamento das amostras

Foram coletados dez individuos de cada uma das espécies: Ancistrus
cryptophtalmus e Ancistrus sp. de acordo com o estabelecido pelas autorizagdes
concedidas pelo SISBIO numero: 23907-1 (Figura 1B - ANEXO) e pela
Secretaria do Meio Ambiente ¢ dos Recursos Hidricos de Goias, numero:
010/2011 (Figura 2B — ANEXO).

Os peixes troglobios foram coletados pelo método do puga manual, pela
equipe do Professor Doutor Rodrigo Lopes Ferreira, do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras, no més de maio de 2011. Nao
foram levados em consideragdo fatores fisiologicos, idade, tamanho, peso,
estagio de maturagdo e diferencas anatomicas.

Esta coleta foi realizada em dois pontos da caverna da Lapa do
Ang¢élica, cinco peixes foram coletados na proximidade da entrada da caverna e
os demais em um ponto mais distante da entrada (Figura 13), possibilitando
assim a investigagao acerca de uma possivel zona de ecotono.

A espécie ndo troglobia foi coletada pelo mesmo método, na parte
epigea do rio, localizado na caverna Anggélica.

Durante a coleta das espécies foram analisados in situ, o pH e
temperatura da agua utilizando o equipamento multiprobe - YSI. Também foram
coletadas amostras de sedimentos encontrados no interior da caverna para

posterior analise de matéria organica.
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Figura 13 Mapa da caverna Angélica com destaque nos dois pontos de coleta

Os animais foram transportados para a Universidade Federal de Lavras
em galdes plasticos com capacidade para cinco litros aerados e mantidos a
temperatura ambiente, de acordo com o certificado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (NINTEC/PRP-Ufla) (Figura 3B — ANEXO).

No laboratério de Bioquimica os peixes foram sacrificados e dissecados.
Os tecidos hepaticos (Figura 14) foram retirados e armazenados individualmente
em tubos eppendorf e mantidos em freezer até o inicio das analises enzimaticas.
Os tecidos musculares foram filetados e acondicionados em sacos plasticos,
também individualmente, ¢ congelados.

Todas as andlises foram realizadas em triplicata. O fluxograma das

analises realizadas encontra-se na Figura 15.
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Figura 14 Dissecacdo do Ancistrus sp. com destaque para o tecido hepatico
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Figura 15 Fluxograma das analises realizadas
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4.3.1 Analise de extrato etéreo

A anélise de extrato etéreo foi realizada segundo a Association of
Official Analytical Chemists - AOAC (1990): 0,5g do tecido muscular foram
colocados em um pacote, confeccionado manualmente, de papel de filtro seco e
levadas a estufa, a 105°C, por cerca de 12 horas. Depois de seco, o pacote com a
amostra foi colocado dentro de um funil de Soxhlet. O éter foi aquecido e
volatilizado, em seguida condensado e circulado através da amostra, carregando
consigo o material solivel em éter. Este processo foi repetido varias vezes, até
que ndo restasse mais material a ser extraido. A amostra foi deixada novamente
em estufa para a volatilizagdo de todo o éter e, depois de totalmente fria, foi

pesada.

Foram efetuados calculos para se obter a percentagem de extrato etéreo

na matéria seca, utilizando a formula descrita a seguir:

(G-T)x100
g

MS % =

Em que MS ¢ a matéria seca, G representa o peso da amostra com o saco
antes da extrag@o da gordura, T representa o peso da amostra com o saco depois

da extrag@o da gordura e g é a massa da amostra seca.

4.3.2 Extracao de lipidios

Na extracdo dos lipidios que foram utilizados na analise cromatografica
dos acidos graxos, utilizou-se a metodologia descrita por Folch, Lees e Stanley
(1957).

Os peixes foram filetados e pesados aproximadamente 0,25g de cada

um. A essas amostras foram adicionados 1,5mL de cloroférmio, 2,0mL de



48

metanol e 1,2mL de agua destilada. A solucdo resultante foi agitada e,
posteriormente, mantida sob aquecimento a 40°C por 15 minutos. Apos esse
procedimento, a solugdo foi centrifugada, a 680g, por 15 minutos. As fases
foram separadas, sendo a parte metandlica descartada e a fase cloroférmica

acondicionada para evapora¢ao do solvente, utilizando nitrogénio gasoso.

4.3.3 Esterificacao

Apo6s a evaporagdo do residuo, foi realizada a esterificagdo da amostra,
utilizando a metodologia de Hartman e Lago (1973).

Ao dleo proveniente da etapa anterior, foram adicionados 2mL de NaOH
0, mol L' em metanol e levados ao banho fervente, por 5 minutos. Em seguida,
foram adicionados 2,5mL de reagente esterificante (Cloreto de amdnio, metanol
e acido sulfurico) e a solucdo resultante foi aquecida em ebuli¢do por 5 minutos.
Apos resfriamento, foram adicionados 2,0mL de solugdo saturada de NaCl e
2,5mL de hexano. Depois de agitada, a solug¢do foi levada a centrifugacdo, a
500g por 10 minutos. As fases foram separadas, sendo a parte inferior descartada
e a superior acondicionada para evaporacdo do solvente, utilizando nitrogénio
£as0s0.

As amostras foram estocadas sob refrigeragdo (-20°C) até a realizagdo

das analises.
4.3.4 Caracterizacao dos ésteres de acidos graxos
A composi¢do dos acidos graxos foi determinada na Central de Analise

e Prospeccdo Quimica (CAPQ) do Departamento de Quimica (DQI), da

Universidade Federal de Lavras por cromatografia gasosa.
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Foi utilizado o cromatdégrafo GC-2010 (Shimadzu), equipado com
detector de ionizacdo de chama e coluna capilar de silica fundida com 100m de
comprimento ¢ 0,25mm de didmetro interno, contendo polietilenoglicol como
fase estacionaria liquida.

Os seguintes parametros operacionais foram utilizados: modo de inje¢ao
“splitless”; volume injetado de 1uL; temperatura do detector de 260°C;
temperatura do injetor de 260°C; programa de temperatura: 4°C min" até atingir
140°C, permanecendo nesta temperatura por 5 minutos, mantendo a rampa de
aquecimento de 4°C min™ até atingir 240°C, permanecendo por 30 minutos nesta
temperatura.

A identificagdo dos picos foi realizada por método comparativo com os
tempos de retencao corrigidos do padrao. O padrio utilizado foi uma mistura de
37 ésteres metilicos considerados mais importantes para o metabolismo de peixe
(Supelco™ 37 Component FAME Mix - Sigma-Aldrich).

A quantificacdo dos acidos graxos foi realizada pela normalizacdo de
area expressando-se o resultado em percentual de area de cada acido sobre a area
total de acidos graxos (%). A transformacao da porcentagem de area para g/100g
de tecido muscular foi feita multiplicando pelo teor da fragdo lipidica total e pelo
fator de conversdo para peixe gordo (0,9), segundo Holland et al. (1994)
(ANEXO C).

4.3.5 Determinacao da atividade da enzima malica

Foi realizado o teste de atividade enzimatica utilizando a enzima malica
(EM, E.C.1.1.1.40) segundo a metodologia descrita por Spina, Bright e
Rosenbloom (1966), ¢ adaptada por Monteiro (2010). O principio de acdo da

enzima malica esta representado pela equacgao 1.
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L-Malato + B-NADP ~ FNZIMAMALICA  piryvats + CO, + B-NADPH (1)

As amostras do tecido hepatico dos peixes foram pesadas em tubo
eppendorf, homogeneizadas em tampao HEPES-KOH, com pH 7,2 na proporgao
1:5 (peso/volume), colocadas em banho ultrassonico por 10 minutos e,
posteriormente, centrifugadas, a 5.600g, a 4°C, por 30 minutos. O sobrenadante
foi coletado no final. Esse procedimento foi realizado trés vezes para cada
amostra.

