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RESUMO GERAL

MONTEIRO, Aline Gomes Dias Pinto. Avaliacdo da composicio de metais e
do perfil lipidico de algumas espécies de peixes cavernicolas e nao
cavernicolas. 2010. 98 p. Dissertacdo (Mestrado em Agroquimica) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras'.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar possiveis
contaminagdes por metais pesados e a influéncia do meio subterraneo na
composicdo lipidica dos peixes. Foram utilizados neste estudo peixes das
espécies  ltuglanis spn., ltuglanis passensis, Stygichthys typhlops,
Trichomycterus itacarambiensis, Ancystrus sp. e Ancystrus cryptophtalnus,
capturados em rios ou lengdis d’agua subterraneos localizados nos estados de
Goias, Bahia e Minas Gerais. O estudo foi dividido em trés capitulos, além de
um estudo de caso e as sugestdes para trabalhos futuros. No primeiro capitulo
apresentam-se os objetivos geral e especifico deste trabalho; o referencial
teorico, abordando defini¢des sobre caverna e seu processo de formacao, a fauna
cavernicola, os lipideos e suas fun¢des no metabolismo dos peixes e a enzima
hepatica analisada. No segundo capitulo, foi avaliada a composi¢cdo de metais e
do perfil lipidico de trés espécies de peixes troglobios, Ituglanis passensis,
Stygichthys typhlops e Trichomycterus itacarambiensis, ¢ uma troglofila,
Ituglanis spn. Por meio dos resultados, constou-se que todas as espécies
analisadas apresentaram quantidades de alguns dos metais avaliados acima do
permitido pela legislagdo brasileira e que a composi¢ao lipidica foi influenciada
pelas condi¢des do habitat, principalmente pelo efeito da alimentacdo. No
terceiro capitulo, foi avaliada a composi¢do de metais, o teor de extrato etéreo e
de proteina e a composi¢ao do perfil lipidico de uma espécie de peixe trogldbia,
Ancystrus cryptophtalnus e uma ndo troglobia, Ancystrus sp., sendo estes
pertencentes a0 mesmo género ¢ capturados em um mesmo rio, em Goias. Os
resultados do perfil lipidico foram utilizados para a comparagdo entre as duas
espécies, a fim de se verificar as possiveis diferengas entre os peixes de habitat
epigeo e hipogeo. Segundo os resultados encontrados, ambas as espécies
apresentaram valores superiores ao permitido pela legislacdo brasileiras dos
metais Cu, Fe e Zn. A espécie trogldbia, em comparagdo com a ndo trogldbia,
apresentou quantidades superiores de gordura total e proteina, além de
diferencas na composicdo lipidica, que foi influenciada pelas condi¢cdes do
habitat, principalmente pelo efeito da alimentacdo, da temperatura e do sexo do

! Comité Orientador: Luciana de Matos Alves Pinto - UFLA (Orientadora); Mario César
Guerreiro — UFLA e Rodrigo Lopes Ferreira — UFLA
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animal. No estudo de caso, foram abordadas as dificuldades encontradas durante
a realizagdo da avaliacdo da atividade especifica da enzima malica para as
espécies Ancystrus cryptophtalnus e Ancystrus sp. Além disso, sdo apresentadas
sugestdes para a realizacdo de trabalhos futuros.
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GENERAL ABSTRACT

MONTEIRO, Aline Gomes Dias Pinto Monteiro. Evaluation of the
composition of Metals and Lipid Profile of some species of Cave fish and
not. 2010. 98 p. Dissertation (Masters in Agricultural Chemistry) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras®.

This study was conducted to evaluate the metabolism of some cave
fishes and the influence that the underground exert on them. The animals used in
this study were fishes from the species Ituglanis spn, Ituglanis Passensis,
Stygichthys, Trichomycterus itacarambiensis, Ancystrus sp and Ancystrus
cryptophtalnus collected from caves and rivers located in the states of Goias,
Bahia and Minas Gerais. The subject was divided into 3 chapters, the case study
and final considerations. In the first chapter, the general and specific objectives
of this study were presented; the theoretical framework, addressing definitions
of the cave and its formation process, cave fauna, lipids and their roles in the
fish metabolism; and liver enzyme analyzed in this study. In the second chapter,
the composition of the lipid profile of three species of troglobius fishes:
Ituglanis passensis, Stygichthys typhlops and Trichomycterus itacarambiensis,
and a troglophilic fish: Ituglanis spn, were reviewed. In the third chapter the
composition of the lipid profile, the level of lipids and some minerals of species
of troglobius fish, the Ancystrus cryptophtalnus, and a not troglobius fish, the
Ancystrus sp, were reviwed. Both of them are from the same family, captured in
the same river at Goias. The results of lipid profile, were used to compare the
two species, in order to verify the possible differences between the fish from the
surface and the hypogeal. It has been reported as a case study the specific
activity of the malic enzyme for the species Ancystrus cryptophtalnus and
Ancystrus sp, highlighting the difficulties in implementing this part of the
experiment. In closing remarks it was addressed the difficulties encountered
during this work. Suggestions have also been developed to carry out future
work.

? Guidance Commitee: Luciana de Matos Alves Pinto - UFLA (Adviser); Mario César
Guerreiro — UFLA and Rodrigo Lopes Ferreira — UFLA



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

A relagdo entre o homem e a caverna ja existe desde o inicio da sua
histéria, porém, somente a partir da segunda metade do século XIX ¢é que ela
passou a ser objeto de estudos cientificos. A espeleologia surgiu como uma
ciéncia interdisciplinar que estuda aspectos de geologia, quimica, hidrologia,
biologia, paleontologia e arqueologia, associada a exploracdo técnica e esportiva
desses ambientes (Auler, 1997).

No Brasil, os estudos cientificos em cavernas iniciaram-se em 1838,
realizados pelo dinamarqués Peter Lund e, desde entdo, vém surgindo e crescendo
grupos nacionais que se dedicam, especificamente, a estudos em caverna
(Bicalho, 2003).

Atualmente, o pais possui aproximadamente 7.000 cavernas cadastradas,
segundo consulta realizada, em novembro de 2009, ao Cadastro Nacional de
Cavernas do Brasil (CNC) e ao Centro Nacional de Estudo, Protecdo e Manejo de
Cavernas/ Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (CECAV/IBAMA). Esse quantitativo representa aproximadamente
5% do potencial existente em todo o territdrio brasileiro e, nesse contexto, pode-
se afirmar que o pais ainda tem potencial promissor no sentido da descoberta de
novas cavernas e, consequentemente, de novas espécies.

Um dado importante, que deve ser levado em consideracdo, é o fato de
que muitas cavernas estdo localizadas em areas de propriedades particulares e
que, além disso, ndo existe a menor preocupagdo em preserva-las, até por nio se

conhecer o seu verdadeiro potencial, em termos de fauna e flora subterranea.



Nesses ambientes escuros € com pouco alimento vdo sendo geradas
espécies com caracteristicas muito diferentes das demais existentes fora desses
habitats, ao longo de muitas geragdes. Tais caracteristicas estdo frequentemente
relacionadas ao aumento de especializagdo ao modo de vida subterraneo. Com
isso, inimeras novas espécies de animais surgiram e vém sendo descobertas.

Os organismos cavernicolas podem ser classificados em trés categorias
(Holsinger & Culver, 1998): os trogloxenos, os troglofilos e os troglobios, estes
ultimos restritos ao meio subterraneo. Além desses existem os “acidentais”, que
compreendem em animais epigeos que penetram (acidentalmente ou nao) no
ambiente subterraneo.

Os animais trogloxenos sdo regularmente encontrados no ambiente
subterraneo, porém, saem do mesmo para completar seu ciclo de vida. Muitos
desses individuos sdo responsaveis pela importacdo de recursos alimentares
provenientes do meio externo ao da caverna.

Os troglofilos sdo animais encontrados em cavernas, que sdo capazes de
completar seu ciclo de vida tanto no meio hipdgeo quanto no epigeo.

Os troglobios vivem em isolamento, sob regime seletivo particular e sua
populacdo ¢ relativamente pequena. Possuem, frequentemente, alto grau de
diferencia¢do, quando comparados a organismos aparentados e que vivem fora
das cavernas.

Muitos estudos vém sendo realizados para descobrir a origem e os fatores
que caracterizam essas mudangas; aqueles sobre a composi¢ao dos acidos graxos
em peixes vém sendo feitos com animais marinhos e de dgua doce. No entanto,
no Brasil, ndo ha nenhum relato de estudos desta natureza em espécies de peixes
cavernicolas.

Nos peixes, os lipideos sdo responsaveis por desempenhar uma variedade
de fungdes no organismo. Eles atuam como componentes estruturais,

responsaveis pela manutencdo da fluidez da membrana plasmatica (lipideos



polares, principalmente fosfolipideos) e também sdo fornecedores e
armazenadores de energia, que serao utilizados como combustivel para a
realizacdo de fungdes fisioldgicas basicas, tais como metabolismo, locomogao,
crescimento e gametogénese.

A concentragdo e os tipos de acidos graxos variam amplamente pelas
diferencas existentes nas condi¢des do habitat e nas dietas de cada espécie e, em
menor grau, a bioquimica do metabolismo dos acidos graxos.

Como forma de preservacdo das cavernas, assim como das espécies a elas
associadas, ¢ importante a realizagdo de um levantamento quimico desses
ambientes, com a finalidade de monitorar algum tipo de contaminagdo, como, por
exemplo, por metais.

Muitas cavernas estdo localizadas em propriedades particulares, proximas
de areas rurais e urbanas, portanto, mais susceptiveis a contaminagdo por
diferentes agentes quimicos, o que pode acarretar inameros problemas
ambientais. Além disso, o conhecimento quimico e bioquimico podera auxiliar no
entendimento evolutivo dessas espécies submetidas ao ambiente subterrdneo, o
qual € bastante restrito, e também como as adaptacdes favoreceram sua
sobrevivéncia.

Por se tratarem de animais protegidos por lei, todas as coletas realizadas
com as espécies troglobias foram feitas respeitando-se a quantidade maxima de

individuos por espécie, permitidas pelas leis voltadas a preservagdo das cavernas.



2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Este trabalho foi realizado com o objetivo geral de avaliar a composi¢ao
dos lipideos dos peixes cavernicolas Ancistrus cryptophtalmus, Ituglanis spn.,
Ituglanis passensis, Stygichthys typhlops e Trichomycterus itacarambiensis e ndo
cavernicola Ancistrus sp., além da determina¢do da composicdo de metais,

enzimatica, extrato etéreo e de minerais para algumas dessas espécies.

2.2 Objetivos especificos

Especificamente, buscou-se:

- avaliar a composi¢ao de metais pesados e de acidos graxos presentes
nas espécies ltuglanis spn., Iltuglanis passensis, Stygichthys typhlops e
Trichomycterus itacarambiensis, correlacionando esses resultados com as
diferentes espécies de peixes de agua doce, ndo cavernicolas;

- avaliar a composi¢@o quimica e o perfil de acidos graxos presentes nas
espécies Ancistrus sp. e Ancistrus cryptophtalmus e comparar esses resultados,
evidenciando as similaridades entre os individuos dessa espécie de peixe de
origem epigea e hipogea;

- avaliar a alteragdo na lipogénese hepatica das espécies Ancistrus sp. e

Ancistrus cryptophtalmus, pela atividade hepatica da enzima malica.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Sistema carstico

Segundo Bicalho (2003), o sistema carstico, ou relevo carstico, ¢ um tipo
de relevo formado pelo desgaste de rochas, dando origem a diversas outras
feigdes que variam de acordo com as condigdes climaticas de cada regido.

Os sistemas carsticos, do ponto de vista hidrologico e geomorfologico,
apresentam trés componentes interdependentes: o sistema de cavernas, os
aquiferos de conduto e o relevo carstico.

O carste €, portanto, a unidade funcional de um emaranhado de aquiferos,
em bacia de drenagem, com entrada e saida de agua fluvial ou pluvial. A génese e
a evolugdo de uma paisagem carstica dependem do padrdo estrutural, do grau de
solubilidade da rocha e¢ da agdo de fluxos de agua, associados as caracteristicas
ambientais que determinam o funcionamento geologico e bioldogico de ambientes
subterraneos (Gilbert et al., 1994). Entdo, fei¢des carsticas sdo todas as formas de
relevos ativos elaborados, sobretudo pelos processos de corrosdo quimica e de
abatimento (Kohler, 2001).

Esse sistema pode ser dividido em exocarste, que € o relevo superficial
do carste, como dolinas, drenagem descontinua e seca e bocas de cavernas; o
endocarste, que sdo as formas subterraneas, como as cavernas e o epicarste, que ¢
a zona da interface rocha-solo em érea cérstica.

Estima-se que o potencial espeleologico brasileiro possa superar mais de
100.000 cavernas, contudo, cerca de 7.000 encontram-se cadastradas (Auler,
2006). Minas Gerais abriga boa parte da maior provincia espeleologica brasileira
(Grupo Carbonético Bambui), o que torna este estado o que possui o maior

numero de cavernas. Grande parte delas localiza-se em areas calcarias que sofrem



grande pressdo por parte de empresas mineradoras, em funcao da utilizagdo do
carbonato de calcio para a fabricagdo de cimento (Machado & Ferreira, 2005).

Além de cavernas calcarias, em Minas também ¢é encontrada formacéao de
cavidades naturais em rochas, como quartzito, minério de ferro, arenito, granito e
gnaisse, dentre outras, também ameacadas, principalmente, por atividades de
mineragao e turismo.

A 4gua das chuvas absorve uma parcela de CO, da atmosfera,
aumentando a sua acidez. Ao alcangar o solo, esta d4gua se combina novamente
com o CO, existente neste (oriundos de hiimus, raizes e microorganismos, por
meio do metabolismo), formando o acido carbonico e aumentando a concentragao
de CO; (equagdo 1). Com isso a agua adquire acidez relativamente alta (Teixeira
et al., 2000).

A 4gua acida atinge o lengol fredtico, permeando pela rocha e
dissolvendo o carbonato de calcio (CaCO;) (equacdo 2), dando origem a diversas

feigcoes fisicas.

C02 + H20 => H2CO3 (1)
H,CO; + CaCO; => Ca2+ + CO; + H,O (2)

Essas feigoes vao se formando, determinadas pelo clima e pelas
caracteristicas geologicas e bioldgicas de cada regido, que originam as diversas
feigoes associadas ao endocarste ¢ ao exocarste (Bicalho, 2003).

O sistema carstico ocorre em rochas calcarias. No entanto, ha a
possibilidade de que ele ocorra em outros tipos de rochas carbonaticas, como

o0 marmore ¢ as rochas dolomiticas.



3.2 Caverna

Segundo o Decreto n°® 99.556, de 1° de outubro de 1990, entende-se como
cavidade natural subterranea todo e qualquer espago subterrineo penetravel pelo
homem, com ou sem abertura identificada, popularmente conhecido como
caverna, incluindo seu ambiente, contetido mineral e hidrico, a fauna e a flora ali
encontrados ¢ o corpo rochoso onde os mesmos se inserem, desde que a sua
formagdo tenha ocorrido por processos naturais, independentemente de suas
dimensdes ou do tipo de rocha encaixante. Nesta designagao estdo incluidos todos
0s termos regionais, tais como gruta, lapa, toca, abismo, furna e buraco.

As cavernas sdo sistemas dindmicos (em termos geologicos e bioldgicos)
em constante modificagdo, principalmente pela acdo da agua que atua na
formacao, na moldagem e na deposi¢do de inumeras feicdes (Gilbert et al., 1994).

Elas podem ser encontradas em véarios tipos de rochas, em
especial nas mais soluveis, que sdo formadas de massas rochosas carbonéticas,
cuja maioria ¢ formada por calcita (carbonato de calcio), por apresentar alta
solubilidade em &gua, facilitando o processo de formagdo das cavernas, pelo
processo de carstificagao.

Os ambientes externos, ou sistemas epigeos, sdo utilizados como base
para a comparagdo das condigdes ecologicas prevalentes nos ambientes
subterraneos, chamados de sistemas hipogeos. Dessa forma, o meio cavernicola é
caracterizado, principalmente, pela auséncia permanente de luz, fazendo com que
muitas das caracteristicas bioticas e abidticas desses ambientes sejam
influenciadas pela constancia desta pressdo ambiental. Geralmente, o ambiente
fisico subterrineo varia menos que o ambiente epigeo circundante e os
pardmetros ambientais caracterizam-se por permanecerem praticamente estaveis
na maioria das cavernas (Culver, 1982).