O sobrenadante recolhido foi mantido sob refrigeragdao até o inicio do
ensaio cinético.

A cinética enzimatica foi realizada, por meio do método de
espectrofotometria ultravioleta, a 340nm e por 5 minutos, utilizando um
espectrofotometro de UV-visivel Shimadzu modelo UV-1800, com leituras
realizadas de 2 em 2 segundos. A unidade de atividade enzimatica (UI), definida
como pmol de substrato convertido em seu respectivo produto (NADPH) por
minuto, foi expressa em mg de proteina soluvel hepatica (atividade especifica).

Os calculos efetuados estdo descritos nas equagoes 2 e 3:

_ 1000x VT x D x dA/dt
exV

AV ()

Onde:

AV = atividade volumétrica (U/L)

VT = volume total da cubeta (1000uL)

D = diluigdo utilizada para o extrato de células

dA/dt = coeficiente de parti¢do

g = coeficiente de extingdo molar do NADPH, a 340nm (¢ =
6,22L/mmol)

V = volume do extrato de células utilizado no ensaio
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AE:ﬂ 3)
CP

Onde:

AE = atividade especifica (U/mg de proteina)

AV = atividade volumétrica (U/L)

CP = concentragdo de proteina do extrato de células que continha a

enzima (mg/mL)

O contetdo total de proteina no hepatopancreas foi determinado pela
metodologia de Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina (BSA) como

padrao.
4.3.6 Determinacio da atividade da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase

As amostras de tecido hepatico foram preparadas conforme o descrito
para o ensaio com a enzima malica (item 4.3.5).

O teste para determinagdo da atividade da enzima glicose-6-fosfato
desidrogenase foi realizado de acordo com o protocolo proposto por Graeve
(1994), no qual o NADPH, na presenga de glicose-6-fosfato (G6P), é formado a
partir de nicotinamidaadenina-dinucleotideo-fosfato (NADP+) (equagdo 4) e o

aumento da absorbancia foi medido em 340nm em um ensaio de 5 minutos.

D-Glicose 6-P + B-NADP %" 6-fosfo-D-gluconato + B-NADPH (4)

M g+2
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Foram realizados os mesmos calculos descritos para a determinagdo da

atividade da enzima malica.

4.3.7 Determinaciao da matéria organica nos substratos

Durante a coleta dos animais, foram recolhidas pedras no interior e
exterior da caverna Angélica. Essas pedras tiveram uma area de 25cm’
delimitadas e raspadas com uma espatula para a retirada do material que a
envolvia. O material retirado das pedras foi submetido a analise de matéria
organica segundo o protocolo proposto por Davies (1974) e descrito abaixo.

O material raspado das pedras foi colocado para secar em estufa a 100°C
por 24 horas. Depois de secos, foram levados a mufla a 550°C por 4 horas. A
porcentagem de matéria organica foi dada pela diferenca entre peso seco antes e

depois da incineragao.

4.4 Analise estatistica

Os valores de extrato etéreo e da composicao de acidos graxos foram
submetidos a analise de varidncia (ANOVA). O teste de Tukey foi aplicado para
as variancias desiguais entre os valores médios das amostras. Utilizou-se o
software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011), mantendo-se o nivel de

significancia de 5% em todas as analises.



53

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracteristicas fisico-quimicas dos locais de coleta

Os valores apresentados no momento da coleta para temperatura,
porcentagem de oxigénio dissolvido, pH e matéria organica nos diferentes

pontos encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 Caracteristicas fisico-quimicas dos pontos de coleta
Pontos de coleta

Parametro
Epigeo Hipégeo * Hipégeo **
Temperatura (°C) 2487+0,04 2528+0,02 25,33+0,00
Oxigeénio dissolvido (%) 94,76 £0,40 93,33+1,18 90,00+1,12
pH 6,27 + 0,20 6,71 £0,02 6,65+0,01
Matéria organica (g/cm’) 1,84 +£0,91 0,38 +0,16 -

* Ponto proximo a entrada da caverna
** Ponto localizado no interior da caverna

Nos peixes, os 4acidos graxos sdo os componentes estruturais
responsaveis pela manutengdo da fluidez da membrana plasmatica (BROWN;
MURPHY, 1995). Sua composic¢do ¢ afetada por diversos fatores, entre os quais
esta a temperatura do meio (VISENTAINER et al., 2007).

A temperatura registrada no ponto epigeo foi aproximadamente, 0,5°C
inferior as temperaturas hipogeas. A reducdo na temperatura representa um fator
de estresse para os peixes e pode provocar alteracdes metabolicas no organismo
do animal. Essas altera¢des direcionam os processos metabolicos no sentido de
manter a permeabilidade das membranas celulares, condigdo esta determinada
pela propor¢do de acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) (RIBEIRO et al.,

2011). Dessa forma, em ambientes com baixas temperaturas, os animais tendem
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a apresentar elevados niveis de acidos graxos poliinsaturados (HAMA, 1999;
RIBEIRO et al., 2011; VISENTAINER et al., 2007).

Ja os niveis de oxigénio dissolvido e o pH refletem a tendéncia dos
ecossistemas de serem colonizados ¢ a taxa de sobrevivéncia das popula¢des que
ali se estabelecem (KRAMER; RANGELEY; CHAPMAN, 1997).

Em todos os pontos de coleta observa-se valores de pH adequados (6,27;
6,71 e 6,65). Por outro lado, a concentracdo de oxigénio dissolvido diminui a
medida que se adentra na caverna (94,76%; 93,33% e 90,0%), sendo este um
fator limitante a colonizagdo do seu interior.

Quanto a disponibilidade de matéria orgénica verifica-se que, no meio
epigeo (1,84g/cm?), ela é superior a encontrada no meio hipogeo (0,38g/cm?). A
escassez de recursos alimentares no ambiente cavernicola constitui outro fator
limitante a sua colonizagdo (ROMERO, 2009).

Além das diferengas encontradas na disponibilidade de alimentos entre
os meios epigeo e hipdgeo, pdde-se verificar também, diferencas quanto a sua
composi¢do. Enquanto no meio epigeo encontram-se substratos recobertos por
material vegetal e larvas de insetos (Figura 16), no meio cavernicola, onde nao

ha produgio primaria, observa-se apenas algumas larvas.

Figura 16 Substrato epigeo
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A menor disponibilidade e diversidade de recursos alimentares
observada no meio cavernicola, pode influenciar no metabolismo dos peixes
troglobios e provocar modificagdes no seu perfil lipidico, uma vez que, esses
animais apresentam a composi¢do de acidos graxos corporais como um reflexo
da dieta adotada (CYRINO; PORTZ; MARTINO, 2000; EL-HUSSEINY et al.,
2010; RIBEIRO et al., 2008; SALIN et al., 2010; VISENTAINER et al., 2005).

5.2 Extrato etéreo
O peso médio e o conteudo lipidico total (extrato etéreo) dos animais
coletados no ambiente epigeo e nos dois pontos hipogeos sdo apresentados na

Tabela 3 e no Grafico 1.

Tabela 3 Peso e extrato etéreo das amostras

Amostras
Parametro Ancistrus Ancistrus
Ancistrus sp. cryptophthalmus* cryptophthalmus**

Peso Corporal
(2) 1,21 £0,41b 2,17 £0,67a 2,09+041a
Lipidios totais
. + + +
(2/100g de tecido) 14,09 +2,52b 17,6 £ 0,69a 18,36 + 1,27a
Valores médios + desvio padrio; Valores na mesma linha, seguidos de letras iguais, ndo
diferem entre si (p<0,05) [Analise de variancia — ANOVA e teste de Tukey]

* Coletados proximo a entrada da caverna
** Coletados no interior da caverna

A analise de variancia indica que ha diferenca significativa (p<0,05)
entre as duas espécies. A espécie troglobia apresenta peso corporal e teor de
lipidios totais superiores aos exibidos pelos animais epigeos.

Os resultados obtidos, de 14,0g/100g para a espécie Ancistrus sp. e de
17,6 e 18,36g/100g para individuos da espécie Ancistrus cryptophthalmus,

confirmam os resultados de Monteiro (2010) onde peixes da espécie Ancistrus
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cryptophthalmus apresentaram 18,14g/100g de tecido e os peixes Ancistrus sp.
14,52g/100g.

De acordo com Ackman (1989), os pescados podem ser classificados
com relagdo ao teor de gordura muscular. Os peixes magros sdo aqueles que
apresentam menos de 2% de gordura corporal; Os peixes que apresentam
lipidios totais com valores entre 2 e 4% do peso corporal sdo classificados como
médio teor de gordura e os peixes gordos sdo aqueles que contém mais de 8% de
gordura corporal.

Segundo esta classificacdo, as duas espécies foco desse estudo sdo
consideradas como peixes gordos.

Outras espécies de peixes nao-cavernicolas também contém elevados
teores lipidicos em seu tecido muscular. Dentre as espécies brasileiras, a Cavala
(Scomberomorus cavala) apresenta o teor de 10,79% de lipidios totais, a
Capeba-listrada (Diapterus rhombeus) 12,20% (MENEZES et al., 2008), a
Tilapia nilotica (Oreochromis niloticus)14,26% (RIBEIRO et al., 2011) e o

Pacu (Piaractus brachypomus) se destaca com 19,83g de lipidios totais a cada

100g de tecido muscular (RAMOS FILHO et al., 2008).
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Grafico 1 Peso e extrato etéreo dos peixes epigeos e troglobios
* Coletados proximo a entrada da caverna
** Coletados no interior da caverna

De acordo com Romero (2009), a reducdo no tamanho corporal
constituiria uma vantagem competitiva para os animais troglobios, uma vez que
estes habitam locais de dimensdes reduzidas. No entanto, assim como ocorre
entre as espécies foco desse estudo, diversas espécies cavernicolas apresentam
tamanho corporal maior que seus correspondentes epigeos.

Um estudo com peixes da espécie epigea Micropterus salmoides
demonstrou que, quando submetidos a alimentagdo escassa, estes animais
desenvolveram a capacidade de armazenar proteinas e lipidios como forma de
garantir um suprimento de energia (CYRINO; PORTZ; MARTINO, 2000).

Esta capacidade, de armazenar nutrientes em periodos de jejum,
desenvolvida por algumas espécies de peixes (SALIN et al., 2010), fundamenta
os resultados obtidos neste trabalho em que a espécie cavernicola (Ancistrus

cryptophthalmus), submetida a um ambiente com disponibilidade limitada de
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recursos alimentares, apresentou maior deposi¢do lipidica no tecido muscular
que a espécie Ancistrus sp., espécie esta que conta com alimentac¢do abundante e
diversificada.

A Tabela 3 indica ainda, que ndo houve diferengas significativas quanto
ao peso e conteudo lipidico dos individuos da espécie Ancistrus cryptophthalmus
coletados nos dois diferentes pontos da caverna (proximo e distante da entrada).
Dessa forma, esses pardmetros (peso ¢ teor de lipidios totais) ndo contribuem
para a determinagdo de uma zona de ecotono, ou seja, uma zona de transigdo
entre os meios subterraneo e externo onde os individuos apresentam
caracteristicas intermedidrias entre as populagdes hipogeas e epigeas (PROUS;

FERREIRA; MARTINS, 2004).

5.3 Perfil lipidico muscular

Foram identificados, por comparagdo com os tempos de retengdo
corrigidos do padrao FAME (Figura 1A — ANEXO), 19 acidos graxos na espécie
Ancistrus sp. (Figura 2A — ANEXO e Tabela 4), 14 nos individuos da espécie
Ancistrus cryptophthalmus coletados proximos a entrada da caverna Angélica
(Figura 3A — ANEXO e Tabela 4) e 10 acidos graxos nos individuos da mesma
espécie coletados no ponto mais interno da caverna (Figura 4A — ANEXO e
Tabela 4).

Uma variedade de acidos graxos superior as obtidas nesse estudo foi
identificada por Monteiro (2010) para a espécie trogdbia Ancistrus
cryptophthalmus (23 4cidos graxos) e para espécie epigea Ancistrus sp. (24
acidos graxos).

Por outro lado, diversos peixes brasileiros ndo cavernicolas de agua
doce, apresentam a variedade de acidos graxos no tecido muscular semelhante a

encontrada neste trabalho para os individuos da espécie epigea Ancistrus sp.. A
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piranha (Serrasalmus rhombeus), o mandi amarelo (Pimelodus maculatus), o
mandi pintado (Pimelodus spp.) € o jat (Paulicea lutkeni) apresentaram 20
acidos graxos em seu perfil lipidico (FERREIRA, 2010; RAMOS FILHO et al.,
2008). Ja no Tucunaré (Cichla spp.) foram identificados 60 diferentes acidos
graxos (INHAMUNS; FRANCO; BATISTA, 2009).

Estudos indicam que os acidos graxos presentes nos tecidos musculares
dos peixes refletem a variabilidade destes na dieta dos animais (RIBEIRO et al.,
2008; VIERA et al., 2011; VISENTAINER et al., 2005). No Pacu (Piaractus
brachypomus), por exemplo, verifica-se que o fornecimento de acido linoléico
conjugado na dieta afeta diretamente a composi¢do muscular de acidos graxos
monoinsaturados e poliinsaturados, devido aos processos de elongacdo e
dessaturagdo (SANTOS et al., 2009).

Esses estudos explicam os resultados obtidos no presente trabalho, onde
os peixes de origem cavernicola (4ncistrus cryptophthalmus), submetidos a uma
dieta restrita (pobre em matéria organica), apresentam menor variedade de
acidos graxos no tecido muscular do que os de origem epigea (Ancistrus sp.).

A Tabela 4 indica, ainda, que os animais troglobios coletados proximos
a entrada da caverna apresentam a variedade de acidos graxos no tecido
muscular intermediaria entre os individuos epigeos e os coletados no interior da

caverna.



Tabela 4 Perfil de acidos graxos das espécies Ancistrus cryptophthalmus e Ancistrus sp.

Acido graxo

Ancistrus sp.