Em cavernas mais extensas, a temperatura é caracterizada por apresentar

pouca oscilagdo nos locais mais distantes da entrada. Os valores de temperatura,



geralmente, aproximam-se da média anual do ambiente epigeo (Barr & Kuehne,
1971). Ja em cavernas menores, as variagoes sdo mais evidentes, devido a maior
influencia do meio externo. Além disso, o ambiente subterraneo é caracterizado
pela elevada umidade (Poulson & White, 1969; Howarth, 1983). Dessa forma, o
meio cavernicola pode ser caracterizado como um ambiente de elevada
estabilidade ambiental, devido a auséncia permanente de luz e a temperatura e
umidade constantes (Poulson & White, 1969; Culver, 1982). Porém, tais
condigdes ndo sdo estaticas e podem sofrer alteragdes ao longo do tempo,
dependendo de fatores como dimensdo da caverna, localizacdo, morfologia e
orientacdo das entradas, dentre outros.

Segundo Prous et al. (2004), regides proximas as entradas demonstram
gradientes de modificagdes estruturais, bioldgicas e fisicas, criando uma zona de
transicdo entre os sistemas epigeos e hipoégeos. Dessa forma, a entrada de uma
caverna pode ser considerada um ecétone. Essa regido localiza-se em uma zona
diferenciada pelo equilibrio entre a disponibilidade de recursos (caracteristica
epigea) e pela estabilidade ambiental (caracteristica hipogea). Tal fato indica que
a zona de entrada pode funcionar como um filtro entre dois ambientes adjacentes,
permitindo que somente organismos pré-adaptados possam atravessar e colonizar

as cavernas.

3.2.1 A importincia de alguns fatores ecolégicos
A biodiversidade ¢ afetada diretamente por alguns fatores ecologicos que
variam de acordo com a especificidade de cada caverna e da respectiva regido.
Em relagdo a luz, a caverna pode ser caracterizada em trés zonas
importantes que sdo: zona iluminada, predominante na entrada da gruta, com
grande quantidade de luz, permitindo assim o desenvolvimento de plantas que
necessitam da luz solar para realizarem as suas fungdes vitais; zona de penumbra,

predominante no interior da cavidade, onde a luz ¢é significativamente reduzida,



ndo permitindo o desenvolvimento de plantas, exceto quando sementes sio
carregadas para dentro da caverna e na qual desenvolvem-se alguns tipos de
fungos e zona escura, ou profunda, na qual a auséncia de luz é total e permanente
e onde existe uma rica bacteriota, que exerce fun¢do primordial na decomposicao
do guano e na alimentagdo de alguns outros organismos (Camacho, 1992).

A temperatura é, geralmente, constante e igual a média das temperaturas
anuais exteriores, apresentando variacdo de acordo com a forma das galerias, o
numero de entradas a localizagdo e a altitude das cavidades (Poulson & White,
1969; Culver, 1982).

A matéria organica proveniente do meio externo compde-se de restos
organicos em decomposi¢do que penetram pelas entradas ou fissuras nas rochas
que acessam as cavernas. Além disso, alguns agentes bioldgicos (como
morcegos) podem transportar compostos organicos na forma de fezes (guano) ou
de seus proprios cadaveres. Esses substratos sdo responsaveis pela sobrevivéncia

de grande parte da vida subterranea (Prous et al., 2004).

3.3 Fauna cavernicola

Nesse ambiente afotico e com escassez de alimento surgiram, ao longo
de geragdes, espécies com caracteristicas muito diferenciadas, quando
comparadas as espécies existentes nos ambientes externos.

As espécies encontradas nas cavernas podem ser classificadas em trés
categorias, de acordo com o proposto por Schinner e Racovitza (modificado em

& Culver, 1988), as quais sdo descritas a seguir.

3.3.1 Trogloxenos
Os trogloxenos sdo regularmente encontrados em ambientes
subterraneos, utilizando-os como abrigos, no entanto, devem obrigatoriamente

sair das cavernas para completar seu ciclo de vida. Os mais comuns sdo os



morcegos ¢ alguns aracnideos, além de anfibios e répteis, que podem ser citados

como exemplo dessa categoria (Holsinger & Culver, 1988).

3.3.2 Trogléfilos

Os troglofilos também sdo encontrados em ambientes subterraneos,
porém, ndo vivem exclusivamente em cavernas. Eles podem completar seu ciclo
de vida tanto nesse meio quanto fora dele e também podem utiliza-lo em fases do
seu ciclo de vida, para abrigo ou reproducgdo (Holsinger & Culver, 1988).

Certas espécies podem, ainda, ser trogléfilas, sob certas circunstancias e
trogloxenas em outras (por exemplo, em cavernas que apresentam baixa

disponibilidade de alimento).

3.3.3 Troglébios

Os troglobios sdo restritos ao meio subterraneo, podendo ser peixes,
crustaceos, insetos e esponjas, dentre outros grupos, sendo os peixes o foco
principal do presente estudo. Sdo organismos altamente especializados e
perfeitamente adaptados ao meio subterraneo (Trajano, 2000).

Os troglobios vivem em isolamento e suas populacdes sdo relativamente
pequenas. Possuem alto grau de diferenciacdo em comparacdo aos animais de
espécies semelhantes, que vivem fora do ambiente subterraneo. Essas diferencas
podem ser percebidas quanto: a morfologia (reducdo dos olhos e da pigmentacdo
melanica), a biologia (fecundidade baixa, maturidade retardada, taxas de
crescimento baixas e alta longevidade), a fisiologia (taxas metabdlicas reduzidas)
¢ ao comportamento (alteracdo da ritimicidade cicardiana) (Hadley et al., 1981).

Além das trés categorias anteriormente mencionadas (que serdo
detalhadas a frente), existem os chamados “acidentais”. Tais organismos fazem

parte da fauna externa e ndo tém nenhuma pré-adaptagdo a vida subterrdnea, mas
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podem ser encontrados em cavernas, por terem caido em abismos ou para se

esconder de predadores, dentre outras situacdes (Ferreira et al., 2009).

3.4 Modificagdes no animal troglobio

Uma modificagdo morfologica bastante difundida entre espécies
troglobias ¢ a redugdo da pigmentagdo. Os pigmentos exercem uma funcido de
protegdo para os animais contra a radiacdo solar. Como o ambiente subterraneo &
desprovido de luz, os troglobios, em geral, exibem despigmentacdo total ou
parcial.

Outro aspecto que pode ser observado ¢ a redugdo oftdlmica ou
anoftalmia, que € a regressdo das estruturas oculares ou a sua inexisténcia no
estado adulto, como resposta a auséncia de luz. No estado embriondrio ou larval,
muitas espécies ainda possuem as estruturas oculares, que vado regredindo a
medida que se d4& o desenvolvimento (Holsinger & Culver, 1988). Como
consequéncia da perda da visdo, o tato e o olfato se tornam mais sensiveis, ou
seja, 6rgdos tateis, como as antenas, apresentam-se mais desenvolvidos. Também
pela inviabilizagdo das asas ou apterismo, no caso de insetos, cujas asas deixam
de exercer suas fung¢des, as mesmas reduzem-se, podendo chegar a inexistir.

Pela reducdo ou o aumento de tamanho, quando comparado com animais
nao troglobios de mesma espécie, os troglobios possuem tendéncia ao nanismo ou
ao gigantismo, além do aumento da linha lateral, que pode ser considerado uma
compensagao sensorial, pelo aumento significativo da sensibilidade em relagdo a
temperatura e vibragdes existentes no meio.

A producdo de menos ovos também ¢é uma caracteristica importante,
pois, como as cavernas sdo consideradas ambientes estdveis, a estratégia
ecoldgica do tipo K ¢ a mais utilizada pelos troglobios. Isso acontece com o
objetivo de poupar energia e diminuir a quantidade de ovos, consequentemente

aumentando a quantidade de nutrientes em cada ovo, de forma a garantir um
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aumento do tamanho corporal da prole, diminuindo a predagdo e aumentando as
chances de sobrevivéncia nos primeiros momentos de vida (Poulson & White,
1969; Culver, 1982).

Os animais trogldbios possuem elevada capacidade de armazenar
nutrientes e passar longos periodos em jejum. Além disso, exibem taxa
metabodlica inferior as observadas em espécies epigeas. Consequentemente,
ocorre menor desgaste celular, permitindo viverem por muito mais tempo

(Culver, 1982).

3.5 Lipideos

Inimeros estudos ja foram desenvolvidos com o objetivo de descobrir a
origem e os fatores que caracterizam as mudancas sofridas pelos animais
troglobios ao longo de sua evolucdo, dando origem a diferentes caracteres
troglomorficos. Uma das estratégias utilizadas para iniciar essa investigacdo e
tentar avaliar essas modificacdes no metabolismo de peixes € o estudo da
composicao lipidica.

No Brasil, apesar de sua riqueza hidrografica, somente algumas espécies
de peixes, ndo troglobias, foram avaliadas quanto a composicao dos acidos graxos
(Gurgel & Freitas, 1977). Para espécies trogldbias, ainda ndo ha nenhum relato de
estudos dessa natureza.

Quanto aos lipideos, os mesmos podem ser definidos como um grupo
heterogéneo de compostos que incluem os 6leos e as gorduras, as ceras e o0s
componentes correlatos encontrados em todo tipo de organismo vivo.

Os lipideos sdo caracterizados por sua baixa solubilidade em agua e alta
solubilidade em solventes orgénicos. Dentre as varias fun¢des dos lipideos no
organismo, as principais sdo armazenar e fornecer energia, além de servirem
como componentes estruturais da membrana (Figura 1) (Lehninger, 2006). Eles

classificam-se, tradicionalmente, em: acilglicer6is, ceras, fosfolipideos,
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esfingolipideos, glicolipideos e lipideos terpenoides, nos quais estdo incluidos os
caratenoides, e os esteroides (Conn & Stumpf, 1980). Nos peixes, que sdo
animais ectotérmicos, os lipideos polares, como os fosfolipideos, atuam como
componentes estruturais responsaveis pela manutengdo da fluidez da membrana
plasmaética; ja os lipideos neutros, como os triacilglicerdis, atuam como
fornecedores e armazenadores da energia que serd utilizada como combustivel,
para a realizacdo das fungdes fisiologicas basicas, como metabolismo,

locomogao, crescimento e gametogénese (Brown & Murphy, 1995).

Stlm:age Membrana lipids (polar)
lipids
(neutral)
Glymlipids ‘ Archaebacerial ebher lipids
| Tagleyrcls | | Gosmopbosphelpids | | Sphinalpds || Sphinaipics | | Ceactaipids (sulilinds) |

FIGURA 1 Alguns tipos comuns de lipideos de estoque e de membrana
Fonte: Lehninger (2006).

A digestdo e a absorcdo dos lipideos ingeridos ocorrem no intestino
delgado e os acidos graxos liberados dos triacilglicer6is sdo reunidos e enviados
para os musculos e o tecido adiposo (Lehninger, 2006).

A maioria dos lipideos contém ou ¢ derivado de acidos graxos (Devlin,

2007).
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3.5.1 Acidos graxos

Os acidos graxos estdo associados a maioria dos lipideos, como principal
componente, contendo nimero par de atomos de carbono (de 4 a 30) em cadeias
retas, geralmente saturadas e que podem conter de uma a seis duplas ligacdes
(Conn & Stumpf, 1980). Acidos graxos de nimero impar de carbono também sio
encontrados em peixes, porém, em pequenas proporc¢des (Lehninger, 2006).

Os éacidos graxos podem ser definidos como compostos que possuem
cadeias longas de hidrocarboneto, contendo um grupo carboxila em uma
extremidade e um grupo metil na outra. Eles podem ser classificados como acidos
graxos saturados (saturated fatty acids ou SFA) (Figura 2), monoinsaturados
(monounsaturated fatty ou MUFA), poli-insaturados (polyunsaturated fatty acids

ou PUFA) (Figura 3) e os acidos graxos trans ou cis (Figura 3) (Devlin, 2007).

/\/\/\/\/\/\/\/\)J\OH

18 12 3

FIGURA 2 Acido estearico (C18:0): exemplo de AGS.
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FIGURA 3 Acido cis,cis,cis-9,12,15-octadecatrienoico (4acido a-linolénico)
(C18:3, ®-3): exemplo de AGI do tipo 6mega e cis.

Os 4cidos graxos podem ser descritos por uma notagdo abreviada, em que
o primeiro nimero ¢ de atomos de carbono. Separado por dois pontos vem o de
duplas ligagdes e, por fim, a posi¢do das duplas ligacdes, contando-as a partir da
carboxila. Entdo, como exemplo, o &cido araquidénico, um 4&cido graxo
insaturado de 20 atomos de carbono, pode ser descrito como 20:4 (5,8,11,14) ou
C20:4 (5,8,11,14) ou C20:4 (Conn & Stumpf, 1980).

A designagdo de 6mega tem relagdo com a posi¢do da primeira dupla
ligacdo (Figura 3), contando a partir do grupo metilico final da molécula de acido
graxo. Os acidos graxos -3 apresentam a primeira dupla ligacdo entre o terceiro
e o quarto atomo de carbono, enquanto os dcidos graxos ®-6 tém a primeira dupla
ligagdo entre o sexto e o sétimo atomo de carbono (Sonntag, 1979). As familias
de acidos graxos 6mega-3 (n-3 ou ®-3) e Omega-6 (n-6 ou ®-6) contém de 18 a
22 carbonos. Os principais acidos graxos ®-3 sdo o acido linolénico 18:3, o 4cido

eicosapentaecnoico (EPA) 20:5 e o acido docosahexaenoico (DHA) 22:6,
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enquanto os principais -6 sdo o acido linoleico 18:2 (Mayser et al., 1998) e o
acido araquidonico 20:4.

Entre as principais fun¢des dos acidos graxos estdo o deposito de energia
e a conformacdo das membranas celulares, sendo também precursoras de
substancias como prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos (Harris, 1999). O
nimero e a posicdo das duplas ligagcdes determinam as propriedades fisicas e
quimicas dos PUFAs. As familias ©-6 e o-3 tém diferentes fungoes fisiologicas e
atuam em conjunto para regular os processos bioldgicos (Newton, 1996). O acido
linoleico e o 4cido a-linolénico sdo acidos graxos essenciais (essential fatty acids
ou EFA) porque as duplas ligagdes, situadas no terceiro e no sexto atomos de
carbono, ndo podem ser produzidas pelo organismo humano, de forma que os
acidos graxos essenciais devem ser obtidos a partir da dieta. O acido linoleico e o
acido a-linolénico, porém, podem ser alongados e dessaturados pelo sistema
enzimdtico para produzir DHA e EPA, a partir de 6leos vegetais provenientes da

alimentag@o. Porém, isso ocorre em baixa porcentagem (Connor, 2000).

3.5.2 Sintese dos acidos graxos

A sintese orgénica dos acidos graxos saturados acontece no citoplasma,
por um sistema enzimdatico complexo cujo ponto de partida ¢ a acetil-CoA
(Ribeiro, 2003). A partir dos acidos graxos saturados formam-se os
monoinsaturados, no figado, por meio de reagdes catalisadas por dessaturases
microssomais. Dos monoinsaturados originam-se os poliinsaturados, por agdo de
dessaturases especificas para a posi¢do da dupla ligacdo na cadeia (Belda &

Pourchet-Campos, 1991), conforme ilustrado na Figura 4.
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Dessaturase Dessaturase
microssomal especifica
AG saturado —» AG monoinsaturado——> AG poli-
insaturado

FIGURA 4 Resumo da sintese dos acidos graxos poli-insaturados, a partir de um
acido graxo saturado.

Os acidos linoleico e araquidonico possuem em comum uma dupla
ligacdo entre os carbonos 6 e 7 (série linoleica ou w-6), o que possibilita a sintese
do araquidbnico a partir do linoleico, mas ndo o contrario. J& o acido graxo a-
linolénico tem duplas liga¢des entre os carbonos 3,4 ¢ 6,7 (série linolénica ou -
3) (Figura 5). O metabolismo animal ndo tem capacidade de dessaturar para a
extremidade metila e, portanto, a conversdo de membros de uma familia d6mega
em outra ndo ¢ possivel em mamiferos. Os animais sdo incapazes de produzir
endogenamente as familias 6mega-6 e 6mega-3 que, portanto, devem ser supridas
pela alimentagdo. Dessa forma, os acidos linoleico e linolénico, precursores
dessas familias, sdo essenciais para os animais, sendo sintetizados somente pelas

plantas.
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6
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C22:5  Linoleico Araquidonico
o9
—» C18:0 % C18:1 Favorece dessaturacdo e elongagio
Estedrico Oleico

FIGURA 5 Biossintese de acidos graxos essenciais em animais.