Ancistrus Cryp.*

Ancistrus Cryp.**

% g/100g % g/100g % g/100g
C14:0 0,81 +0,10b 0,10+ 0,01p 5,01 +£0,61a 0,85+0,10a 5,93+ 1,59a 0,96 £ 0,250
Cl4:1 13,78 £ 1,73a 1,79 £ 0,220 nd nd 14,22 + 3,06a 2,27+ 0,500
C15:0 0,80 £+ 0,08¢ 0,10+ 0,01 [J 4,58 £0,70a 0,77+0,11a 3,35+0,25b 0,53 £0,04b
C15:1 0,94 +0,15b 0,12+ 0,018 4,89 £ 0,56a 0,82 £ 0,090 nd nd
C16:0 25,67 +1,66b 330+ 0,21 48,82+ 1,01a 8,180,190 49,54 +5,69a 7,78 £ 0,880
Cle:1 11,36 £ 0,40a 1,45+ 0,050 1,88 £0,91b 0,31 +0,158 10,54 + 2,60a 1,64 + 0,400
C17:0 0,46 £0,10¢ 0,06 £ 0,010 3,50+ 0,61a 0,58 £ 0,100 1,55+ 0,35b 0,24 + 0,058
Cl17:1 0,81 +0,15b 0,10+0,01B 2,41 +£0,45a 0,39+ 0,07a nd nd
C18:0 8,06 + 0,52 1,01 + 0,06 nd nd nd nd
C18:109c¢ 19,40 £ 0,56a 2,43+ 0,07a 11,42 +£0,65b 1,86 + 0,108 nd nd
C18:2w6t 1,69 + 0,34 0,21 £ 0,04 nd nd nd nd
C18:2mw6¢ 7,07 + 0,60a 0,88+ 0,070 5,61 +1,155a 0,91 +0,18a 7,01 +1,48a 1,06 + 0,220
C20:0 2,77+0,21a 0,34 £ 0,020 0,95 + 0,24b 0,15+0,038 2,35+031a 0,35+ 0,040
C18:3w6 0,51 £0,36b 0,19 +0,04a 0,95+0,41a 0,21 £ 0,060 1,09 £ 0,34a 0,16 £0,05a
C20:1 0,51 £0,004 0,06 + 0,004 nd nd nd nd
C22:0 0,63 +0,13 0,07 £0,01 nd nd nd nd
C20:3w6 1,98 + 0,32 0,24 + 0,03 nd nd nd nd
C20:406 0,38 + 0,007 0,04 + 0,008 nd nd nd nd
C22:2 nd nd 0,78 £ 0,11 0,13 +£0,09 nd nd

09



Tabela 4, continuagao

C24:1

nd

nd

3,92+0,75 0,56 0,10 nd nd
C22:603 1,18 £0,20b 0,14 +£ 0,02 4,85 + 0,66a 0,74 £ 0,100 4,36 +0,95a 0,63+ 0,130
> Saturados 39,22 +1,98b 5,00 £ 0,258 62,88 £1,07a 10,55+ 0,18a 62,75 £ 6,54a 9,86 £ 1,020
>" Monoinsaturados 46,83 + 1,47a 5,96 £ 0,190 24,54 + 1,24b 3,96 £ 0,208 24,76 + 5,06b 3,90+ 0,81P
> Poliinsaturados 13,94 +1,10a 1,71 £ 0,130, 12,56 + 0,48a 2,00+ 0,070 12,47 £2,14a 1,86 £0,31a
> o3 1,18 £ 0,20b 0,14 +£ 0,02 4,85 + 0,66a 0,74 £ 0,100 4,36 +0,95a 0,63 +£ 0,130
> 06 12,75+ 1,14a  1,57+0,14a 6,94+ 1,12b 1,12+0,18B 8,10+ 1,80b 1,22 +0,26B

Valores médios + desvio padrdo; Valores expressos em % na mesma linha, seguidos de letras iguais, ndo diferem entre si (p>0,05);

Valores expressos em g/100g na mesma linha, seguidos de letras gregas iguais, ndo diferem entre si (p>0,05) [Andlise de varidncia —
ANOVA e teste de Tukey]

nd = Néao determinado
* Coletados proximo a entrada da caverna
** Coletados no interior da caverna

19
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Esta variacdo encontrada entre os organismos hipdgeos coletados nos
dois diferentes pontos indica a existéncia de uma zona de ecotono. Assim, a
entrada da caverna Angélica funciona como uma area de transigdo entre 0 meio
cavernicola e o meio externo. Dessa forma, os individuos que colonizam esta
area apresentam caracteristicas intermediarias entre as espécies epigeas e
hipogeas (PROUS; FERREIRA; MARTINS, 2004).

No perfil lipidico (Tabela 4) das espécies Ancistrus cryptophthalmus ¢
Ancistrus sp. alguns acidos graxos foram predominantes. Dentre estes merecem
destaque os acidos miristoléico (C14:1), 13,78% e 14,22%; palmitico (C16:0),
25,67%, 48,82% e 49,54%; palmitoléico (C16:1), 11,36%, 1,88% e 10,54%;
oléico (C18:1w9c¢), 19,40% e 11,42% e linoléico (C18:2w6¢), 7,07%, 5,61% e
7,01%.

Os elevados niveis dos acidos palmitico (C16:0) e palmitoléico (C16:1)
apresentados pelas duas espécies foco desse estudo, assim como niveis mais
baixos de acidos graxos de cadeia longa (C20 e C22), t€m sido descritos como
caracteristicas comuns a maioria dos peixes de agua doce (CELIK; DILER;
KUCUKGULMEZ, 2005; INHAMUNS; FRANCO; BATISTA, 2000).

Com excecdo do acido miristoléico, os acidos graxos predominantes em
ambas as espécies foram os mesmos identificados por Monteiro (2010) para as
espécies cavernicolas Ancistrus  cryptophthalmus, Ituglanis passensis,
Trichomycterus itacarambiensis e Stygichthys typhlops.

Ja para as espécies ndo cavernicolas de agua doce, Cachara
(Pseudoplatystoma fasciatum), Pintado (Pseudoplatystoma corruscans), Pacu
(Piaractus brachypomus) e Dourado (Salminus brasiliensis), Ramos Filho et al.
(2008) verificaram a predominancia do 4cido graxo oléico (20,25 a 37,25%),
seguido de palmitico (19,96 a 21,37%) e estearico (7,39 a 9,82).

Os resultados da analise de variancia entre os acidos graxos presentes

nos animais epigeos e hipégeos mostram efeito significativo (p<0,05) para os



63

acidos graxos miristico (C14:0), pentadecandico (C15:0), pentadecaenoico
(C15:1) palmitico (C16:0), palmitoléico (C16:1), heptadecandico (C17:0),
heptadecaendico (C17:1), araquidico (C20:0), oléico (Cl8:109) e

docosahexaenodico (C22:6w3), como mostra o Grafico 2.
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Grafico 2 Variagdo dos acidos graxos entre os peixes epigeos e hipogeos
* Coletados proximo a entrada da caverna
** Coletados no interior da caverna

Assim como o observado para grande parte dos peixes de agua doce, os
peixes ndo cavernicolas Ancistrus sp. apresentam elevado teor de acido estearico
(8,06%) no perfil lipidico INHAMUNS; FRANCO; BATISTA, 2009; RAMOS
FILHO et al., 2008). No entanto, esse acido graxo ndo foi identificado nos
peixes troglobios Ancistrus cryptophthalmus. Pode-se inferir, entdo que a
alimentacdo dos animais cavernicolas seja pobre no referido acido graxo, uma
vez que, a composicdo em acidos graxos reflete a dieta do animal (VIERA et al.,

2011).
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Comportamento semelhante ao do acido estearico foi também observado
para os acidos eicosenoico (C20:1), beénico (C22:0), eicosatrienodico (C20:3w3)
e araquidonico (C20:4m6), um acido graxo nutricionalmente e fisiologicamente
importante para os peixes.

Outras espécies de peixes cavernicolas como Trichomycterus
itacarambiensis e Stygichthys typhlops apresentam acido araquidénico em seu
tecido muscular (MONTEIRO, 2010), porém, os valores encontrados (2,37% e
2,40%), sdo considerados muito baixos para peixes de agua doce (OLIVEIRA,
2006).

O 4cido graxo araquidonico (C20:4w6) ¢ sintetizado a partir do acido
essencial linoléico, que estd presente em abundancia nos peixes cavernicolas
estudados (MARTINO, 2003). Dessa forma, a auséncia desse composto nos
individuos da espécie Ancistrus cryptophthalmus sugere alguma deficiéncia nas
dessaturases e elongases especificas, responsaveis por catalisar o processo de
conversdo do acido linoléico em seus correspondentes de cadeia mais longa
(acido araquiddnico) (RIBEIRO et al., 2011).

Diferentemente dos resultados obtidos nesse estudo, Monteiro (2010)
verificou, para os peixes das espécies Ancistrus cryptophthalmus e Ancistrus sp.
valores de acido araquidonico iguais a 9,06% e 8,69% do total de acidos graxos,
valores estes muito superiores aos encontrados nesse estudo.

As diferengas observadas podem ser atribuidas, entre outros fatores, a
diferengas sazonais. Durante as estagdes secas, periodo no qual foram coletados
os peixes utilizados no presente estudo, a disponibilidade de alimentos no
ambiente aquatico ¢ menor ¢ os animais tendem a ter um gasto maior de energia
na sua busca (ALMEIDA, 2004).

De acordo com Inhamuns, Franco e Batista (2009) os acidos graxos
poliinsaturados, em especial o araquidénico, sdo abundantes no tecido muscular

do Tucunaré (Cichla spp) durante o periodo da cheia (7%), quando ha maior
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disponibilidade de alimentos, mas diminuem drasticamente durante as estacdes
secas. O mesmo foi observado nos peixes Vimba da Turquia (KALYONCU;
KISSAL; AKTUMSEK, 2009).

Cabe ainda destacar que condigdes de estresse, de qualquer natureza,
predispdem os peixes a enfermidades diversas (RIBEIRO et al., 2011). Assim,
em um ambiente com condi¢des adversas, como o meio cavernicola, parte dos
acidos graxos poliinsaturados sintetizados ¢ direcionada para o sistema
imunolégico como forma de manter ativas suas propriedades o que explica a
baixa disponibilidade dos mesmos no tecido muscular dos peixes Ancistrus
cryptophthalmus (SARGENT et al., 1999).

A predominancia do acido palmitico (C16:0) entre os acidos graxos
saturados, do palmitoléico (C16:1) e oléico (C18:109c) entre os
monoinsaturados e do linoléico (C18:2m6¢c) entre os poliinsaturados, verificadas
nas duas espécies em estudo corrobora com os resultados obtidos por Monteiro
(2010) para quatro espécies de peixes cavernicolas e condiz, ainda, com o
verificado na maioria dos peixes de agua doce (RIBEIRO et al., 2011).

A analise da composicdo de acidos graxos dos peixes Cachara
(Pseudoplatystoma fasciatum), Pintado (Pseudoplatystoma corruscans), Pacu
(Piaractus brachypomus) ¢ Dourado (Salminus brasiliensis), naturais da regido
pantaneira, evidenciou que o acido oléico (C18:1®9), palmitico (C16:0) e
linoléico (C18:2w6) foram os mais abundantes, dentro de suas classes, nas
quatro espécies, com teores variando respectivamente de 20,25 a 37,25%, 19,96
a21,27% e 2,64 a 5,98% do total de acidos graxos (RAMOS FILHO et al.,
2008). O mesmo padrao foi observado em Piranhas (Serrasalmus nattereri), em
Tambaquis (Colossoma macropomum) da Amazonia central e em Tilapias
(Oreochromis niloticus) (ALMEIDA, 2004; FERREIRA, 2010; STEVANATO,
2006). Por outro lado, as espécies brasileiras Tucunaré (Cichla spp.), Lambari

(Astyanax spp), Mandi (Pimelodus spp) e Traira (Hoplias malabaricus)
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apresentaram o acido docosahexaendico (C22:6w3) como principal acido graxo
poliinsaturado (GUTIERREZ; SILVA, 1993; INHAMUNS; FRANCO;
BATISTA, 2009).

De acordo com a analise de variancia (Tabela 4), observa-se diferengas
significativas quanto as propor¢des de 4cidos graxos saturados e
monoinsaturados entre as espécies epigea e hipogea.

Os peixes da espécie trogldbia Ancistrus cryptophthalmus coletados nos
dois pontos da caverna Angélica se destacam por apresentar elevados teores de
acidos graxos saturados (62,88 e 62,75%) e proporgdes menores de acidos
graxos monoinsaturados (24,54 e 24,76%) quando comparados aos exemplares
epigeos (Ancistrus sp.) que apresentaram no seu conteudo lipidico, maior
concentracdo em acidos graxos monoinsaturados (46,86%) e menores valores

para os saturados (39,22%) como mostra o Grafico 3.
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Grafico 3 Composi¢do de acidos graxos saturados (AGS), monoinsaturados
(AGMI) e poliinsaturados (AGPI) nas espécies epigea e hipogea

* Coletados proximo a entrada da caverna

** Coletados no interior da caverna
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A composi¢ao de acidos graxos nos peixes estd intimamente relacionada
com a manuten¢do da fluidez das membranas celulares (RIBEIRO et al., 2011).
Verifica-se frequentemente, que em ambientes aquaticos com temperatura
elevada ha predominancia de acidos graxos saturados no perfil lipidico desses
animais (VISENTAINER et al., 2007).

Dessa forma, a maior propor¢do de acidos graxos saturados nos animais
cavernicolas (submetidos a temperatura mais elevada) e de acidos graxos
monoinsaturados nos peixes ndo cavernicolas (habitat mais frio) podem ser os
fatores responsaveis pela manutencdo da fluidez e funcionamento adequados de
suas membranas (RIBEIRO et al., 2011).

Assim como o verificado para os Ancistrus cryptophthalmus, diversos
estudos, com peixes de agua doce demonstram que, quando ha predominancia de
acidos graxos saturados no tecido muscular do animal, quanto maior ¢ a sua
propor¢ao, menor € o teor de acidos graxos poliinsaturados (GUTIERREZ;
SILVA, 1993; INHAMUNS; FRANCO; BATISTA, 2009; MONTEIRO, 2010).

Outros peixes nao cavernicolas, como o Cachara (Pseudoplatystoma
fasciatum), Pintado (Pseudoplatystoma  corruscans), Pacu (Piaractus
brachypomus) e Dourado (Salminus brasiliensis) por outro lado, apresentaram
em seu tecido muscular maiores concentragdes de 4acidos graxos
monoinsaturados (RAMOS FILHO et al., 2008; SHARMA et al., 2010) assim
como os Ancistrus sp.

Quanto ao contetdo total de acidos graxos poliinsaturados nao houve
diferencgas significativas entre os animais de origem epigea e hipogea (13,9%;
12,56%; e 12,47%).