3.5.3 Funcio dos acidos graxos no peixe

Os acidos graxos poli-insaturados das séries ® sdo componentes
estruturais da membrana celular, sendo parte integrante de sua estrutura
lipoproteica, garantindo a sua manutencdo. Sdo também precursores de um grupo
de substancias denominadas eicosanoides. Estes atuam como hormonios locais na
regulagdo de processos fisiologicos, inclusive os processos inflamatorios, que
sofrem influéncia da proporcao de acidos graxos -6 e ®-3.

Além disso, quanto maior o nimero de insaturagdes, mais baixo é o
ponto de fusdo do 4cido graxo, ou seja, a formagdo de alguns deles ¢ diretamente
influenciada pela temperatura da 4gua a que o animal estiver submetido.

Os acidos graxos w-3, principalmente o eicosapentaenoico (C20:5) e o
docosa-hexaenoico (C22:6), incorporados no interior da membrana celular,

influem na permeabilidade da mesma, agindo nas fungdes de receptor, na
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atividade enzimatica, nas citoquinas e na producdo de eicosanoides (Meydani,
2000).

Os -6 geram eicosanoides das séries 2 € 4 e 0s ®-3 e eicosanoides, das
séries 3 e 5. Dependendo da procedéncia dos eicosanoides, o efeito fisioldgico no
organismo sera diferente. O acido linoleico converte-se em longas cadeias, tal
como o acido a-linolénico e o acido araquidénico (AA), por meio do processo de
dessatura¢do e elongagdo. O acido graxo a-linolénico ¢ convertido em acido
eicosapentaenoico e em acido docosa-hexaenoico.

O 4acido araquidonico (C20:4, ®-6) ¢ obtido a partir de trés fontes:
fosfolipideos de reserva do organismo, alimentagdo e do processo de
alongamento e dessaturacdo do acido linoleico (C18:2, ®-6), muito frequente nos
alimentos e oxidado em presenca da enzima lipoxigenase ou cicloxigenase,
convertendo-se em perdxidos lineais ou ciclicos (endoperoxidos). Um peréxido
ciclico transforma-se dentro das plaquetas em tromboxano-TXA?2 e, no endotélio
dos vasos sanguineos, em prostaciclina - PGI2 e diversas protaglandinas
(Stansby, 1982).

E necesséario destacar como sdo importantes os efeitos antagonistas do
tromboxano e a prostaciclina. O tromboxano favorece a agregacao das plaquetas,
enquanto a prostaciclina inibe a agregacao das plaquetas e dispersa os agregados
ja formados (Sanders, 2000).

A composi¢ao dos lipideos varia ndo sé pelo efeito da alimentagdo do

animal, mas também com a espécie analisada e seu estagio de desenvolvimento.

3.6 Sintese dos acidos graxos
O ambiente subterrdneo tem a escassez de alimento como uma
caracteristica marcante. Os animais troglobios, oriundos desse ambiente, sdo

submetidos a essa escassez e utilizam, como estratégia de sobrevivéncia, o
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armazenamento de calorias, quando um alimento esta disponivel. Posteriormente,
tais calorias sdo mobilizadas quando o resto do corpo estiver precisando.

A regulacdo hepatica tem papel fundamental no equilibrio energético
corporal, em que o figado € o principal local do metabolismo de carboidrato
(glicolise e sintese de glicogénio) e sintese de triglicerideos (lipogénese). A
lipogénese ¢ regulada por atividades enzimaticas especificas fundamentais
controladas pela insulina e pela presenga de glicose (Granner & Pikis, 1990).

As enzimas glicoliticas e lipogénicas envolvidas no metabolismo de
carboidrato e lipideo sdo: glicoquinase (GK), piruvato quinase hepatica (L-PK),
ATP citrato liase, acetil-CoA carboxilase (ACC), acido graxo sintase (FAS),
glicose 6-phosfato desidrogenase (G6PGH), enzima malica e 6 fosfogliconato
desidrogenase (6PGDH) (Dentin et al., 2005).

O excesso de glicose € convertido em piruvato via glicolise. O piruvato €
importado para a mitocondria e convertido em acetil-CoA, entdo transportado
como citrato da mitocondria para o citoplasma. O citrato é convertido de volta
para acetil-CoA pela enzima ATP citrato liase. Em sete passos enzimaticos, o
acetil-CoA e o malonil-CoA sdo convertidos em palmitato pela enzima acido
graxo sintase (utilizando NADPH gerado pela via das pentoses fosfato e pela
enzima malica) (Griffin & Sul, 2004) (Figura 6).

Com isso, o excesso de carboidrato aumenta a disponibilidade de glicose
que ativa a insulina, sendo que ambas ativam as enzimas lipogé€nicas e
glicoliticas, promovendo maior estoque de triglicerideos (Granner & Pilkis,
1990).

A concentracdo de acidos graxos no sangue que entra no figado é um
importante determinante da taxa de cetogénese, ou seja, superprodugido
metabodlica de acetoacetato e seus derivados, - hidroxibutirato e acetona, na
matriz mitocondrial do figado, quando o acetil-CoA ¢é produzido em excesso

durante jejum prolongado (Devlin, 2007).
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FIGURA 6 Ilustragdo da sintese de acido graxo e triglicerideos, a partir da
proteina e da glicose.

De modo geral, o NADPH ¢ o transportador de elétrons para as reacdes
anabolicas e NAD" ¢ utilizado nas reagdes catabdlicas. Nos hepatécitos, a
relacio [NADPH]/[NADP'] é muito elevada no citosol, fornecendo um ambiente
fortemente redutor para a sintese redutiva dos 4cidos graxos e outras
biomoléculas. Como a proporg¢do citosélica [NADH]/[NAD'] é muito menor, o
catabolismo oxidativo da glicose dependente de NAD" pode ocorrer no mesmo
compartimento € ao mesmo tempo que ocorre a sintese de acidos graxos. O
[NADH]/[NAD'] na mitocondria ¢ muito maior do que no citosol por causa do

fluxo de elétrons para o NAD" proveniente da oxidagdo dos 4cidos graxos,
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aminodcidos, piruvato e acetil-CoA. A alta relagio [NADH] / [NAD'] facilita a
reducdo do oxigénio por meio da cadeia respiratoéria.

Nos hepatdcitos e nos adipécitos, o NADPH citosolico é produzido em
grandes quantidades pela enzima maélica, conforme Figura 7, e pela via das

pentoses, conforme Figura 8.

| COO NADP | COO

| CHOH | C=0
CH, CH,

| Enzima Malica + CO,
COoOr
Malato Piruvato

FIGURA 7 Produ¢do de NADPH catalisada pela enzima malica.

\ \
\/\NADP+ NADP*

Via das pentoses fosfato Ribulose
6-fosfato S-fosfato

Glicose

FIGURA 8 Produgdo de NADPH a partir da via das pentoses.

De forma geral, a enzima malica catalisa a descarboxilacdo oxidativa do

malato a piruvato e CO, que, em paralelo, reduz o cofator NADP* a NADPH.

22



4 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AULER, A. Espeleologia no Brasil: uma abordagem histérica. Espeleo-Tema,
Sdo Paulo, v. 18, p. 23-30, 1997.

AULER, A. Relevancia de cavidades naturais subterraneas - contextualizacdo,
impactos ambientais e aspectos juridicos. In: BRASIL. Ministério das Minas e
Energia. Programa das Nagdes Unidas para o Desenvolvimento. Projeto

BRA/01/039: apoio a reestruturagdo do setor energético. Brasilia, 2006. 166 p.

BARR, T. C.; KUENHE, R. A. Ecological studies in the mammoth cave
ecosystems of Kentucky, II. The ecosystem. Annales de Speleologie, Paris, v.
26,n. 1, p. 47-96, 1971.

BELDA, M. C. R.; POURCHET-CAMPOS, M. A. Acidos graxos essenciais em
nutri¢do: uma visdo atualizada. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campinas,
v. 11, n. 1, p. 5-35, 1991.

BICALHO, C. C. Nog¢bes basicas de espeleologia. Brasilia: EGB, 2003.
Apostila. Disponivel em:

<http://www.espeleogrupodebrasilia.org/cavernas/downloads.asp>. Acesso em: 1
dez. 2009.

BRASIL. Decreto 99556/90, de 1° de outubro de 1990. Dispde sobre a protegao
das cavidades naturais subterraneas existentes no territorio nacional, e da outras
providéncias. Diario Oficial [da] Republica Federativa do Brasil, Poder
Executivo, Brasilia, DF, 2 out. 1990.

BROWN, M. L.; MURPHY, B. R. Effects of season, maturity, and sex on lipid
class dynamics in largemouth bass (Micropterus salmoides Lacepede). Ecology
of Freshwater Fish, Copenhagen, v. 4, n. 3, p. 124-130, Sept. 1995.

CAMACHO, A. I. The natural history of biospeleology. Madrid: SCIC, 1992.
680 p.

CENTRO NACIONAL DE ESTUDOS, PROTECAO E MANEJO DE
CAVERNAS. Base de dados geoespacializados de cavidades naturais
subterraneas do CECAV/IBAMA. Disponivel em:
<www.ibama.gov.br/cecav/index.php?id_menu=228>. Acesso em: 16 nov. 2009.

23



CONN, E. E.; STUMPF, P. K. Introducéo a bioquimica. 4. ed. Sdo Paulo: E.
Blucher, 1980.

CONNOR, W. E. Importance of -3 fatty acids in health and disease. American
Journal of Clinical Nutrition, New York, v. 71, n. 1, p. 171S-1758S, Jan. 2000.
Supplement.

CULVER, D. C. Cave life evolution and ecology. Cambridge: Harvard
University, 1982. 189 p.

DENTIN, R.; GIRARD, J.; POSTIC, C. Carboydrate responsive element binding
protein (ChREBP) and sterol regulatory element binding protein-1c (SREBP-1c¢):
two key regulators of glucose metabolism and lipid synthesis in liver. Biochimie,
Paris, v. 87, n. 1, p. 81-86, Jan. 2005.

DEVLIN, T. M. Manual de bioquimica com correlacdes clinicas. Sao Paulo: E.
Bliicher, 2007.

FERREIRA, A. S.; DANTAS, M. A. T.; DONATO, C. R. Ocorréncia de
leptodactylus vastus lutz, 1930 (amphibia-anura:leptodactylidae) na caverna Toca
da Raposa, Simao Dias, Sergipe. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE
ESPELEOLOGIA, 30., 2009, Montes Claros. Anais... Montes Claros: SBE,
2009. p. 57-62.

GILBERT, J.; DANIELOPOL, D. L.; STANFORD, J. A. Groundwater ecology.
San Diego: Academic, 1994.

GRANNER, D.; PILKIS, S. The genes of hepatic glucose metabolism. The
Journal of Biological Chemistry, Bethesda, v. 265, n. 18, p. 10173-10176, June
1990.

GRIFFIN, M. J.; SUL, H. S. Insulin regulation of fatty acid synthase gene
transcription: Roles of USF and SREBP -1c. IUBMB Life, Philadelphia, v. 56, n.
10, p. 595-600, Oct. 2004.

GURGEL, J. J. S.; FREITAS, J. V. F. Variagdo estacional do teor de gordura do
curimatd comum, Prochilodus cearensis Steindachner, pescada do Piaui,
Plagioscion squamosissimus (Heckel) e traira, Hoplias malabaricus (Bloch) no
acude Ords, em Ords, Ceard. Boletim Técnico DNOCS, Fortaleza, v. 35, n. 2, p.
149-163, dez. 1977.

24



HADLEY, N. F.; AHEARN, G. A.; HOWARTH, F. G. Water and metabolic
relations of cave adapted and epigean lycosid spiders in Hawaii. Journal of
Arachnology, Lubbock, v. 9, n. 2, p. 215-222, 1981.

HARRIS, W. S. Nonpharmacologic treatment of hypertriglyceridemia: focus on
fish oils. Clinical Cardiology, Mahwah, v. 22, n. 6, p. 40-43, June 1999.
Supplement I1.

HOLSINGER, J. R.; CULVER, D. C. The invertebrate cave fauna of Virginia
and a part of eastern tennessee: zoogeography and ecology. Brimleyana, Raleigh,
v. 14, p. 1-162, 1988.

HOWARTH, F.G. Ecology of cave arthropods. Annual Review of Entomology,
Palo Alto, v. 28, p. 365-389, 1983.

KOHLER, H. C. Geomorfologia carstica. In: TEIXEIRA, A. J. G.; CUNHA, S.
B. (Org.). Geomorfologia: uma atualizacdo de bases e conceitos. 3. ed. Rio de
Janeiro: Bertrand, 2001. p. 309-334.

LEHNINGER, A. L. Lipideos. In: . Bioquimica. 4. ed. Sao Paulo:
Sarvier, 2006. cap. 10, p. 342-367.

MACHADOQO, S. F.; FERREIRA, R. L. Invertebrados, biodiversidade em
Minas Gerais: um atlas para a sua conservagao. Belo Horizonte: Fundacao
Biodiversitas, 2005. 94 p.

MAYSER, P.; MROWIETZ, U.; ARENBERGER, P.; BARTAK, P.;
BUCHVALD, J.; CRISTHOPHER, E.; JABLONSKA, S.; SALMOHOFER, W_;
SCHILL, W. B.; KRAMER, H. J.; SCHLOTZER, E.; MAYER, K.; SEEGER,
W.; GRIMMINGER, F. Omega-3 fatty acid-based lipid infusion in patients with
chronic plaque psoriasis: results of a double-blind, randomized, placebo-
controlled, multicenter trial. Journal of the American Academy of
Dermatology, Saint Louis, v. 38, n. 4, p. 539-547, Apr. 1998.

MEYDANI, M. Omega-3 fatty acids alter soluble markers of endothelial function
in coronary heath disease patients. Nutrition Reviews, New York, v. 58, n. 2, p.

56-59, Feb. 2000.

NEWTON, L. S. Food enrichment with long-chain w-3 PUFA. Food Technology,
Chicago, v. 7,n. 2, p 169-177, 1996.

25



POULSON, T. L.; WHITE, W. B. The cave environment. Science, Washington,
v. 165, n. 3897, p. 971-981, Sept. 1969.

PROUS, X.; FERREIRA, R. L.; MARTINS, R. P. Delimitation of epigean-
hypogean ecotone zone in two limestone caves in southeastern Brazil. Austral
Ecology, Carlton, v. 29, p. 374-382, 2004.

RIBEIRO, P. A. P. Perfil de acidos graxos poliinsaturados em filés de tilapias
do Nilo (Oreochromis niloticus) mantidas em diferentes condicées de cultivo.
2003. 56 p. Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras.

SANDERS, A. B. T. Polyunsaturated fatty acids in the food chain in Europe.
American Journal of Clinical Nutrition, New York, v. 71, n. 1, p. 176S-178S,
Jan. 2000. Supplement.

SOCIEDADE BRASILEIRA DE ESPELEOLOGIA. Cadastro nacional de
cavernas do Brasil. Disponivel em: <www.ssbe.com.br/cnc.asp>. Acesso em: 1
dez. 2009.

SONNTAG, N. O. V. Structure and composition of fats and oils. In: SWERN, D.
(Ed). Bailey’s industrial oil and fat products. New York: J. Wiley, 1979.v. 1,
p. 1-98.

STANSBY, M. E. Properties of fish oils and their application to handling of fish
and to nutritional and industry use. In: MARTIN, R. E.; FLICK, G. J.; HEBARD,
C. E.; WARD, D. R. (Ed.). Chemistry and biochemistry of marine food
products. Wesport: AVI, 1982. p. 75-92.

TEIXEIRA, W.; TOLEDO, M. C. M.; FAIRCHILD, T. R.; TAIOLL F.
Decifrando a terra Sao Paulo: oficina de textos. Sdo Paulo: Terra Virgem, 2000.

TRAJANO, E. Cave faunas in the Atlantic tropical rain forest: composition,

ecology, and conservation. Biotropica, Washington, v. 32, n. 4, p. 882-983, Dec.
2000.

26



CAPITULO 2

AVALIACAO DE METAIS PESADOS E PERFIL LIPIDICO DE TRES
ESPECIES DE PEIXES TROGLOBIOS (Ituglanis passensis,
Trichomycterus itacarambiensis e Stygichthys typhlops) E UMA
TROGLOFILA (Ituglanis spn.)

(O capitulo 2 sera transcrito em forma de artigo e posteriormente submetido ao

Journal of Cave and Karst Studies)

1 RESUMO

Neste trabalho, foram utilizadas trés espécies de peixes troglobios
(Ituglanis passensis, Trichomycterus itacarambiensis e Stygichthys typhlops) e
uma troglofila (Ituglanis spn.). Apesar de o Brasil ter um grande potencial de
cavernas, a maioria delas ainda ndo foi descoberta ou biologicamente explorada.
A fauna associada a esses ambientes encontra-se ameagada pelo desconhecimento
de seu potencial ou ma utilizacdo das cavernas. No intuito de verificar a
existéncia de contaminagdo dessas cavernas, foi realizada a pesquisa de metais
pesados nos peixes. Com o objetivo de pesquisar sobre o metabolismo desses
animais, em especial aqueles que sofreram modificagdes devido ao meio em que
estdo submetidos, foi realizada uma analise do perfil lipidico, por meio de
cromatografia gasosa com um detector de ionizacdo de chamas. Com isso, a
espécie Trichomycterus itacarambiensis apresentou diferengas significativas na
concentragdo de Fe (59,99 ppm), Hg (0,70 ppm), Mn (15,22 ppm) e Pb (3,44
ppm), o Stygichthys typhlops de Cr (1,19 ppm), Fe (219,80 ppm), Mn (81,47
ppm), Pb (9,13 ppm) e Se (1,9 ppm) e o ltuglanis spn. de Fe (53,74 ppm) e Mn
(2,56ppm), estando tais concentragdes acima dos limites estabelecidos pela
legislagdo brasileira. Foram identificados 25 d4cidos graxos nas espécies
troglobias ltuglanis passensis, 28 na Trichomycterus itacarambiensis, 25 na
Stygichthys typhlops e 30 na troglofila ltuglanis spn., onde alguns desses acidos
apresentaram maior concentragdo em relagdo aos outros para todas as espécies,
como os acidos palmitico (C16:0), estearico (C18:0), oleico (C18:1n9¢) e o acido
linoleico (C18:2n6¢). Esses resultados mostraram que a composicao lipidica de
cada espécie analisada foi influenciada pelas condi¢des do habitat, principalmente
pela alimentagao.

27



2 ABSTRACT

In this study, we used three species of troglobius fishes (Ituglanis
Passensis, Trichomycterus itacarambiensis and Stygichthys typhlops) and a
troglophilous fish (Ituglanis spn). Although Brazil has a great potential of caves,
most of them have not been discovered or biologically explored. The fauna
associated with these environments is threatened by ignorance of its potential, or
misuse of the caves. In order to check for contamination of these caves, heavy
metals content were analyzed in fish. With the goal to investigate the metabolism
of these animals, especially those that have been changed due to the environmet
in which they are submitted, an analysis of the lipid profile, by means of gas
chromatography with flame ionization detector, was taken. The Trichomycterus
itacarambiensis showed significant differences in the concentration of Fe
(59.99%), Hg (0.70%), Mn (15.22%) and Pb (3.44%), the Stygichthys typhlops of
Cr (1.19%), Fe (219, 80%), Mn (81.47%), Pb (9.13%) and Se (1.9%) and
Ituglanis spn of Fe (53.74%) and Mn (2.56%). Such concentrations are above the
limits established by Brazilian legislation. We identified 25 fatty acids in
Ituglanis passensis, 28 in Trichomycterus itacarambiensis, 25 in Stygichthys
typhlops and 30 in Ituglanis spn (troglophilous specie). Some of these acids had
higher concentration compared to each other in all the species, such as palmitic
acid (C16: 0), stearic acid (C18: 0), oleic acid (C18: 1n9c) and linoleic acid
(C18: 2n6¢). These results showed that the different conditions under which these
animals were subjected may interfere in the lipid composition of each analyzed
specie.
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3 INTRODUCAO

Segundo dados relatados pela Sociedade Brasileira de Espeleologia
(SBE) e o Centro Nacional de Estudo, Prote¢do ¢ Manejo de Cavernas/ Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(CECAV/IBAMA), o Brasil tem grande quantidade de cavernas que ainda ndo
foram exploradas. Tais dados demonstram a potencialidade de cavernas que o
pais possui (a grande maioria ainda nao estudada) e, por consequéncia, a enorme
riqueza de espécies que, provavelmente, ainda ndo foi descoberta.

Apesar dos relativamente poucos estudos acerca da fauna subterranea do
pais (comparados ao potencial de cavernas existentes), o Brasil é considerado o
pais mais rico em espécies cavernicolas da América do Sul, apresentando cerca
de 700 espécies cadastradas, segundo Marchesan et al. (2009). Tal niimero,
entretanto, ¢ infimo, pois, certamente, mais de 5.000 taxons ja foram registrados
em cavernas brasileiras (dados estes retirados de teses e dissertacdes, algumas das
quais, ainda ndo publicadas).

Dentre os intmeros grupos de organismos presentes em cavernas
brasileiras, destacam-se, dentre os vertebrados, diversas espécies de peixes,
muitas das quais altamente especializadas ao modo de vida subterranea, sendo
restritas a estes habitats.

A pesquisa dedicada ao estudo da fragdo lipidica em peixes mostra a
grande relacdo com caracteristicas biologicas, fisiologicas e ecologicas dos
mesmos, além de permitir avaliar a dinadmica desses compostos em diversos
tecidos do peixe e também em diversas fases de seu desenvolvimento
(Macfarlane et al., 1993). Além disso, tais estudos podem avaliar os efeitos da

sazonalidade sobre o metabolismo do animal (Oliveira, 2000).
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Dessa forma, o conhecimento das séries lipidicas em espécies
subterraneas ¢ de extrema importancia, principalmente pelo fato de esses animais
estarem submetidos a um meio completamente adverso. Outro fator também
muito importante ¢ conhecer a capacidade que o animal possui de converter
precursores em acidos graxos, principalmente pelos que desempenham grande
importancia fisiologica para o organismo.

Outro aspecto relevante a ser considerado € a possivel bioacumulacdo de
metais pesados nos peixes, que pode ser evidente, mesmo quando os
contaminantes encontrados estdo em concentragdes quase nao detectaveis.

Considerando a grande importancia, devido a caréncia de informagdes
sobre a composi¢do quimica dos peixes cavernicolas no Brasil e no mundo, além
dos niveis de metais existentes nestes animais, este estudo podera ajudar na
compreensdo da evolucdo dos grupos estritamente cavernicolas, bem como para

que sejam utilizados como subsidios para planos de conservagdo e protecio

dessas espécies e das cavernas as quais se associam.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Descri¢cao das amostras de peixes estudadas

O ltuglanis passensis (Figura 1) é uma espécie de peixe troglobio que foi
coletada na caverna de Passa Trés, localizada na regido de Sdo Domingos, no
estado de Goias.

Esta espécie tem coloragdo que varia de amarela a cinza-clara. Possui
manchas mais escuras espalhadas na cabecga e limitadas a regido dorsal do corpo e
olhos reduzidos. Ocorre em rios com correntes lentas, com aproximadamente 15-
20 c¢cm de profundidade. Tem comportamento bem caracteristico, de viver
escondida no fundo de cascalhos ou de pedras. Além de possuirem

comportamento agonistico.

FIGURA 1 Peixe troglobio: ltuglanis Passensis
(foto cedida pelo professor Rodrigo Lopes).

O Trichomycterus itacarambiensis é uma espécie troglobia e de

distribuigdo restrita a caverna Olhos D’Agua, situada na cidade de Itacarambi, no
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norte de Minas Gerais (Trajano & Pinna, 1996). Esta caverna ¢ sujeita a uma
pronunciada sazonalidade, com grandes pulsos de inundagdo durante o periodo
das cheias (Trajano, 1997). E uma espécie altamente endémica e susceptivel a
flutuagdes ambientais, em fun¢do da especializagdo a relativa estabilidade
caracteristica do meio subterraneo. Cerca de 1/3 da populacdo é constituido de
albinos verdadeiros, podendo os demais apresentar variagdes no grau de
pigmentagdo (Trajano, 1997). Sua densidade populacional é relativamente alta
para os padrdes de peixes subterraneos (0,15 a 0,20 individuos por m?), porém,
com populacdo total muito pequena (1.500 a 2.000 individuos, com 20 mm ou
mais de comprimento padrdo), em virtude da limitada distribuicdo geografica
(Trajano, 1997). Devido a sua distribuicdo restrita, a condi¢des acentuadas de
estresse alimentar sazonal e ao alto grau de endemismo, esta espécie foi incluida
na lista da fauna brasileira ameagada de exting¢do (Trajano, 2009). De acordo com
Trajano (1997), T. itacarambiensis compreende a tUnica espécie de peixe
encontrada nesta caverna.

Dentre os individuos de T. itacarambiensis avaliados, havia peixes com
diferentes graus quanto aos caracteres morfologicos. A amostra era composta por
peixes completamente cegos, com olhos vestigiais € com olhos “normais”. A
pigmentacdo também variou de individuos albinos (Figura 2) e pigmentados

(escuros).
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FIGURA 2 Peixe troglobio: Trichomycterus itacarambiensis - albino
(foto cedida pelo professor Rodrigo Lopes).

O Stygichthys typhlops, conhecido localmente por piaba-branca, é uma
espécie troglobia, altamente especializada, que ocorre em lengois freaticos na
regido de Jaiba, norte de Minas Gerais (Brittan & Bohlke, 1965). Sua distribuicao
¢ restrita a essa area, na drenagem do corrego Escuro, afluente do rio Verde
Grande, na regido do alto Sao Francisco.

O Stygichthys typhlops apresenta aspectos como a perda de ossos
circumorbitais, o que sugere um estdgio muito avancado de adaptagdo ao

ambiente subterraneo (Figura 3).
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FIGURA 3 Peixe troglobio: Stygichthys typhlops
(foto cedida pelo professor Rodrigo Lopes).

A espécie, atualmente, encontra-se seriamente ameagada, devido ao seu
alto endemismo e ao rebaixamento do lencgol fredtico. Sobre a area de ocorréncia
da espécie estd instalado um grande polo de fruticultura irrigada no estado, o qual
traz sérias ameagas para uma espécie ainda pouco estudada, como a crescente
retirada de agua subterranea e o risco de contaminagdo por insumos agricolas.

Em relagdo a espécie troglofila utilizadas neste trabalho, o Ituglanis spn.
(Figura 4) é uma espécie de peixe que foi recentemente descoberta e que ocorre

em corpos d’agua na regido de Pains, no estado de Minas Gerais.

FIGURA 4 Peixe troglofilo: Ituglanis spn.
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A distribuic@o das espécies do género ¢ ampla, ocorrendo na América do
Sul, com registros em pontos ao norte como no Amazonas, Guiana Francesa e
Colombia e ao sul, na bacia do Paraiba do Sul, além dos registros a oeste, no rio
Paraguai (Pinna & Wosiachk, 2003). No Brasil, estas espécies ocorrem em rios de
superficie e em algumas cavernas. Foi registrada a ocorréncia de ltuglanis spn.
nos trechos epigeo e hipdgeo de um pequeno curso d’agua presente na bacia do
rio Sdo Miguel. Tal sistema ¢ atipico, ja que a drenagem aparece em uma
surgéncia presente em uma caverna situada a montante da drenagem, percorre um
trecho de cerca de 150 m no meio epigeo e, novamente, torna-se subterranea ao
penetrar em uma segunda caverna a jusante (conhecida localmente como Loca
D’agua de baixo). O curso d’adgua torna-se inacessivel a cerca de 100 m da
entrada desta segunda caverna. Individuos desta espécie podem se deslocar entre
os dois ambientes, embora no trecho epigeo do riacho a populagdo mostre-se
muito mais numerosa. Para os testes, foram coletados os peixes presentes
somente no segmento hipogeo (Gruta Loca D’agua de baixo, situada a jusante no

sistema).

4.2 Determinac¢ao da umidade

A determinagdo da umidade foi realizada em estufa, em laboratério, do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), segundo
a metodologia da Association Of Official Analytical Chemists - AOAC (2000),
que consiste na perda de agua por desidratacdo, em temperaturas de 100°C a
105°C, por 12 horas.

O teste de umidade é comumente utilizado em trabalhos com peixes de
agua doce, para conversdo de resultados bromatoldgicos. Esses testes sao,
normalmente, expressos em g por matéria seca.

Neste estudo, a determinacdo de umidade foi feita como parte do

procedimento para a realiza¢do da determinacdo de minerais.
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4.2.1 Amostras

Os animais utilizados para a analise de umidade estdo descritos na Tabela

TABELA 1 Espécies utilizadas para a analise de umidade

Espécie Caracteristica Individuos
Trichomycterus
. L Troglobio 2
itacarambiensis
Stygichthys typhlops Troglébio 1
Ituglanis spn. Troglofilo 3

4.3 Analise de metais

Uma vez que o propdsito principal deste trabalho era verificar o grau de
contamina¢@o no animal de forma geral, em consequéncia da poluigdo ambiental
da regido, os resultados experimentais aqui apresentados referem-se ao peixe
inteiro e da matéria seca.

A andlise para pesquisa de metais foi realizada no Laboratorio de
Anadlises de Solo, do Departamento de Solos da UFLA, seguindo o protocolo da

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Embrapa (1997).

4.3.1 Amostras
Foram utilizadas as amostras secas de animais cavernicolas

descritas na Tabela 2.
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TABELA 2 Espécies utilizadas para analise de minerais

Espécie Caracteristica Individuos
Trichomycterus
. o Troglébio 2
itacarambiensis
Stygichthys typhlops Troglébio 1
Ituglanis spn. Troglofilo 3

4.4 Avaliacio do perfil lipidico
No presente estudo, tomaram-se como referéncias metodologias e
estudos em peixes ndo troglobios, por serem metodologias ja utilizadas e

padronizadas.
4.4.1 Amostras

O experimento foi realizado utilizando-se quatro espécies distintas de

peixes, conforme dados da Tabela 3.

TABELA 3 Espécies submetidas a avaliagdo dos ésteres de acidos graxos

Espécie Caracteristica Individuos
Ituglanis passensis Troglobio 2
Trichomycterus
. o Troglobio 2
itacarambiensis
Stygichthys typhlops Troglobio 2
Ituglanis spn. Troglofilo 3

37



A coleta de todas as amostras de peixe utilizadas neste trabalho foi feita
pelo Professor Doutor Rodrigo Lopes Ferreira, do Departamento de Biologia da
UFLA.

As amostras coletadas foram devidamente embaladas e mantidas sob
refrigeracdo até o inicio das avalia¢des, quando, entdo, foram descongeladas até a

temperatura ambiente.

4.4.2 Extracao de lipideos

Neste trabalho, utilizou-se a metodologia de Folch et al. (1957). Numa
breve descri¢do, os peixes foram filetados e pesados, aproximadamente, 0,25 g de
cada um. Adicionaram-se 1,5 mL de cloroférmio, 2,0 mL de metanol e 1,2 mL de
agua destilada. A solugdo resultante foi agitada e, posteriormente, mantida sob
aquecimento, a 40°C, por 15 minutos. Apds esse procedimento, a solugdo foi
centrifugada, a 680 g, por 15 minutos. As fases foram separadas, sendo
descartada a parte metanolica e a cloroférmica acondicionada para evaporagao do

solvente, utilizando nitrogénio gasoso.

4.4.3 Esterificaciao

Apo6s a evaporagdo do residuo, foi realizada a esterificagdo da amostra,
utilizando a metodologia de Hartman & Lago (1973) e que foi adaptada por Rosa
(1999).

Foram adicionados 2 mL de NaOH 0,5 M em metanol, levado a banho
fervente, por 5 minutos e adicionados 2,5 mL de reagente esterificante. O mesmo
foi aquecido em ebuligdo por 5 minutos e, depois, resfriado. Apos resfriado,
adicionaram-se 2,0 mL de solug¢@o de NaCl saturada e 2,5 mL de hexano. Depois
de agitada, a amostra foi levada a centrifugacdo, a 500 g, por 10 minutos. As
fases foram separadas sendo a parte inferior descartada e a superior

acondicionada para evaporagdo do solvente, utilizando nitrogénio gasoso. As
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amostras foram acondicionadas sob refrigeracdo (-20°C) até a realizagdo das

analises.

4.4.4 Caracterizacio dos ésteres de acidos graxos

A composi¢do dos acidos graxos foi determinada na Central de Andlise e
Prospeccdo Quimica (CAPQ) do Departamento de Quimica (DQI), na
Universidade Federal de Lavras (UFLA), por cromatografia gasosa, sendo
utilizado o cromatografo GC-2010 (Shimadzu), equipado com detector de
ionizagdo de chama e coluna capilar de silica fundida com 100 m de comprimento
e 0,25 mm de didmetro interno, contendo polietilenoglicol como fase estacionaria
liquida. O padrao utilizado foi uma mistura de 37 ésteres metilicos considerados
mais importantes para o metabolismo de peixe (Supelco™ 37 Component FAME
Mix).