Pode-se observar ainda, em ambas as espécies, a predominancia dos
acidos graxos poliinsaturados da série 6mega-6 sobre os da série 6mega-3, o

que, aparentemente, ¢ um padrdo para peixes de agua doce (GUTIERREZ;
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SILVA, 1993; INHAMUNS; FRANCO; BATISTA, 2009; MONTEIRO, 2010;
RAMOS FILHO et al., 2008; SHARMA et al., 2010).

Segundo Gutierrez e Silva (1993), a grande maioria dos pescados de
agua doce encontrados no Brasil sdo deficientes em acidos graxos da série
omega-3 como os acidos graxos eicosapentaendico (C20:5w3) e
docosahexaenodico (C22:6w3). Esses dois acidos graxos sdao produzidos
endogenamente a partir do acido graxo a-linolénico, o qual ¢ encontrado em
grandes quantidades em plantas marinhas (especialmente em algas unicelulares)
(MENEZES et al., 2008).

Nos peixes cavernicolas (Ancistrus cryptophthalmus), assim como nos
epigeos (Ancistrus sp.) ndo foi identificado o acido eicosapentandico (C20:5w3).
Ja o acido docosahexaendico (C22:6m3) apareceu em maior concentragdo nos
peixes troglobios, assim como o observado por Monteiro (2010).

Sargent et al. (1999) afirmam que o acido graxo docosahexaendico
(C22:603) ¢ de grande importancia para o desenvolvimento animal e pode ser
encontrado em grandes propor¢des no tecido neural e na estrutura ocular dos
peixes. A espécie Ancistrus cryptophthalmus, no entanto, apresenta estrutura
ocular menos desenvolvida do que a apresentada pelos Ancistrus sp. e, portanto,
apresenta maior disponibilidade desse acido graxo no seu tecido muscular.

Entre os individuos troglobios coletados nos diferentes pontos da
caverna ndo houve diferencas significativas entre os teores de acidos graxos
poliinsaturados, monoinsaturados e saturados o que indica que a alimentagdo

disponivel nesses dois pontos ¢ bioquimicamente semelhante.
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5.4 Atividade enzimatica

Entre as espécies Ancistrus cryptophthalmus e Ancistrus sp. observa-se
diferengas significativas (P<0,05) quanto a atividade especifica das enzimas
hepaticas avaliadas, glicose-6-fosfato desidrogenase e enzima malica.

A Tabela 5 apresenta os valores médios das atividades especificas destas
enzimas, expressos em U/mg de proteina.

O tecido hepatico dos peixes ¢ onde ocorre a maior parte da sintese
lipidica (NELSON; COX, 2010). As rotas metabolicas responsaveis por esse
processo necessitam de energia reduzida sob a forma de NADPH para produzir
os diferentes acidos graxos (CAMPBELL, 2000).

Na maioria dos animais, a via das pentoses fosfatadas, catalisada pela
enzima glicose-6-fosfato desidrogenase ¢ a principal fonte de NADPH (até 60%)
para a sintese de acidos graxos. A enzima malica, atuante no ciclo do
piruvato/malato, também contribui para o suprimento de NADPH, porém, em

menores proporgoes (SALWAY, 1994).

Tabela 5 Atividade especifica das enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase e
malica nos peixes de origem epigea e hipogea.

Ancistrus sp. Acistrus cryp.*  Acistrus cryp.**
Enzima
(U/mg de ptn) (U/mg de ptn) (U/mg de ptn)

Glicose-6-fosfato
) 0,633 +0,116a 0,271 £ 0,097b 0,189 + 0,098b
desidrogenase

Malica 0,048 £0,011a 0,034 + 0,006a 0,013 +0,011b

Valores médios + desvio padrdo; Valores na mesma linha, seguidos de letras iguais, ndo
diferem entre si (p<0,05) [Analise de variancia — ANOVA e teste de Tukey]

* Ponto proximo a entrada da caverna

** Ponto localizado no interior da caverna
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A contribuicdo de cada uma dessas enzimas depende, entre outros
fatores, da espécie e das condigdes as quais os peixes sdo submetidos
(SALWAY, 1994; WANG et al., 2005).

As espécies Ancistrus sp. € Ancistrus cryptophthalmus apresentam maior
atividade especifica para a enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (Tabela 5). O
mesmo padrdo foi observado em diversas espécies de peixes como Cobia
(Rachycentron canadum), Bagre amarelo (Cathorops spixii) e Tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) (RIBEIRO et al., 2011; TAN et al., 2009; WANG et al.,
2005). Ja para a Truta arco-iris (Oncorhynchus mykis) foram encontrados
valores de atividade especifica proximos para as enzimas malica ¢ glicose-6-
fosfato desidrogenase, com médias de 0,100 e 0,110 U/mg de proteina
respectivamente (FIGUEIREDO-SILVA, 2005).

Os valores obtidos nesse estudo para ambas as espécies e enzimas estiao
de acordo com os dados da literatura segundo os quais a atividade especifica
destas enzimas para peixes encontra-se numa faixa de 0,109 a 0,920 U/mg de
proteina para a glicose-6-fosfato desidrogenase ¢ 0,013 a 0,082 U/mg de
proteina para a enzima malica (BORBA et al., 2003; DIAS et al., 1998, 2004;
VALENTE et al., 2007). Esta variagdo ocorre em funcdo da diversidade das
espécies estudadas e também nas diferentes condigdes em que os ensaios
enzimaticos sao realizados.

Tem sido reportado que as atividades das enzimas que participam dos
processos de lipogénese e armazenamento lipidico nos peixes, como a glicose-6-
fosfato desidrogenase e a enzima malica sdo afetadas pelo contetdo da dieta a
qual o animal ¢ submetido.

Diversos estudos mostram que para muitas espécies de peixes a
lipogénese ¢ estimulada por dietas ricas em carboidratos (CATACUTAN;
COLOSO, 1997; DIAS et al., 2004).
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Quanto aos lipidios, sdo relatados casos em que as enzimas malica ¢
glicose-6-fosfato desidrogenase foram suprimidas por dietas com elevado
contetido lipidico (CATACUTAN; COLOSO, 1997; WANG et al., 2005). Por
outro lado, estudos mostram que dietas contendo elevadas propor¢des de acidos
graxos poliinsaturados da série dmega-6 promovem o aumento na atividade
destas mesmas enzimas no Bagre amarelo (Cathorops spixii) e na Tilapia-
nilotica (Oreochromis niloticus) (RIBEIRO et al., 2011; TAN et al., 2009). Ja na
Truta arco-iris (Oncorhynchus mykis) € nos peixes da espécie Dicentrarchus
labrax nao foram verificadas alteragdes na atividade destas enzimas apos o
enriquecimento da dieta com acido linoléico conjugado (FIGUEIREDO-SILVA
etal., 2005; VALENTE et al., 2007).

Verifica-se, dessa forma, que a atividade das enzimas envolvidas na
lipogénese nao depende somente da composicdo da dieta e frequéncia da
alimentacdo. Segundo Sanden, Froyland e Hemre (2003), a atividade das
enzimas hepdaticas também ¢ afetada pela espécie, por fatores hormonais e
fisiologicos.

No presente estudo determinou-se que a atividade especifica da enzima
glicose-6-fosfato ¢ maior nos peixes nao cavernicolas da espécie Ancistrus sp.
(0,63U/mg de proteina) e ndo varia significativamente entre os peixes troglobios,
coletados nos dois diferentes pontos da caverna Angélica (0,27 e 0,18U/mg de
proteina).