Foram utilizados os seguintes pardmetros operacionais: modo de injecao
“split”, com razdo de divisdo de 1:100; volume injetado de 1 pL; 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.

Para a realizacdo da cromatografia gasosa, foi necessario redissolver as
amostras em 0,50 mL de n-hexano.

A identificacdo dos picos foi realizada por método comparativo, com os

tempos de retengao do padrdo de ésteres de acidos graxos.

4.5 Analise estatistica - PCA
A variagdo dos 4cidos graxos, componentes da fracdo lipidica, foi
determinada por meio de uma analise de agrupamento do tipo analise de

componentes principais (PCA).
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A PCA foi realizada a partir de uma matriz de dados constituida pelos
teores dos acidos graxos para cada amostra. Antes da analise, os dados foram
autoescalonados ¢ a mesma foi realizada no programa The Matlab Mathworks
(2007).

Esta técnica de analise multivariada estabelece correlagdes lineares de
cada uma das matrizes de dados para maximizar a correlagdo de Pearson entre

elas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicao quimica — umidade, metais e acidos graxos

De acordo com os resultados da analise de variancia, € possivel observar
uma diferenca significativa sobre o teste de umidade (P<0,05). As espécies
Stygichthys typhlops apresentaram valor proximo do resultado da espécie
Ituglanis spn., conforme descrito na Tabela 4. Essa diferenca pode ser explicada
por se tratarem de peixes de espécies diferentes, resultado este esperado quando
se comparam espécies diferentes de peixe de dgua doce e marinho.

O resultado deste teste ¢ apenas informativo e podera ser utilizado para
fins de comparag¢ao com animais da mesma espécie, em outras determinagdes que

poderdo ser realizadas futuramente.

TABELA 4 Resultado da analise de umidade

Espécie % umidade*
Trichomycterus itacarambiensis (n=4) 31,59+1,60°
Stygichthys typhlops ( n=1) 42,76
Ituglanis spn. (n=2) 39,89+1,81°

* Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey, a 5% de significancia.

Os metais pesados e outros contaminantes quimicos, geralmente, podem
ser encontrados em varios 6rgios e tecidos do corpo do animal. Porém, alguns
metais se acumulam em maior quantidade por um determinado 6rgéo especifico,

dependendo da caracteristica do animal (Virga, 2006).
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Uma vez que o proposito deste trabalho foi verificar o grau de
contamina¢do no animal como uma consequéncia da poluicdo ambiental da
regido, os resultados experimentais apresentados referem-se ao peixe inteiro.

Os valores de arsénio, cddmio, cromo, cobre, ferro, mercirio, manganés,
niquel, chumbo, selénio e zinco estdo apresentados na Tabela 5 e, em destaque, os
que se apresentaram acima do limite estabelecido pelo Ministério da Saude

(Brasil, 1998).

TABELA 5 Resultado da analise de metais

. Limite Trichomycterus Stygichthys .
AIGIEL (ppm)* itacaramybiensis t{/%hlopsy Ll o
As 1,00 0,16 0,08 0,08
Cd 1,00 0,17 0,07 0,03
Cr 1,00 0,42 1,19 0,46
Cu 30,00 10,14 12,87 1,64
Mn 0,50 15,22 81,47 2,56
Fe 15,00 59,99 219,80 53,74
Hg 0,50 0,70 0,38 0,30
Ni 5,00 4,71 0,48 0,09
Pb 2,00 3,44 9,13 1,48
Se 0,30 0,26 1,9 0,21
Zn 50,00 0 0 0,02

*Limites estabelecidos pelo Ministério da Satde, Portaria 685-980/98.

Para arsénio, cadmio, cobre, niquel e zinco, todas as espécies analisadas
apresentaram valores abaixo do limite estabelecido pela legisla¢do brasileira.
Para o manganés, as trés espécies apresentaram valores acima do limite

permitido. Esse tipo de contaminacdo pode ter sido causado por residuos e
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esgotos domésticos que, segundo Forstiner & Wittmann (1981), sdo considerados
como as principais fontes causadoras de polui¢do aquatica por esses metais.

Em relagdo aos valores de Fe, Pb ¢ Se, o ferro foi encontrado nas trés
espécies, o chumbo apenas na Trichomycterus itacarambiensis e na Stygichthys
typhlops ¢ o selénio somente para esta Gltima, acima do limite permitido pela
legislag@o. A principal contaminagdo por estes elementos pode ser proveniente de
fundi¢des de metais, segundo Forstiner & Wittmann (1981). Por isso, este tipo de
contamina¢@o pode ter sido causado por algum material que, provavelmente,
estava em contato direto com a agua em que foram capturados os individuos
dessas espécies.

A alta absor¢do de Cr pelo organismo do animal pode ocasionar danos ao
estdbmago, aos rins e ao figado (Agency for Toxic Substances and Disease
Registry - ATSDR, 2005). Como o resultado obtido para o Cr na espécie
Stygichthys typhlops foi acima do limite, ¢ provavel que seja contaminagéo.
Porém, pela proximidade do limite permitido ¢ a impossibilidade de repeticdao do
teste, € necessario cuidado ao considerar o resultado.

O valor acima do limite do metal Hg, na espécie Trichomycterus
itacarambiensis, poderia ser explicado pela transformag¢do por bactérias do
mercurio inorganico a metilmercurio que ¢é, segundo Salgado (1996), o processo
responsavel pelos elevados niveis do metal no ambiente. Como o mercurio e seus
compostos podem ser encontrados em varias fontes citadas por Salgado (1996),
as principais delas, considerando as caracteristicas da regido onde foram
capturados os peixes desta espécie, seriam equipamentos elétricos e eletronicos
(baterias, retificadores, relés, interruptores, etc.), aparelhos de controle
(termdmetros, bardmetros, esfingnomandmtros), tintas (pigmentos), fungicidas
(preservacdao de madeira, papel, plasticos, etc.), lampadas de mercurio e 6leos
lubrificantes, dentre outros. Com isso, uma possivel contamina¢do pode estar

ocorrendo por decorréncia de algumas dessas fontes.
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5.2 Composicao de acidos graxos da fracao lipidica

A composicao de acidos graxos identificados nas espécies analisadas
mostrou-se variavel (Tabela 6). De forma similar, os resultados das relagdes dos
acidos graxos saturados, insaturados, monoinsaturados, ® 3, ® 6 ¢ ® 9, também
foram distintos entre as diferentes espécies (Tabela 7).

Os resultados da andlise de varidncia mostram efeito significativo
(P<0,05) dos tratamentos sobre o perfil de alguns acidos graxos (C14:0; C14:1;
Cl16:1; C18:0; C18:1 @9; C18:2 wb6; C20:1; C18:3 w3; C23:0 e C22:6 w3)
(Tabela 6).

44



TABELA 6 Composi¢do dos acidos graxos da fra¢do de lipideos totais

Acido Ituglanis Trichomycterus  Stygichthys Ituglanis
raxo® passensis itacarambiensis typhlops spn.
g Q) % Q) % Q2) % (3) %
C12:0 0,63+0,27* 0,1840,26* 0,02+0,03*  0,46+0,12°
C13:0 0,02+0,03 0,45+0,14° 0,03+0,04*  0,2140,16™
C14:0 1,5240,05® 2,68+0,67° 0,95+0,02°  1,83+0,26*
C14:1 0,03+0,04 " 0,1140,01* 0,00°¢ 0,08+0,01
C15:0 1,09+0,06° 1,2340,15° 0,9240,05*  0,88+0,30"
C16:0 23,11+1,22*  26,79+2,32° 26,28+0,97"  25,08+1,45
C16:1 12,79+4,65*  4,03+0,68 ™ 8,19+0,03*  2,99+1,91"
C17:0 1,68+0,30° 1,87+0,50° 1,58+0,10*  1,43+0,10°
C17:1 0,60+0,85* 0,00° 0,00° 0,19+0,34°
C18:0 8,42+0,62" 8,38+1,76" 12,60+0,41*  8,74+0,43"
C18:109t 0,00° 0,35+0,11° 0,00° 0,40+0,15°
C18:109¢ 21,30+2,18°  37,07+0,04*  35,89+4,66™ 37,54+5,30°
C18:2 w6c 11,15+2,55° 6,72+0,83° 6,32+1,00°  7,58+4,16™
C20:0 0,38+0,09° 0,20+0,01 0,49+0,20*  0,37+0,07°
C18:306  0,53+0,09° 0,34+0,03 0,34+0,18*  1,03+1,01°
C20:1 1,3240,20® 1,61+0,28* 0,64+0,01°  1,87+0,49°
C18:303  1,44+0,27° 0,80+0,06 " 0,92+0,28*  297+2,42°
...continua...
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“TABELA 6, Cont.”

] C21:0
9 C20:2
0 C22:0
| C20:306
) C22:1m9
3 C20:3m3
4 C20:406
5 C23:0
6 C22:2
7 C24:0
] C20:5m3
9 C24:1
0 C22:603

0,07+0,10*
0,61+0,02°
0,00*
0,00°
0,00*
1,52+0,39°
7,15+1,81°
0,00*
0,23+0,11*
0,08+0,12°
0,92+0,24°
0,17+0,01*

2,83+1,24°

0,25+0,14°
0,55+0,07°
0,16+0,01°
0,89+0,02°
0,1140,04°
0,07+0,02°
2,37+0,81°
0,06+0,00°
0,17+0,05°
0,1340,08°
0,5140,17°
0,00°

0,18+0,07®

0,3240,03°
0,40+0,15°
0,24+0,08°
0,43+0,61°
0,00°
0,00°
2,40+0,66"
0,26+0,37°
0,06+0,09°
0,04+0,06°
0,22+0,04°
0,00°

0,45+0,20°

0,124+0,10°
0,86+0,14°
0,25+0,02°
1,00+0,19°
0,240,11°
0,26+0,07°
2,00+0,10°
0,06+0,05°
0,36+0,09°
0,11+0,04°
0,80+0,21°
0,1140,11°

1,20+0,16®

*QOs acidos graxos estdo apresentados em ordem de eluigdo na coluna cromatografica,
sendo destacados os quantitativamente mais importantes. E médias seguidas de mesma
letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de

significancia.
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TABELA 7 Relagdes sobre a composic¢ao dos acidos graxos

Acido Ituglanis Trichomycterus ~ Stygichthys )
Graxo* passensis  itacarambiensis typhlops Ituglanis spn.
AGS 44,53+1,40°  43,48+026°  4587+2,51*°  41,48+1,89"
AGMI  36,22+43,23*  44,59+0,82°  44,71+1,63*  43,19+1,28"
AGPI 19,23+1,86*  11,80+1,15® 9,42+2,11° 16,12+2,18°
AGPI/AGS  0,43+0,10° 0,27+0,03 0,21+0,03 0,39+0,14*
03 6,71+0,82° 3,08+0,31% 1,59+0,45° 5,98+1,22°
6 11,68+2,64* 7,11+0,80° 6,93+0,82° 8,67+3,18°
©9 21,30+2,18"  37,54+0,03*  35,89+2,66"  38,18+1,24"
03/06  0,57+0,05° 0,43+0,00 0,23+0,04° 0,69+0,17*

* Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste
de Tukey, a 5% de significancia.

Foram identificados, por meio do padrdo (Figura 17 — ANEXO), 25
acidos graxos da espécie ltuglanis passensis (Figura 18 — ANEXO), 28 da
Trichomycterus itacarambiensis (Figura 19 — ANEXO), 25 da Stygichthys
typhlops (Figura 20 — ANEXO) e 30 da espécie ltuglanis spn. (Figura 21 —
ANEXO).

Alguns éacidos graxos tiveram maior destaque, como o palmitico (C16:0)
que, para a espécie Trichomycterus itacarambiensis, foi de 26,79%; o estearico
(C18:0) que, para o Stygichthys typhlops, foi de 12,60%; o oleico (C18:1n9¢) que
para o ltuglanis spn. foi de 29,07% e o acido linoleico (C18:2n6¢c) e o
palmitoleico que, para o ltuglanis passensis, foi de 11,15% e 12,79%,
respectivamente.

Até o momento ndo existem estudos dessa natureza com as espécies

Ituglanis passensis, Trichomycterus itacarambiensis, Stygichthys typhlops e
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Ituglanis sp., fato que dificulta o entendimento dos resultados, por ndo existir
dados que possam ser utilizados para comparacao. Portanto, tomou-se como base
estudos de alguns acidos graxos de algumas espécies de agua doce, de forma
geral.

Considerando os 4cidos graxos C16 e C18, além do C20 e do C22
identificados nas quatro espécies de peixe cavernicolas analisadas, os resultados
foram compativeis com o esperado para a maioria das espécies de dgua doce, ou
seja, maiores teores de acidos graxos C16 e C18 e menores propor¢des de C20 e
C22 (Inhamuns, 2000).

O éacido graxo C18:2 w6 foi encontrado em maior quantidade nas
espécies ltuglanis passensis e Ituglanis spn. (11,15% e 7,58%, respectivamente).
Essa relagdo de que o aumento do C18:2 w6 ¢é proporcional & quantidade de
alimento ingerida pelo peixes estd de acordo com Maia (1992), assim como com
Aiura (2003), que trabalhou variando a quantidade de ragdo, utilizando peixes de
agua doce (ndo cavernicolas) e encontrou valores superiores para os individuos
que receberam maior quantidade de alimento. A quantidade mais elevada de
acido graxo pode ser explicada pela grande quantidade de matéria organica
observada nos locais de coleta dessas duas espécies, o que nao foi observado para
as espécies Trichomycterus itacarambiensis e Stygichthys typhlops, o que
justifica o fato de os valores encontrados terem sido menores.

A maior concentragdo de C18:3 3 encontrada nas espécies ltuglanis
passensis e ltuglanis spn. (1,44% e 2,97%, respectivamente) esta relacionada a
grande quantidade de matéria organica disponivel. Foi observada a presenca de
guano, algas e macréfitas nos locais a que o Stygichthys typhlops estava
submetido, porém, a quantidade desse material, que pode estar servindo de
alimento, era muito menor, quando comparado as duas outras espécies descritas
anteriormente. E, para o Trichomycterus itacarambiensis, a quantidade de

material orgénico disponivel era a menor quando comparada com a das trés
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espécies estudadas. Portanto, mais uma vez se confirma o reflexo da quantidade
do alimento disponivel no perfil de 4cidos graxos dos animais em estudo.

Considerando as espécies ltuglanis passensis, Trichomycterus
itacarambiensis ¢ ltuglanis spn., foi encontrada maior quantidade de C22:6 ®3
(DHA), comparada a quantidade de C20:5 o3 (EPA). Esta relacdo ¢ observada
na maioria dos peixes de agua doce, provavelmente por apresentarem maior
atividade de uma enzima especifica dessaturase que produz DHA a partir de EPA
(Ahlgren et al., 1994). O contrario foi observado em Stygichthys typhlops que ¢
uma das espécies troglobias mais pré-adaptadas e modificadas morfologicamente.

Dentre os acidos graxos insaturados de cadeia longa, a maior quantidade
foi observada para o C22:6 ®3, na espécie Ituglanis passensis. Este percentual é,
em grande parte, atribuido a grande quantidade de matéria organica disponivel
para esses individuos.

O 4cido linoleico (18:2 ®6) ¢ um acido graxo essencial e precursor do
acido araquidénico (20:4 ®6) que, por meio de reagdes de elongagdo e
dessaturagdo, da origem a AGPI w6 de cadeia mais longa (Gibson, 1983). O
acido araquiddnico (C20:4 w6) ¢ de grande importancia fisiologica e nutricional
para os peixes. Porém, as espécies Trichomycterus itacarambiensis, Stygichthys
typhlops e Ituglanis spn. apresentaram 2,37%, 2,40% e 2,00%, respectivamente,
que, segundo Oliveira (2000), sdo valores considerados muito baixos para peixes
de agua doce, ao contrario da espécie ltuglanis passensis, que apresentou valor de
7,15%.

Os totais de AGS nas espécies ltuglanis passensis, Trichomycterus
itacarambiensis, Stygichthys typhlops e ltuglanis spn. foram de 44,53%, 43,48%,
45,87% e 41,48%, respectivamente. Os totais de AGMI foram de 36,22%,
44,59%, 44,71% e 43,19%, respectivamente e os totais de AGPI foram de
19,23%, 11,80%, 9,42% e 16,12%, respectivamente.
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A predominancia do 4cido palmitico, dentre os AGSs; do acido oleico,
dentre os AGMIs e do acido araquiddnico, dentre os AGPIs, nas espécies
estudadas, corrobora também o verificado para a grande maioria dos peixes de
agua doce (Ackman, 1967; Wang et al., 1990).

Segundo relatos de diversos autores, considerando peixes de agua doce
(Wang et al., 1990; Ahlgren et al., 1994), quando a propor¢ao é mais elevada de
AGS, dos quais 0 C16:0 apresenta maior percentagem, seguida pelos AGMI, em
que o 18:1 ®9 for o mais abundante, menor teor de AGPI, com predominio de
18:3 ®3, menor sera o teor de AG da séric ®3 e menor relagdio ®w3/w6. Estes
resultados para as espécies ltuglanis passensis e, principalmente, para o
Stygichthys typhlops, comprova o relato desses autores, porém, os resultados das
espécies Trichomycterus itacarambiensis e ltuglanis spn sdo apresentados de
maneira diferente.

A espécie que apresentou maior razdo m3/w6 foi a Ituglanis spn., quando
comparada as demais espécies.

A PCA permitiu evidenciar melhor a composi¢do dos &cidos
graxos de cada espécie estudada. O grafico de escores (Figura 12) indicou que
houve distingdo entre as espécies ltuglanis passensis, Trichomycterus
itacarambiensis, Stygichthys typhlops e Ituglanis spn., em fun¢do da composi¢io
dos acidos graxos.

O grafico de loadings mostra a influéncia dos acidos graxos na separagdo
das amostras. Tal estudo indicou que a espécie ltuglanis passensis se diferenciou
por apresentar maior teor dos acidos graxos C12:0 (1), Cl6:1 (7), C17:1 (9),
C18:2 w6 (13), C20:4 w6 (24), C20:5 @3 (28) e o C22:6 ®w3 (30). Para o
Trichomycterus itacarambiensis, os acidos graxos C13:0 (2), C14:0 (3), C14:1
(4), C15:1 (5), C16:0 (6) e C17:0 (8) foram os principais responsaveis pela
diferenciacdo da espécie. A espécie Stygichthys typhlops se caracterizou por
apresentar um maior teor dos acidos graxos C18:0 (10), C20:0 (14), C21:0 (18) e
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0 C23:0 (25). A espécie Ituglanis spn. se diferenciou, principalmente, das demais
por apresentar maior teor dos acidos graxos C20:1 (16), C20:2 (19) e C22:2 (26).
Isso mostra quais os acidos graxos que estdo sendo responsaveis pelas diferengas
existentes entre as quatro espécies utilizadas neste estudo.

Os escores derivados da PCA, considerando-se os exemplares analisados,
sdo apresentados na Figura 5, cuja numeragdo representa o acido graxo descrito

na Tabela 6.
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FIGURA 5 Escores derivados da analise de componentes principais para as
espécies. Relagdo envolvendo os exemplares analisados (A) e os
teores de acidos graxos (B).
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Para o Stygichthys typhlops, a influéncia do C18:0, conforme a Figura 12,
foi a maior responsavel pela diferenca encontrada para esta espécie quando
comparada as demais. Em relagdo aos resultados obtidos para a espécie Ituglanis
spn., quando comparada com a espécie do mesmo género ltuglanis passensis,
podem-se observar relagdes proximas entre eles e diferencas que podem ser
explicadas quanto ao fato de os mesmos serem de espécie diferente, além de
serem troglofilo e troglobio, respectivamente, uma vez que ambos foram
coletados de lugares diferentes, porém, com alta disponibilidade de alimento.

Todas as diferencas apresentadas pelos resultados do perfil de acidos
graxos, para as espécies troglobia e troglofila utilizadas na realizacdo deste
trabalho, podem ser explicadas, devendo ser levada em consideragdo a
diversidade do seu respectivo habitat e sua consequente alimentagdo diferenciada.
No caso do ltuglanis passensis, essas diferengas podem ser relacionadas ao fato
de os individuos dessa espécie terem sido capturados de sumidouros, onde a
disponibilidade de alimento (matéria organica) era abundante. Tal fato faz com
que a composi¢do de acido graxo para esta espécie seja qualitativamente melhor
em relagdo a alguns diferentes tipos de acidos graxos e em compara¢do com as
demais espécies. Para a espécie Trichomycterus itacarambiensis, ocorre que a
disponibilidade de alimento era muito menor e o teor de alguns acidos graxos era
maior em relacdo as outras espécies. Este resultado pode ter sido influenciado
pela grande capacidade que os animais cavernicolas tém de armazenar gordura
para, posteriormente, serem utilizados conforme a necessidade do organismo,

comprovando a sua caracteristica de ser um animal trogldbio.
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6 CONCLUSOES

Nas condi¢des em que foi realizado o experimento, todas as espécies
utilizadas para a avaliacdo do teor de metais apresentaram teores superiores. de
alguns metais, ao limite maximo permitido pela legislagdo brasileira. O
Trichomycterus itacarambiensis apresentou teores superiores de ferro, mercurio,
manganés e chumbo; o Stygichthys typhlops, teores de cromo, ferro, manganés,
chumbo e selénio ¢ o ltuglanis spn., de ferro ¢ manganés. Esses resultados podem
sugerir contaminag¢ao nas regides onde os peixes foram coletados.

Em relagdo a composicao de acidos graxos da fracao lipidica, ¢ possivel
dizer que as diferentes condi¢des a que as quatro espécies estavam submetidas
interferiram na composi¢do lipidica desses peixes. A espécie Trichomycterus
itacarambiensis spn., que tinham menos alimento disponivel, apresentou grande
deposi¢do lipidica, destacando alguns acidos, como C16:0 ¢ o C18:1 @9c. O
perfil lipidico das espécies ltuglanis passensis e ltuglanis spn. provenientes de
ambientes com maior disponibilidade de alimento apresentou melhor relago
®3/w6, com altos niveis de acido docosaexaenoico (DHA). Da mesma forma, o
Stygichthys typhlops apresentou maior teor de AGS e menor de AGPI, refletindo
a influéncia do tipo de alimentacao.

Considerando a fragilidade dessas populagdes, a possibilidade de extingdo
de algumas espécies e, consequentemente, a impossibilidade da coleta de muitos
individuos, foi utilizado o maior nimero de animais por espécie possivel, sendo
avaliado o maior nimero de variaveis.

Contudo, todos os resultados obtidos sao de grande importancia, servindo

como base inicial para a realizagdo de trabalhos futuros.
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CAPITULO 3

AVALIACAO COMPARATIVA DO PERFIL LIPIDICO ENTRE A
ESPECIE TROGLOBIA Ancistrus cryptophtalmus E A NAO
TROGLOBIA Ancistrus sp.

(O capitulo 3 sera transcrito em forma de artigo e posteriormente submetido ao

Journal of Cave and Karst Studies)

1 RESUMO

Diversos estudos vém sendo realizados para avaliar o perfil lipidico de
peixes comuns de dgua doce e marinha. Porém, no Brasil, ainda ndo existiam
relatos de estudos realizados com peixes cavernicolas, em especial, os trogldbios.
O trabalho foi realizado utilizando quatro exemplares de cada uma das espécies:
Ancistrus cryptophtalmus (trogldbia) e Ancistrus sp. (ndo troglobia), coletadas na
Lapa do Angélica (porgdes epigeas e hipogeas do rio Angélica), localizada no
municipio de S3do Domingos, GO. As andlises foram realizadas nos
Departamentos de Quimica, Zootecnia e Solos, da Universidade Federal de
Lavras. Para as analises de proteina, umidade e extrato etéreo, foram encontrados,
respectivamente, valores de 52%, 46% e 18%, para a espécie troglobia Ancistrus
cryptophtalmus. Ja para a espécie ndo troglobia Ancistrus sp., os valores foram
46%, 36% e 14%, respectivamente. Em relacdo aos nutrientes analisados (N, P,
K, Ca, Mg, S, Cu, Zn e Fe), os valores dos teores médios encontrados foram
idénticos, tendo apenas o cobre apresentado diferenga, com valores de 128,1 ppm
para Ancistrus cryptophtalmus e 34,8 ppm para Ancistrus sp. Na fragéo lipidica,
as espécies Ancistrus cryptophtalmus e Ancistrus sp apresentaram maiores
diferencas quanto ao teor de C16:1 (10,53% e 6,54%, respectivamente), C18:1 @9
(17,86% e 12,54%, respectivamente), C18:2 w6 (8,13% e 10,20%,
respectivamente), C18:3 3 (1,17% e 4,84%, respectivamente) e C22:6 ®3
(4,38% e 8,01%, respectivamente). O total de acidos graxos saturados (AGS),
monoinsaturados (AGMI) e poli-insaturados (AGPI) e as razdes AGPI/AGS e
®3/w6, para as espécies Ancistrus sp. e Ancistrus cryptophtalmus foram,
respectivamente, 50,43% e 52,28%, 20,00% e 29,87%, 29,57% ¢ 17,88%, 0,59%
e 0,34 ¢ 1,48 ¢ 0,52. A variagao verificada na composi¢ao de acidos graxos nos
individuos analisados pode ser um indicativo da diferenga nas condigdes de
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habitat dos peixes, que refletem na oferta de alimento ou, mesmo, indicativo de
alteracdes no proprio metabolismo do peixe.
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2 ABSTRACT

Several studies have been conducted to evaluate the lipid profile of
common fishes from fresh and marine water. In Brazil, there were no reports of
studies with cave fish, specially the troglobite. The work was performed using 4
copies of each species: Ancistrus cryptophtalmus (troglobite) and Ancistrus sp
(epigeal), collected in the Lapa do Angélica (epigeal and hypogeal parts of the
river Angélica), located in Sdo Domingos, Goias. The tests were performed in the
Departments of Chemistry, Animal Husbandry and Soil, of Federal University of
Lavras. The values determined for protein, moisture and ether extract analysis
were, respectively, 52%, 46% and 18% for the troglobite specie Ancistrus
cryptophtalmus. Therefore, for the not troglobite specie Ancistrus sp, values were
46%, 36% and 14% respectively. For nutrient analysis (N, P, K, Ca, Mg, S, Cu,
Zn and Fe), the average levels were identical, except copper, with values of
128.1ppm for Ancistrus cryptophtalmus and 34.8ppm for Ancistrus sp. In the
lipid fraction, Ancistrus cryptophtalmus and Ancistrus sp species showed greater
differences in the content of C16: 1 (10.53 and 6.54%, respectively), C18: 1 ®9
(17.86 and 12.54%, respectively), C18: 2 @6 (8.13 and 10.20%, respectively),
C18: 3 o3 (1.17 and 4.84%, respectively) and C22: 6 ®3 (4.38 and 8.01%,
respectively). The total of saturated fatty acids (SFA), monounsaturated (MUFA)
and polyunsaturated (PUFA) and the ratios PUFA / SFA and ®3/w6 for the
Ancistrus cryptophtalmus and Ancistrus sp species were respectively 50.43 and
52.28%, 20.00 and 29.87%, 29.57 and 17.88%, 0.59 and 0.34 and 1.48 and
0.52. The variation in fatty acid composition in the subjects studied may be
indicative of the difference in the conditions of fish habitat, which reflect in the
supply of food, or even indicative of changes in the metabolism of fish.
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3 INTRODUCAO

A composi¢do quimica de peixes, em particular da fragdo lipidica, vem
sendo estudada ha muitos anos, principalmente por permitir a correlacdo com
suas caracteristicas bioldgicas, fisiologicas e ecologicas (Macfarlane et al., 1993).
Porém, esses estudos vém sendo realizados apenas em peixes comuns de agua
doce ou marinha.

No Brasil, ainda ndo havia sido relatado nenhum estudo nessa area
utilizando de peixes cavernicolas. Diferentes espécies de peixes troglobios ja vém
sendo biologicamente estudadas, mas caracteristicas quimicas ainda ndo haviam
sido exploradas.

Os acidos graxos exercem diversas fungdes nos organismos, dentre as
quais se destacam o depdsito de energia e a conformacdo das membranas
celulares (Devlin, 2007).

Os peixes, de forma geral, ttm uma sériec de enzimas capazes de
modificar o perfil dos acidos graxos, assim como dos produtos da sua biossintese,
por isso, segundo Ribeiro (2007) o tipo e a quantidade de alimento disponivel
podem ser responsaveis pelas diferengas observadas para peixes marinhos e de
agua doce. Muitas espécies podem transformar um determinado acido graxo em
seu correspondente de cadeia mais longa, como o que ocorre com o acido alfa
linolénico (C18:3 ®-3), que pode ser convertido em EPA (C20:5 ®-3) e este
originar o DHA (C22:6 »-3) (Martino, 2003).

Isso porque, a partir dos acidos graxos saturados, formam-se os
monoinsaturados, no figado, por meio da reagdo catalisada por dessaturases
microssomais. Dos monoinsaturados originam-se os poli-insaturados, por agdo de
dessaturases especificas para a posi¢ao da dupla ligacao na cadeia (Belda &

Pourchet-Campos, 1991).
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Essa capacidade de alongar e dessaturar acidos graxos, gerando
compostos fisiologicamente importantes para o desenvolvimento, depende de
uma série de fatores, entre eles o sistema enzimatico de cada peixe (Ribeiro,
2007).

O presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a influéncia do
meio a que os individuos da espécie Ancistrus Cryptophtalmus sao submetidos,
por meio de determinagdo da composi¢do quimica do animal. Foram utilizados,
para comparagdo, individuos da espécie Ancistrus sp., por se tratarem de peixes
do mesmo género e que habitam a mesma regido.

Considerando a caréncia de informagdes sobre a composi¢do quimica dos
peixes cavernicolas no Brasil e no mundo, além dos niveis de metais existentes
nesses animais, este estudo poderd ajudar na compreensdo da evolugdo dos
grupos estritamente cavernicolas, bem como para que sejam utilizados como
subsidios para planos de conservagdo e protecdo dessas espécies e das cavernas as

quais se associam.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Descri¢cao das amostras de peixes estudadas

Os peixes utilizados para a realizagdo deste trabalho foram coletados pelo
Professor Doutor Rodrigo Lopes do Departamento de Biologia da UFLA.

O Ancistrus cryptophtalmus é uma espécie troglobia e que foi coletada na
caverna da Lapa do Angélica, localizada no municipio de Sdo Domingos, no
estado de Goias. A Lapa do Angélica encontra-se inserida no Parque Estadual de
Terra Ronca e ¢ considerada uma das maiores cavernas da regido, sendo de
grande importancia espeleoldgica.

Ancistrus cryptophtalmus apresenta caracteristicas troglomorficas, como
variagdo no tamanho dos olhos, tendendo a uma redug@o de tamanho (Figura 1) e
reducdo marcante da pigmentagdo melanica. Tais caracteristicas sdo bastante

difundidas entre espécies de peixes troglobias.

FIGURA 1 Peixe troglobio: Ancistrus Cryptophtalmus
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O Ancistrus sp. constitui uma espécie de peixe nao troglobia (Figura 2),
descoberta recentemente. A espécie foi coletada no rio, localizado na parte epigea

da caverna Anggélica, situada no municipio de Sdo Domingos, GO.

FIGURA 2 Ancistrus sp.

Ambas as espécies de AnNcistrus possuem certas semelhancas e
diferencas, que podem ser observadas nas Figuras 1 ¢ 2. Esse tipo de comparagao
permite observar algumas caracteristicas morfologicas que demonstram
claramente o grau de troglomorfismo da espécie troglobia, como a reducdo da

pigmentacdo e das estruturas oculares.

4.2 Amostras

O presente estudo utilizou como referéncias as metodologias
apresentadas em estudos realizados em peixes ndo troglobios, por serem
metodologias ja utilizadas e padronizadas.

Os experimentos foram realizados utilizando-se duas espécies distintas

de peixes, conforme consta na Tabela 1.
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TABELA 1 Espécies utilizadas em todas as avalia¢des

Quantidade de
Espécie Caracteristica individuos
Ancistrus cryptophtalmus Troglobio 4
(2 machos e 2 fémeas)
Ancistrus sp. Nio troglobio 3

(1 macho e 2 fémeas)

A coleta de todas as amostras de peixe utilizadas neste trabalho foi
realizada pelo professor Dr. Rodrigo Lopes Ferreira e sua equipe, do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Essas
amostras foram devidamente embaladas e mantidas sob refrigeragdo (-20°C) até o
inicio das andlises, quando, entdo, foram descongeladas até a temperatura
ambiente.

Na realizacdo dos testes de extrato etéreo, as amostras foram liofilizadas

e mantidas sob refrigeragdo (-20°C), até o inicio das analises.

4.3 Determinac¢ao da umidade

A andlise para a determinagdo de umidade foi realizada em estufa, em
laboratério, no Departamento de Zootecnia da UFLA, segundo a metodologia da
AOAC (2000), que consiste na perda de agua por desidratacdo, em temperaturas

de 100°C a 105°C, por 12 horas.