Quanto a enzima malica, os Ancistrus cryptophthalmus coletados nas
proximidades da entrada da caverna apresentam atividade especifica mais
proxima a apresentada pela espécie epigea (0,034 e 0,048U/mg de proteina) do
que a apresentada pelos animais hipogeos coletados no interior da caverna
(0,013U/mg de proteina).

Os peixes troglobios (Ancistrus cryptophthalmus) apresentaram

atividades especificas menores para as duas enzimas estudadas. Este resultado
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pode ser relacionado com a alimentacdo pobre (baixa disponibilidade de matéria
organica) a qual ele sdo submetidos. Por outro lado, os peixes de origem epigea,
que possuem alimentagdo abundante em nutrientes, apresentaram maior
atividade especifica para as enzimas da lipogénese, uma vez que esta &
estimulada pelos carboidratos da dieta (CATACUTAN; COLOSO, 1997; DIAS
et al., 2004).

Os resultados obtidos estdo de acordo com esperado, visto o perfil
lipidico das duas espécies. Os peixes da espécie Ancistrus cryptophthalmus, que
apresentaram a menor variedade de acidos graxos no seu perfil lipidico, foram
0s mesmos que apresentaram a menor atividade especifica para as enzimas
hepaticas estudadas.

Ao analisar as atividades enzimaticas especificas obtidas para os peixes
cavernicolas coletados proximo a entrada da caverna Angélica, verifica-se que
elas apresentam valores intermediarios entre as determinadas para os peixes
epigeos e hipdgeos, corroborando, entdo, para a existéncia de uma zona de
ecotono nas proximidades da entrada da caverna.

Assim como o perfil lipidico, a atividade das enzimas hepaticas dos
peixes também podem ser afetadas por fatores sazonais (RIBEIRO et al., 2011;
SANDEN; FROYLAND; HEMRE, 2003). Cabe entdo, ressaltar a importancia

da continuidade deste estudo englobando um periodo maior de coleta.
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6 CONCLUSAO

Nas condi¢des em que foi realizado o experimento verificou-se que o
perfil lipidico dos peixes da espécie Ancistrus cryptophthalmus apresenta
diferencas em relagao ao dos animais da espécie Ancistrus sp.

As variagdes encontradas entre os acidos graxos presentes nos animais
hipégeos e epigeos sdo atribuidas, principalmente, as diferencas observadas na
quantidade e qualidade do alimento disponivel nesses dois ambientes distintos e,
também, a alteracdes no metabolismo desses peixes.

A atividade das enzimas envolvidas na lipogénese, malica e glicose-6-
fosfato desidrogenase também ¢ diferente entre os peixes cavernicolas e nao
cavernicolas.

Os animais da espécie Ancistrus cryptophthalmus apresentam menor
atividade para ambas as enzimas. Resultado este que condiz com sua
composi¢ao lipidica muscular, com menor variedade de acidos graxos.

Observou-se ainda a existéncia de uma zona de ecotono localizada
proxima a entrada da caverna Angélica, onde os peixes apresentam
caracteristicas intermediarias entre as espécies hipogeas e epigeas.

Conclui-se, portanto, que as caracteristicas proprias ao meio cavernicola
influenciam de maneira significativa a composi¢do muscular de acidos graxos e
a lipogénese nos peixes da espécie troglobia Ancistrus cryptophthalmus,
contribuindo para que estes animais se diferenciem dos peixes ndo cavernicolas

da espécie Ancistrus sp.
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LEGENDA:

1-  Acido butirico C4:0

2-  Acido caproico C6:0

3-  Acido capilico C8:0

4-  Acido céaprico C10:0

5-  Acido undecandico CI11:0

6-  Acido laurico C12:0

7-  Acido tridecanoico C13:0

8- Acido miristico C14:0

9-  Acido miristoléico Cl14:1

10-  Acido pentadecandico C15:0

11-  Acido pentadecaendico C15:1

12-  Acido palmitico C16:0

13- Acido palmitoléico Cle:1

14-  Acido heptadecandico C17:0

15-  Acido heptadecaendico C17:1

16- Acido estearico C18:0

17-  Acido elaidico C18:1 o9t
18- Acido oléico C18:1 ®9c¢
19- Acido linoleadico C18:2 o6t
20- Acido linoléico C18:2 wbc
21-  Acido araquidico C20:0

22-  Acido [I-linolénico C18:3 w6
23-  Acido eicosendico C20:1

24-  Acido linolénico C13:3 ®3
25-  Acido heneicosandico C21:0

26- Acido eicosadiendico C20:2

27-  Acido beénico C22:0

28-  Acido eicosatriendico C20:3 w6
29-  Acido ertcico C22:1 ®9
30- Acido eicosatriendico C20:3 ®3
31- Acido araquidénico C20:4 w6
33-  Acido docosadienoico C22:2

34-  Acido lignocérico C24:0

35-  Acido eicosapentaenodico C20:5 03
36- Acido nervénico C24:1

37-  Acido docosahexaendico C22:6 ®3
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ESTADO DE GOIAS
SECRETARIA DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS HIDRICOS

AUTORIZACAO PARA PESQUISA CIENTIFICA EM UNIDADE DE CONSERVACAO
h

PROCESSO N°. 1949/2011 AUTORIZACAO N°. 010/2011
A SECRETARIA ESTADUAL DE MEIO AMBIENTE E RECURSOS HIDRICOS, no uso
de suas atribuigdes que lhe foram conferidas pela Lei Federal n®. 9.985/2000 regulamentada
pelo Decreto Federal n®, 4.340/2002, Lei Estadual n°. 14.241/2002 regulamentada pelo Decreto
Estadual n°. 5.899 de 09/02/2004 e Resolugio CEMAm n® 029/2003 concede a presente
AUTORIZACAO PARA PESQUISA CIENTIFICA, nas condigdes especificadas abaixo.
1. REQUERENTE: RODRIGO LOPES FERREIRA
1.1. RG: 5380340 CPF: 025.075.756-70
1.2.  Enderego: Rua Alberto de Abreu, n®. 230, Bairro Olaria, Lavras, Minas Gerais.
1.3, Telefone: (35) 9953-3853 (35) 3829-1884 Fax: (35) 3829-1341
1.4.  Endereco Eletrinico: drops@dpi.ufla.br e valzinhabastos@yahoo.com.br
2. PROJETO DE PESQUISA: Comparagio entre os perfis lipidicos e atividades
enzimdticas das espécies Ancistrus cryptophthalmus e Ancistrus sp.
2.1.  Localizagiio da drea: Parque Estadual de Terra Ronca
2.2. Descrigio das atividades: Coleta e preparo das espécies, extragdo dos lipidios,
caracterizagiio dos dcidos graxos, determinagio da atividade da enzima malica e glicose-
6-fosfato desidrogenase.
2.3.  Responsivel Téenico: Rodrigo Lopes Ferreira, Coorientador (CRBio n® 013978/04-D)
2.4. Equipe Técnica:
. Luciana Matos Alves Pinto, Orientadora;
*  Valquiria Aparecida Alves Bastos, Aluna/Pesquisadora.
2.5.  Cronograma:

Atividades Inicio Término
Coleta e preparo das amostras Abril/2011 Maio/2011
_Extragio dos lipidios e esterificagio Junho/2011 Junho/2011 |
Caracterizagiio dos dcidos graxos Junho/2011 Agosto/2011
Determinagdo da atividade da enzima mélica Agosto/2011 Outubro/2011
]d)cl‘ermil'lagi'{a da atividade da enzima glicose-6-fosfato Setembro/2011 | Novembro/2011
esidrogenase