4.4 Analises de extrato etéreo
O teste de extrato etéreo, também conhecido como gordura bruta, € assim
denominado por representar ndo somente o teor de acidos graxos, mas também o

teor de varios outros compostos, como esterdis, fosfatideos, carotenoides,
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vitaminas A e D, oleos essenciais, pigmentos e outros. A metodologia foi

realizada segundo a AOAC (1998).

4.4.1 Procedimento de analise

Cerca de 0,5 g (g) do material liofilizado foram colocados em um pacote,
confeccionado manualmente, de papel de filtro seco (G) (Figura 3), a fim de
evitar perdas da amostra e, posteriormente, levadas a estufa, a 105°C, por uma
noite. Depois de seco, o pacote com a amostra foi colocado dentro do 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. O éter
foi destilado e recuperado em outro recipiente, a amostra foi deixada novamente
em estufa para a volatilizacdo de todo o éter e, depois de totalmente fria, foi

pesada (T).

Q —> @I: — —>

FIGURA 3 Exemplo da confec¢do do pacote utilizado na analise

4.4.2 Calculo do extrato etéreo
Os calculos foram efetuados para se obter a percentagem de extrato

etéreo na matéria seca, utilizando a férmula descrita a seguir:
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% extrato etéreo na MS = (G-=T)x 100
(8

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 extracdo da gordura e g ¢ a massa da amostra seca (liofilizada).

4.5 Analise de minerais

A analise para pesquisa do teor de minerais (Ca, Cu, Fe, K, Mg, N, P, S e
Zn) foi realizada no Laboratorio de Andlise Foliar, no Departamento de Quimica
da UFLA.

Para a determinagdo dos teores dos elementos, a abertura da amostra
liofilizada foi feita por digestdo nitropercldrica. Os teores de Ca, Cu, Fe, Mg e Zn
foram determinados por absor¢do atdmica em um aparelho Espectra A 110
(Varian INE). O teor de K foi determinado por fotometria de emissdo de chama
em um aparelho Micronal B262.

Para os demais elementos, foram utilizados os métodos colorimétricos:
colorimetria do metavanadato fosforo total (P) e turbdimetria do sulfato de bario
(S). Os teores dos elementos foram determinados por um espectrofotdmetro de
UV/visivel Lambda 25, Perkin Elmer.

A determinagdo de N total foi feita pelo método Kjeldahl.

Para todas as analises foram utilizados procedimentos descritos

por Malavolta et al. (1989).

4.6 Analise de proteina
A analise para pesquisa do teor de proteina foi realizada no Laboratorio
de Analise Foliar, no Departamento de Quimica da UFLA, como descrito por

Malavolta et al. (1989).
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O resultado de proteina na amostra foi calculado com base no resultado
do teor de nitrogénio, determinado pelo método de Kjeldahl, que foi
multiplicando pelo fator 6,25.

Para utilizacdo desse fator de corre¢do, considerou-se, de forma geral,

ue as proteinas tém, em média, 16% de nitrogénio.
9 9

4.7 Extracao de lipideos

Neste trabalho, utilizou-se a metodologia de Folch & Lees (1957).

Os peixes foram filetados e pesados, aproximadamente, 0,25 g de cada
um. Adicionaram-se 1,5 mL de cloroférmio, 2,0 mL de metanol e 1,2 mL de dgua
destilada. A solu¢do resultante foi agitada e, posteriormente, mantida sob
aquecimento, a 40°C, por 15 minutos. Apds esse procedimento, a solugdo foi
centrifugada, a 680 g, por 15 minutos. As fases foram separadas, a parte
metandlica foi descartada e a cloroféormica acondicionada para evaporagdo do

solvente, utilizando nitrogénio gasoso.

4.7.1 Esterificaciao

Apo6s a evaporagdo do residuo, foi realizada a esterificagdo da amostra,
utilizando a metodologia de Hartman & Lago (1973) e que foi adaptada por Rosa
(1999).

Foram adicionados 2 mL de NaOH 0,5 mol/L. em metanol, levou-se ao
banho fervente, por 5 minutos e adicionados 2,5 mL de reagente esterificante.
Aqueceu-se em ebulicdo por 5 minutos e, depois, foi resfriado. Apos resfriado,
adicionaram-se 2,0 mL de solug¢@o de NaCl saturada e 2,5 mL de hexano. Depois
de agitada, a amostra foi levada a centrifugacdo, a 500 g por 10 minutos. As
fases foram separadas, sendo a parte inferior descartada e a superior
acondicionada para evaporagdo do solvente, utilizando nitrogénio gasoso. As

amostras foram estocadas sob refrigeracao (-20°C) até a realizagdo das analises.
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4.7.2 Caracterizacio dos ésteres de acidos graxos

A composicao dos acidos graxos foi determinada, na Central de Analise e
Prospeccao Quimica (CAPQ) do Departamento de Quimica (DQI), na
Universidade Federal de Lavras (UFLA), por cromatografia gasosa, sendo
utilizado o cromatdgrafo GC-2010 (Shimadzu), equipado com detector de
ionizagdo de chama e coluna capilar de silica fundida com 100 m de comprimento
e 0,25 mm de didmetro interno, contendo polietilenoglicol como fase estacionaria
liquida. O padrao utilizado foi uma mistura de 37 ésteres metilicos considerados
mais importantes para o metabolismo de peixe (Supelco™ 37 Component FAME
Mix).

Foram utilizados os seguintes parametros operacionais: modo de injecao
“split”, com razdo de divisdao de 1:100; volume injetado de 1 pL; 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.

Para a realizagdo da cromatografia gasosa, foi necessario redissolver as
amostras em 0,50 mL de n-hexano.

A identificagdo dos picos foi realizada por método comparativo com o0s

tempos de retengdo do padrdo de ésteres de acidos graxos.

4.8 Analise estatistica - PCA

A variagdo dos acidos graxos ¢ dos componentes da fragdo lipidica foi
determinada por meio de uma andlise de agrupamento do tipo analise de
componentes principais.

A PCA foi realizada com matriz de dados constituida dos teores dos

acidos graxos para cada amostra. Antes da andlise, os dados foram
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autoescalonados e a mesma foi realizada no programa The Matlab Mathworks
(2007).

Essa técnica de analise multivariada estabelece correlagdes lineares de
cada uma das matrizes de dados para maximizar a correlagdo de Pearson entre

elas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composi¢do quimica

De acordo com os resultados da analise de variancia, ¢ possivel observar
uma diferenga significativa sobre os testes de extrato etéreo, proteina e umidade
(P<0,05).

A avaliagdo da composi¢do quimica da espécie troglobia Ancistrus
cryptophtalnus e a ndo trogldbia Ancistrus sp., capturadas no municipio de Sao
Domingos, GO, demonstrou que a espécie trogldbia apresentou teores médios de

gordura bruta, proteina e umidade superiores a espécie nao troglobia (Tabela 2).

TABELA 2 Porcentagem média de proteina, umidade e extrato etéreo nos peixe,
de origem hipdgea e epigea

Ancistrus
Parametros* Ancistrus sp.
cryptophtalnus
Extrato etéreo (gordura bruta) 18,14+0,22a 14,52+0,49b
Proteina 52,80+0,75a 46,10+0,84b
Umidade 46,84+1,06a 36,63+0,89b

* Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey, a 5% de significancia.

Tal fato pode ser atribuido as condigdes a que esses animais estavam
submetidos. A escassez de alimentac¢do faz com que o animal troglobio deposite,
em seu organismo, uma quantidade maior de gordura e de outros nutrientes, a fim

de garantir energia nos periodos de falta do mesmo (Cyrino et al., 2000).
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A variagdo verificada para o teor de gordura bruta nos individuos
analisados pode decorrer das diferengas nas condigdes dos habitats dessas
espécies. Tais diferengas, principalmente na oferta de alimento, podem ter
resultado em alteracdes no proprio metabolismo dos peixes, o que pode ter

afetado suas condigdes nutricionais e fisiologicas.

TABELA 3 Analise de minerais nos peixes

Minerais Ancistrus cryptophtalnus Ancistrus sp.
Ca 82 % 8.4 %
Cu 128,1ppm 34,8 ppm
Fe 616,8a ppm 503,5 ppm
K 0,8 % 0,7 %
Mg 0,3 % 0,3 %

N 8,5% 7.4 %

P 0,6 % 0,6 %

S 0,6 % 0,66 %
Zn 188,5 ppm 211,8 ppm

Nao foi possivel aplicar o teste de Tukey, para os resultados obtidos na
analise de minerais, pois, pela quantidade de amostra disponivel, ndo houve
repeti¢do da analise.

Segundo Portaria n° 685-980/98871, do Ministério da Satde, os limites
maximos de tolerdncia de cobre, ferro e zinco sdo de 30, 15 e 50 ppm,
respectivamente.

Com base nos resultados mostrados na Tabela 1, foi possivel observar
que os teores de Cu, Fe e Zn estdo acima dos limites permitidos pela legislacio

brasileira, indicando uma possivel contaminagao por esses metais.
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Para o Cu, dentre as principais fontes naturais de contaminagdo do meio
ambiente, estdo os sedimentos aquaticos, oriundos de organismos mortos (World
Health Organization - WHO, 1998).

Em relagdo ao Fe, a principal contaminagao por este elemento pode ser
proveniente de fundi¢cdes de metais, segundo Forstiner & Wittmann (1981). Por
isso, esse tipo de contaminagdo pode ter sido causado por algum material que,
provavelmente, estava em contato direto com a agua na qual foram capturados os
individuos de ambas as espécies.

A principal contaminagdo por Zn pode ser proveniente de baterias,
fertilizantes, aros e rodas de veiculos, tintas, plasticos e borrachas, segundo
Moore & Ramamoorthy, 1984 ¢ Lester, 1987.

Considerando as duas espécies analisadas, a avaliacdo dos demais
componentes minerais demonstrou teores muito proximos entre ambos (Tabela
3). Estes resultados indicam que ndo houve nenhuma influéncia do meio hipdgeo
e epigeo a que ambas estavam submetidas.

Porém, analises futuras devem ser realizadas, utilizando outros elementos

da caverna, para que seja possivel comprovar possiveis contaminagdes.

5.2 Composicao de acidos graxos da fracgao lipidica

A composicao de acidos graxos identificados das espécies analisadas
Ancistrus cryptophtalnus e Ancistrus sp. mostrou-se variavel (Tabela 4). De
forma similar, os resultados das relacdes dos acidos graxos saturados,
insaturados, monoinsaturados, ® 3, ® 6 ¢ ® 9 também foram distintas entre as
diferentes espécies (Tabela 5).

Os resultados da andlise de varidncia mostram efeito significativo
(P<0,05) dos tratamentos sobre o perfil de alguns acidos graxos (C15:0; C16:1;
C18:0; C18:1 09; C18:2 w6; C18:3 w3 e C22:6 w3) (Tabela 4).
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TABELA 4 Composi¢ao dos acidos graxos da fragdo de lipideos totais

Acido graxo*

Ancistrus cryptophtalmus (n=4)

Ancistrus sp.

(n=3)

[1)

( /0) (OA))
C12:0 0,10+0,09° 0,06+ 0,11°
C13:0 0,17+0,12 nd
C14:0 2,48+0,22° 2,084+0,37°
C15:0 2,17+0,17° 1,19+0,56°
C15:1 nd nd
C16:0 23,28+1,35° 23,61+1,69°
C16:1 10,53+1,50° 6,54+3,09 °
C17:0 1,78+0,27° 1,87+0,26*
C17:1 0,68+0,07° 0,42+0,38°
C18:0 12,23+1,00° 12,10+0,96*

C18:109¢ 17,86+4,94° 12,54+1,18°

C18:206¢ 8,13+0,95° 10,20+2,21°
C20:0 0,62+0,06* 0,45+0,07"*

C18:306 0,53+0,26 " 1,15+0,53°
C20:1 0,61+0,13° 0,34+0,02°

C18:303 1,17+0,23° 4,84+2,74*°
C21:0 nd 0,04+0,08
C20:2 0,54+0,13° 0,99+0,48*
C22:0 0,18+0,15° 0,06+0,10°

C20:306 nd nd

C22:109 nd nd

...continua...
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“TABELA 4, Cont.”

4 C20:303 2,65+0,98° 2,79+0,89°
s C20:406 9,06+2,70° 8,69+2,76°
6 C23:0 Nd nd

; C22:2 0,14+0,21° 0,43+0,23°
g C24:0 0,21+0,15° 0,27+0,07°
g C20:503 (EPA) 0,34+0,24° 1,16+1,09°
0 C24:1 0,18+0,21° 0,16+0,27°
| C22:603 (DHA) 4,38+0,92° 8,01+3,02°

*QOs acidos graxos estdo apresentados em ordem de elui¢do na coluna cromatografica,
sendo destacados os quantitativamente mais importantes. Médias seguidas de mesma
letra na linha nd3o diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia.

TABELA 5 Relagdes sobre a composi¢ao dos acidos graxos

o Ancistrus Ancistrus sp.
Acido Graxo* cryptophtalmus o
%) (%)

AGS 52,28+3,65" 50,43+1,74°
AGMI 29,87+3,00° 20,00+4,02°
AGPI 17,88+2,85°" 29,57+4,51°
AGPI/AGS 0,344+0,86* 0,59+0,10°
®3 5,88+4,39° 16,80+6,56°

®6 11,30+1,39° 11,35+2,74°

®9 17,86+2,78° 12,54+1,18"
©03/06 0,52+0,44° 1,48+0,87®

* Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste
de Tukey, a 5% de significancia.
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Foram identificados, por meio do padrdo (Figura 17 — ANEXO), 23
acidos graxos da espécie Ancistrus cryptophtalmus (Figura 22 — ANEXO) e 24 da
Ancistrus sp. (Figura 23 — ANEXO).

Alguns tiveram maior destaque nas espécies de origem hipogea e epigea,
como 4cido palmitico (C16:0), 23,28% e 23,61%; 4&cido palmitoleico (C16:1),
10,53% e 6,54%; acido estearico (C18:0), 12,23% e 12,10%; acido oleico
(C18:1n9c¢), 17,86% e 12,54%; acido linoleico (C18:2n6c), 8,13% e 10,20%;
acido linolénico (C18:3n3) 1,17% e 4,84%; acido tricosanoico (C23:0), 9,06% e
8,69% e DHA (C22:6n3), 4,38% ¢ 8,01%.

Até o momento ndo existem estudos desta natureza com as espécies
Ancistrus cryptophtalmus e Ancistrus sp., fato que dificulta o entendimento dos
resultados, por ndo existirem dados que possam ser utilizados para comparagao.
Portanto, tomaram-se como base estudos de alguns acidos graxos de algumas
espécies de agua doce, de forma geral.

A predominancia do palmitico (C16:0), dentre os AGSs, do palmitoleico
(C16:1) e do oleico (C18:1 ®9), dentre os AGMlIs, e do acido araquidonico
(C20:4 ®6), dentre os AGPIs, nas duas espécies estudadas, corrobora também o
verificado para a grande maioria dos peixes de agua doce (Ackman, 1967; Wang
et al., 1990).

O acido graxo C18:2 w6 foi encontrado em menor quantidade na espécie
Ancistrus cryptophtalmus (8,13% ) e em maior quantidade na espécie Ancistrus
sp. (10,20%). Essa diferenga se explica pelo fato de o aumento do C18:2 w6 ser
proporcional a quantidade de alimento ingerido pelo peixes, segundo Maia
(1992), assim como Aiura (2003), que trabalhou variando a quantidade de racdo,
utilizando peixes de 4gua doce (ndo cavernicolas), encontrando valores superiores
para os individuos que receberam maior quantidade de alimento. Este resultado
esta de acordo com o fato de que os animais de origem epigea possuem mais

alimento disponivel em relagdo ao animal troglobio.
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O é4cido C18:2m6 e o 20:4w6 estdo presentes em ambas as espécies,
corroborando os resultados esperados que, segundo Gibson (1983), o acido
linoleico (18:2w6), um acido graxo essencial para os peixes, & o precursor do
acido araquidonico (20:4w6) que, por sua vez, por meio de reacdes de elongacio
e dessaturacdo, da origem a AGPI w6 de cadeia mais longa.

Foi encontrada, para ambas as espécies, maior quantidade de C22:6 3
(DHA), comparado a quantidade de C20:5 ©3 (EPA). Esta relagdo é observada
na maioria dos peixes de agua doce, provavelmente por apresentar maior
atividade de uma enzima especifica dessaturase que produz DHA a partir de EPA
(Ahlgren et al., 1994).

A relagdo AGPI/AGS se diferenciou pela influéncia do total de acidos
graxos poli-insaturados produzidos pelo peixe Ancistrus sp. por meio dos
processos de elongacdo e dessaturagdo.