2.6, Coletas a serem realizad

iy Nome Comum da Niamero de
Espécie Familia Espécie exemplares |
Ancistrus L Wy
cryptophthalmus Loricariidae Cascud? 10 (dez) animais
Ancistrus sp Loricariidae Cascudo 10 (dez) animais

3. EXIGENCIAS TECNICAS — OBSERVACOES:

3.1, A presente Autorizagdo para Pesquisa Cientifica em Unidade de Conservagiio esid
sendo concedida, com base nas informagdes constantes do processo ¢ ndo dispensa e
nem substitui, outros alvards ou certiddes exigidas pela Legislagio Federal, Estadual

ou Municipal;

3.2, Os procedimentos de execugdio do projeto devem respeitar a Resolugio CEMAm n®.
029/2003;

33. Antes do inicio dos trabalhos de campo o coordenador deve entrar em contato com o

Supervisor da Unidade de Conservagio para acertar os detalhes da execugiio (datas e

Rua 82, Paldcio Pedro Ludovico Telxeira - Centro 11* Avenida n” 1272 - Setor Leste Universitério ~
Fone: (62) 3201-5150 - Fax: (62)3201-5178 Fone: (62) 3265-1300 - Fax: (62) 3201.6871 -
CEP: 74.015-908 - Golania - Go CEP: 74.605-060 - Goidnia - Go

www.semarh.goias.gov.br

-
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34.

3:5.

3.6.

3.7,

3.8.

3.9.

3.12.
3.13.

ESTADO DE GOIAS

SECRETARIA DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS HIDRICOS

hordrios de entrada e saida das expedicdes de campo), para que as atividades possam
ser acompanhadas por servidores da SEMARH;

A SEMARH devera ser comunicada imediatamente, em caso de acidentes que
envolvam o Meio Ambiente;

A presente Autorizagdo para Pesquisa Cientifica em Unidade de Conservagio refere-
se tdo somente aos locais das atividades previstas neste documento;

A SEMARH reserva-se no direito de revogar a presente Autorizagio no caso de
descumprimento de suas condicionantes ou de qualquer dispositivo que fira a
legislagio ambiental vigente, assim como a omissio ou falsa descricdo de informagdes
relevantes que subsidiam a sua expedicdo, ou superveniéncia de graves riscos
ambientais e de satide;

Qualquer ato que venha infringir a legislagio ambiental vigente e que ndo esteja de
acordo com as exigéncias técnicas serd de inteira responsabilidade da equipe técnica
responsavel por este projeto;

Qualquer alteracéo nos métodos e/ou cronograma apresentados no projeto de pesquisa
deverdo ser previamente comunicadas 4 SEMARH, com antecedéncia minima de 30
(trinta) dias;

O coordenador do projeto devera apresentar o relatério parcial das atividades a cada
seis meses, nos termos do art. 8°, da Resolucio CEMAm n®. 029/2003. O relatorio
final das atividades de pesquisa devera ser entregue a SEMARH em até 3 (trés) meses
apés a sua conclusdio. Apos a publicagio dos resultados do trabalho deverdo ser
enviadas, no prazo de 30 (trinta) dias contados da data de publicagdo, duas copias de
todo o material escrito (relatério técnico, tese, dissertagdo, artigo ou resumo
pub]icado);

E expressamente proibido qualquer ato lesivo contra a fauna de acordo com a Lei
9.605 de 12 de fevereiro de 1998;

O envio de material coletado para fora da Unidade de Conservagéo fica autorizado,
devendo-se observar as normas e legislagdes vigentes:

Esta autorizagfio podera ser renovada conforme a Resolugdo CEMAm n°. 029/2003;

A SEMARH reserva-se no direito de fazer novas exigéncias caso seja necessario.

4. ANALISTA DO PROCESSO: Eric Rezende Kolailat — Analista Ambiental/GAP/SEMARH

S. VALIDADE DA AUTORIZACAO: 30/11/2011

Claudi (driano Costa
Gerente'de Areas Pl'ot{e\gidas

Figura 2B Licenga concedida pela SEMARH-GO
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I UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
4] (. J ul.l l PRO-REITORIA DE PESQUISA

COMISSAQO DE ETICA NO USO DE ANIMALS
Cx.P.3037 - Layras — MG — 37200-000 — [35) 3829-5182 cha@ninlec uila br

CERTIFICADO

Cerlificamos que o Protocolo n¢ 002/11, relativo ao projeto intitulado
“COMPARACAO ENTRE OS PERFIS LIPIDICOS E ATIVIDADES ENZIMATICAS
DAS ESPECIES Ancistrus cryptophthalmus E Ancistrus Sp que tem como
responsavel Luciana Matos Alves Pinto, esta de acordo com os Principios
Elicos da Experimentagio Animal, adotados pela Comissao de Etica no Uso
de Animais (Comissées Permanentes}PRP-Uﬂa), tendo sido aprovado na
reuniao de 29/03/2011.

CERTIFICATE

We hereby cerlify that the Protocol n? 002/11, related 1o the project entitled
‘COMPARISON BETWEEN THE LIPID PROFILES AND ENZIMATIC
ACTIVITIES OF THE SPECIES Ancistrus cryptophthalmus E Ancistrus sp",
under the supervision of Luciana Matos Alves Pinto, is in agreement with the
Ethics Principles in  Animal Experimentation, adopted by the Bioethic
Committee in Utilization of Animals (NINTEC/PRP-Ufla), and was approved
in March 29, 2011,

Lavras, 29 de margo de 2011.

(413

Universidade Federal de Lavras
Fid-Reitoria de Pesquiza Comissaes Pormanstes
Campus Universitisio -

Caixa Postal 3037 / GEP 37200 000 Lavras, MG - Brasil
Tel: +56 (35) 3829 5182
eha@nintge uflabe - www. o 1l br

Figura 3B Certificado da Comissao de Bioética na Utilizacdo de Animais
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ANEXO C Cailculos para quantificacao dos acidos graxos por normalizaciao

de area

Calculo teorico para determinar o fator de corregdo para o detector FID:

MAGi

KAGi =
(NAGi —1)x AC

Onde:
KAGi — Fator de resposta para o acido graxo “i”

[13¢2)

MAGi — Massa molecular do acido graxo “i
(Y344}

NAGi - Numero de carbonos do acido graxo “i

AC- Massa atomica do carbono

Fator de resposta do detector com relagdo a um acido graxo de referéncia

KAGi
Gr

K'AGi =

Onde:

K’AGi — Fator de resposta para o acido graxo “i” com relagdo ao acido

graxo referéncia.

[13:2)

KAGi — Fator de resposta para o acido graxo “i”.

KAGr — Fator de resposta para o acido graxo de referéncia.

Conversao da porcentagem de area de cada acido graxo para gramas por

100 gramas de tecido muscular
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(K' AGix %AGi)
D> K'AGx%AG

Conc-AGi = FCx L x

Onde:
Conc. AGi — Concentragdo do acido graxo “i” por 100g de amostra.

FC — Fator de conversdo de gordura para acido graxo (peixes = 0,9).

K’AGi — Fator de resposta para o acido graxo “i” com relagdo ao acido

graxo referéncia.

%AGi — Porcentagem em area do acido graxo “i” no cromatograma da

amostra.