No momento da amostragem, a temperatura da dgua, a qual os peixes de
origem hipdgea e epigea estavam submetidos, era de 22° e 20°C, respectivamente.
Pelos resultados ilustrados na Tabela 13, ¢ possivel que a temperatura menor
(20°C) tenha influenciado um aumento na produgdo dos AGPI, nos peixes
Ancistrus sp. Este resultado esta de acordo com o de diversos autores (Ackman,
1967; Wang et al., 1990) que discutem o efeito da temperatura na biossintese de
acidos graxos em peixe e com o de Oliveira (2000), que constatou em seu estudos
que, com a diminui¢do da temperatura, hd um aumento na produgdo de AGPI.

A razdo ©3/w6 ¢ considerada, por Ahlgren et al. (1994), como o principal
indicador da qualidade dos lipideos em peixes e que melhor reflete a qualidade do
alimento por ele ingerido. Os acidos 18:3w3, EPA e DHA sdo os principais
acidos graxos ®3 responsaveis pela razdo ®3/w6 ser igual a 0,60 ¢ 0,52, no
Ancistrus sp. e no Ancistrus cryptophtalmus, respectivamente. Este resultado
indica que ndo ha diferengas significativas na qualidade do alimento disponivel

para ambas as espécies.
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Os escores derivados da PCA, considerando-se os exemplares analisados,
sdo apresentados na Figura 15B, cuja numeragdo representa o acido graxo
descrito na Tabela 4.

A PCA permitiu evidenciar melhor a composi¢do dos acidos graxos de
cada espécie estudada. O grafico de escores (Figura 4) indicou que houve
distingdo entre as espécies Ancistrus sp. e Ancistrus cryptophtalmus, em fungao
da composicao dos acidos graxos.

O estudo indicou que a espécie Ancistrus sp. se diferenciou por
apresentar um maior teor, principalmente dos acidos graxos C18:2n6c (14),
C18:3 @3 (18), C20:3 w3 (24), C20:503 (EPA) (29) e 0 C22:603 (DHA) (31).
Para o Ancistrus cryptophtalmus, os acidos graxos C15:0 (4), C16:1 (7) ¢
C18:1®9c (13) foram os principais responsaveis pela diferenciacdo da espécie.

Tem sido observado, para algumas espécies, que o aumento de AGS ¢
acompanhado pela reducdo nos teores de AGPI (Ahlgren et al., 1994). Partindo
desse pressuposto, o resultado da analise de componentes principais para as duas
espécies avaliadas indicou um comportamento, entre alguns AGPIs de cadeia
longa e alguns AGSs e AGMIs de menor cadeia, que corresponde ao desses
estudos realizados com peixes de agua doce, por se tratarem de duas espécies do
mesmo género.

Na analise de componentes principais também se pode observar que uma
amostra do peixe ndo troglobio Ancistrus sp. (macho) se diferenciou dos demais
individuos dessa mesma espécie. Os acidos graxos C16:0 (7), C18:2 w6c (14) ¢
C21:0 (19) foram os responsaveis por esta diferenga, em que os valores foram
maiores. Os outros individuos (fémeas) apresentaram valores menores, porém,
proximos entre si, em que as diferengas ndo foram significativas. Este
comportamento também ocorreu com a espécie troglobia Ancistrus
cryptophtalmus, para a qual a maior diferenga foi influenciada pelo acido graxo

C16:1 (7). Tal resultado pode estar relacionado com o sexo do animal, uma vez
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que os individuos machos apresentaram valores maiores

das fémeas.
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FIGURA 4 Escores derivados da analise de componentes principais para as duas
espécies. Relacdo envolvendo os exemplares analisados (A) e os

teores de acidos graxos (B).
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6 CONCLUSOES

Nas condi¢Ges em que foi realizado o experimento, as espécies Ancistrus
cryptophtalmus e Ancistrus sp. apresentaram teores superiores dos metais Cu, Fe
e Zn, ao limite maximo permitido pela legislacdo brasileira, podendo ser um
indicio de contaminag@o nas regides onde os peixes foram coletados.

As espécies Ancistrus cryptophtalmus e Ancistrus sp. apresentaram
maiores diferengas quanto ao teor de C16:1 (10,53% e 6,54%, respectivamente),
C18:1n9 (17,86% e 12,54%, respectivamente), C18:2 n6 (8,13% e 10,20%,
respectivamente), C18:3 n3 (1,17% e 4,84 %, respectivamente) e C22:6 n3
(4,38% e 8,01%, respectivamente).

A variagdo verificada na composi¢do de acidos graxos nos individuos
analisados pode ser um indicativo da diferenca nas condigdes de habitat dos
peixes, que refletem na oferta de alimento ou, mesmo, indicativo de alteragdes no
proprio metabolismo do peixe. Essa variagdo para alguns acidos graxos pode ser
influenciada também pelo sexo do animal, considerando que os machos da
espécie Ancistrus cryptophtalmus apresentaram teores mais altos dos acidos
graxos C21:0, C16:0 (7) e C18:2 wb6c (14) e os da espécie Ancistrus sp. teor de
16:1 (7), quando comparados com individuos fémeas das respectivas espécies.

Considerando a fragilidade dessas populagdes, a possibilidade de extingdo
de algumas espécies e, consequentemente, a impossibilidade da coleta de muitos
individuos, foi utilizado o maior nimero de animais por espécie possivel, sendo
avaliado o maior niumero de variaveis.

Contudo, todos os resultados obtidos sdo de grande importancia, servindo

como base inicial para a realizagdo de trabalhos futuros.
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ESTUDO DE CASO - Atividade especifica da enzima malica

1 INTRODUCAO

1.1 Papel da enzima malica no metabolismo de peixes

Analises qualitativas e quantitativas da composigdo quimica de uma
espécie de peixe e dos tecidos e 6rgdos que a compdem fornecem elementos para
o estudo de suas necessidades nutricionais basicas que, por sua vez, sio
primordiais para o entendimento do habito desses animais. Esse conhecimento
segue no sentido de facilitar tomadas de decisdo com o objetivo de promover a
preservacgdo e s manutencao de cada espécie no decorrer de suas vidas.

Ribeiro (2007) descreve que a composicao lipidica tecidual, em peixes, é
reflexo direto da alimentagdo, influenciando a sintese lipidica no organismo e a
composicdo dos acidos graxos. Segundo Nielsen et al. (2005), citados por Ribeiro
(2007), dietas ricas em acidos graxos poli-insaturados, por exemplo, podem
diminuir a capacidade lipogénica do tecido hepatico e adiposo, promovendo uma
melhor composig¢ao lipidica da carcaca.

Nos peixes em geral, os processos lipogénicos ocorrem no figado, em
que ¢ requerida a agdo de algumas enzimas especificas, como a malica ¢ a
glicose-6-fosfato desidrogenase. Porém, para algumas espécies de peixes comuns,
as atividades dessas enzimas diminuem, proporcionalmente, com o aumento da
quantidade de lipideos (Wang et al., 2005).

Os animais cavernicolas sdo protegidos por leis ambientais € o niumero
de individuos por espécies para serem utilizados em pesquisa ¢ bastante limitado.
Esse controle também ocorre devido ao fato de que a populacdo desses animais ¢
bastante reduzida, quando comparada a de outros tipos de animais que nao vivem

€m cavernas.
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Contudo, conhecer um pouco do metabolismo desses animais contribui no

sentido de conhecer também um pouco mais do ambiente ao qual estd submetido.

2 OBJETIVO

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar os processos
bioquimicos envolvidos na lipogénese hepatica de duas espécies de peixes
diferentes, um trogldbio, Ancistrus cryptophtalmus e outro, ndo trogldbio,

Ancistrus sp., sendo ambos do mesmo género.

3 DISSECACAO E DESCRICAO DOS PEIXES Ancistrus cryptophtalmus E
Ancistrus sp.

As principais dificuldades encontradas no decorrer da realizagdo deste
trabalho ocorreram devido ao nimero reduzido de individuos, impossibilitando a
repeticdo das analises. O tamanho reduzido, caracteristico dos peixes de caverna,
também dificultou a identificacdo e a extragdo do hepatopancreas, 6rgdo utilizado
para a realizagdo da atividade enzimatica. Portanto, seria necessaria a realizagdo
de novas analises, utilizando um numero maior de individuos por espécies
possiveis. Sera feito, entdo, um breve relato sobre os testes realizados.

No momento da extracdo do hepatopancreas, foi de grande importancia
conhecer um pouco das caracteristicas do peixe.

A informagdo de que os peixes das espécies Ancistrus cryptophtalmus e
Ancistrus sp. apresentam hepatopancreas (Figura 16) é de grande importancia
para a localizagdo do mesmo e realizagcdo de uma correta extragao.

O fato de essas espécies de peixes serem morfologicamente diferentes

pode causar confusao na identifica¢do do 6rgao de interesse.
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FIGURA 1 Ancistrus sp. (a) representa o intestino desenovelado, (b) o estdmago,
(¢) o hepatopancreas ligado ao estomago ¢ (d) o bago.

Os individuos analisados apresentavam tamanhos que variavam entre 50
e 72 mm de comprimento, variando entre macho ¢ fémea.

As duas espécies apresentam boca ventral, ou seja, posicdo que mais
corresponde ao habito alimentar, em que estes sdo mais encontrados em peixes
detritivos e ilibfagos, o que caracteriza estes serem peixes raspadores e sugadores
(Okamura, 2009).

Quanto a parte digestiva desse animal, 0 mesmo apresentava o pancreas
difuso no figado combinado com células hepéaticas, ou seja, hepatopancreas com
tamanho de, aproximadamente, 10 mm, ligado ao estdmago, conforme item (c) da
Figura 16. No item d, da Figura 16, é mostrado o bago que pode ser facilmente
confundido com o figado ou parte dele.

O tamanho, o formato e a anatomia do animal estdo diretamente
relacionados com a disponibilidade do alimento. Ancistrus sp. apresenta intestino

longo e enovelado, conforme item (a) da Figura 16, o que caracteriza peixes
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herbivoros, nos quais ha a presenca de glandulas digestivas e sitios de absor¢ao
mais espacgados no intestino.

As mesmas caracteristicas em relagdo ao Ancistrus sp. também foram
observadas no Ancistrus cryptophtalmus, ou seja, os peixes apresentaram
caracteristicas morfologicas muito proéximas. As diferengas percebidas foram na

pigmentagdo e na parte oftadlmica.

4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Foi realizado o teste de atividade enzimatica utilizando a enzima malica
(EM, E.C.1.1.1.40). Esse teste foi realizado seguindo metodologia descrita por
Spina et al. (1966), seguida por Ribeiro (2007) e modificada para este trabalho,
considerando o baixo volume de amostra.

As amostras de hepatopancreas foram pesadas em tubo eppendorf,
homogeneizadas em tampao HEPES-KOH, com pH 7,2, na proporgdo 1:20
(peso/volume), colocadas em banho ultrassénico por 10 minutos e,
posteriormente, centrifugadas, a 5.600 g, a 4°C, por 30 minutos. Esse
procedimento foi realizado trés vezes para cada amostra e o sobrenadante foi
coletado apenas no final.

A solugdo resultante foi mantida sob refrigeragdo até o inicio da leitura
em UV.

A cinética enzimatica foi realizada, por meio do método de
espectrofotometria ultravioleta, a 340 nm e por 5 minutos, no equipamento
SpetctroUV, acoplado com UVWin v.5.01. O contetido total de proteina no
hepatopancreas foi determinado pela metodologia de Bradford (1976), utilizando
albumina sérica bovina (BSA) como padrdo. A unidade de atividade enzimatica
(UD), definida como pmol de substrato convertido em seu respectivo produto, por

minuto, foi expressa em mg de proteina solivel hepatica (atividade especifica).
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4.1 Resultados obtidos, discussio e consideracdes

Na Tabela 1 sdo representados os valores médios das atividades da
enzima malica, expressos em U/mg de proteina e as diferentes espécies e drgaos
analisados.

As espécies tilapia-nildtica (Oriochromis niloticus) e surubim
(Pseudoplatystoma spp.), peixes comumente analisados, foram utilizadas como
parametros de comparagdo do resultado obtido para as espécies e Ancistrus

cryptophtalmus e Ancistrus sp.

TABELA 1 Avaliagdo da atividade da enzima malica (em U/mg de proteina) em
diferentes segmentos do trato digestorio de espécies de peixes

ATIVIDADE ENZIMATICA
Espécie Enzima malica
Hepatopancreas
Ancistrus cryptophtalmus 0,0159
Ancistrus sp. 0,0068
Figado
Oriochromis niloticus 0,026
Pseudoplatystoma spp. 0,066
Baco

Ancistrus cryptophtalmus 0
Ancistrus sp. 0

Alguns fatores, como temperatura da &gua, fatores hormonais e

alimentagdo, afetam diretamente a atividade dessas enzimas, que podem ser

89



utilizadas como indicadores das condigdes nutricionais de algumas espécies
(Méton et al., 2003).

Segundo Ribeiro (2007), nos peixes, a via das pentoses supre cerca de
60% do NADPH requerido nos processos lipogénicos e somente 40% ¢
proveniente da acdo da enzima malica. J4 para a enzima glicose-6-P
desidrogenase, sua participagdo no processo de fornecimento de energia ¢ maior
quando comparada a da enzima malica. Essa variacdo acontece, diferentemente,
de acordo com cada espécie de peixe.

Na formagdo dos acidos graxos, as rotas metabdlicas requerem
quantidades especificas de energia, sob a forma de NADPH. Nos peixes, a
principal fonte metabodlica ¢ a fase oxidativa da via das pentoses fosfatadas. A
enzima malica atua fortemente no ciclo do piruvato/malato, contribuindo para o
suprimento de NADPH (Campbell & Farrel, 2007).

De acordo com varios trabalhos relatados na literatura, as atividades
consideradas como parametros de referéncia para o peixe de agua doce, néo
troglobio, ¢ de 0,013 a 0,082 U/mg de proteina para enzima malica (Dias et al.,
2004).

Como os peixes analisados eram muito pequenos, a dificuldade de se
detectar o figado ou o hepatopancreas foi muito grande. De acordo com os
resultados para as espécies Ancistrus cryptophtalmus e Ancistrus sp., confirmou-
se a presenca do hepatopancreas, evidenciando a ndo existéncia de um figado
isolado para essas espécies de peixe.

Apesar de o resultado obtido para a espécie Ancistrus cryptophtalmus
estar de acordo com os valores encontrados em diversos trabalhos utilizando
peixes de agua doce, ndo troglobios, o mesmo nio foi conclusivo, pois seria
necessario realizar um niimero maior de analises. A Ancistrus sp. apresentou

atividade baixa, devido a pouca quantidade de amostra.
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Considerando as condi¢des em que foi possivel realizar o experimento,
foram encontradas diversas dificuldades durante a execucdo do mesmo. Uma
delas foi a pequena quantidade de material utilizado na avalia¢do, por
consequéncia do tamanho do 6rgdo dos peixes, em consequéncia do tamanho
reduzido do animal. Esse fato impossibilitou a repeti¢ao das anélises, dificultando
possiveis conclusdes para os resultados obtidos.

A continuidade de pesquisas envolvendo as espécies utilizadas neste
trabalho é importante porque, além de buscar respostas para outras questdes em
aberto, também se aplica no reconhecimento de itens alimentares para esses
animais, com vistas a sua conservagdo ¢ manutencdo nas areas estudadas e na
regido. Além disso, possibilita a aplicacdo de métodos que avaliem a
disponibilidade desses recursos no ambiente dos animais, a fenologia das espécies
utilizadas e a sazonalidade em suas dietas.

Alguns autores, como MacNab (1980) e Dunbar (1988), discutem que
muitos aspectos do comportamento animal sdo afetados pela disponibilidade de
recursos que variam sazonalmente. Isso poderia ser verificado ao longo de um

periodo maior de coleta.
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FIGURA 1A Cromatograma do padrio de ésteres de acido graxo (Supelco'™37
Component FAME Mix)
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FIGURA 2A Cromatograma dos ésteres de acido graxo de uma amostra do peixe
troglobio Ituglanis Passensis
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FIGURA 3A Cromatograma dos ésteres de dcido graxo de uma amostra do peixe
troglobio Trichomycterus itacarambiensis
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FIGURA 4A Cromatograma dos ésteres de acido graxo de uma amostra do peixe
troglobio Stygichthys typhlops
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FIGURA 5A Cromatograma dos ésteres de acido graxo de uma amostra do peixe
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FIGURA 6A Cromatograma dos ésteres de acido graxo de uma amostra do peixe
troglobio Ancystrus cryptophtalmus
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