Estudos sobre 6leos de figado de peixes.
Il —Peixes de agua doce
por
Humberto T. Cardoso

(Com 6 graficos no texto)

Este trabalho ¢ uma continuacdo de dois artigos que publicamos ante-
riormente (1,2), sébre a presenca da vitamina A em 6leos de figado de peixes.

Foram considerados, desta véz, os peixes de agua doce, tendo sido pre-
liminarmente estudados peixes encontrados no Distrito Federal e no Estado
do Rio de Janeiro, nas proximidades desta Capital.

Estes peixes, sequndo o que se sabe até hoje, deveriam armazenar nos
seus figados a vitamina A, em vez da que é encontrada nos de agua salgada.

Wald (13), estudando a composicio da pirpura visual nos peixes, veri-
ficou que a substancia corada da retina consistia num composto com natureza
proteica e que se poderia decompdr, por acdo da luz, fornecendo enfre os
produtos de degradacdo a vitamina A. Formulou entio a hipotese da exis-
téncia de um ciclo de reagdes, do qual participava essa substancia, e que seria
ligado ao mecanismo da visao.

Prosseguindo seus estudos, Wald (14) comprovou a existéncia do se-
guinte ciclo:
Corrente sanguinea —» Proteina - Vitamina A . Rodopsina
STy
Y |

Escuro Luz
} ]
Corrente sanguinea .. Produtos de degradacio - Retineno -+ Proteina

-+ Impulso Nervoso
¢

Transmissao nervosa

Isto foi demonstrado por Wald, trabalhando com olhos de peixes de agua
salgada e de sapos. Submetidas as retinas a uma iluminacio intensa. o ma-
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terial corado sofria uma degradacgao, chegando a uma cor amarelo-palida: era
a transformacao da rodopsina numa mistura de substancias, na qual se podia

identificar a vitamina A.

Entretanto, se a iluminacao nao era muito prolongada, assim como a
temperatura mantida dentro de certos limites, era encontrado, no produto
degradado, um carotenoide, o retineno, em mistura com a proteina a que se
achava ligado na forma de rodopsina. Esta reacdao poderia ser obtida em
sentido opdsto, observadas certas condi¢des, ao colocar a material na

obscuridade.

Os dados obtidos por Wald, no seu primeiro trabalho, em relacao ao
retineno, diferiam dos que haviam sido fornecidos muito antes, em 1896, por

Kottgen e Abelsdorf (8) para material idéntico, porém obtido de peixes de

agua doce.

Em 1937, Wald (15) esclareceu essa divergéncia, apresentando os dados
obtidos com pupura visual de peixes de agua salgada e de agua doce, pelos
quais se evidénciava que o imax. do material retirado dos primeiros peixes
era localizado a 500 milimicra, enquanto o dos outros aparecia a 522-525
milimicra. Por outro lado, na degradacao da purpura déstes peixes de agua
doce, era encontrada a vitamina A, em vez da identificada no material pro-

veniente dos peixes de agua salgada como sendo A.

Ainda em 1937, Edisbury, Morton & Simpkins (4), confirmaram a pre-
senca da vitamina A na purpura visual dos peixes de agua doce. indicando
o ’max. a 693 milimicra, quando faziam reagir o material corado com o tri-

cloreto de antimonio.

Em conseqiiéncia désses estudos, Wald (16) afirmou, de modo mais ou
menos categodrico, que a vitamina A existe nos peixes de agua salgada e a

vitamina A, nos de agua doce.

Gillam, Heilbron, Lederer e Rosanova (6), ainda no mesmo ano de 1937,

publicaram estudos realizados com 6leos de figado de peixes de agua salgada,
mostrando as diferencas encontradas, nos valores da absorcao no ultravioleta,
désses 6leos em natureza, como também dos produtos das suas reacdes com O
tricloreto de antimonio.

No caso dos peixes de agua doce o imax. (da vitamina A.) encon-
trado foi de 340 — 345 milimicra (693 milimicra com o SbCI’) e nos de
agua salgada (vitamina A) a 328 milimicra (620 milimicra- com SbCI?).
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Esses conhecimentos ficaram, assim, assentados até hoje, sendo de es-

perar que, no exame dos Oleos de figado dos nossos peixes de agua doce,
nas vitaminas encontradas estaria certamente a A..

Devemos lembrar por outro lado, o fato admitido geralmente de que =
produgao da vitamina A nos animais é feita a custa de precursores ingeridos
na alimentagao e que, no caso dos peixes, éste trabalho de sintese assume
proporcoes excepcionais, dada a enorme reserva que contéem nas visceras.

No caso, os peixes poderiam aproveitar na sintese nao sé6 as provitaminas
ingeridas mas também outros carotenoides, como a astaxantina, pigmento

principal dos crustaceos.

Isto poderia contribuir para a explicacao dessas quatidades exageradas

de vitamina, armazenadas no figado.

Nos antes (1.2) mostramos as diferencas que se encontram entre es-
pécies de cacoes de uma zona maritima limitada e entre exemplares de uma

especie mesma.

Os cagoes pertencentes a familia Sphyrnidae, cuja alimentacao parece
ser principalmente constituida por crustaceos, mostraram, naquele inquérito,
valores mais estaveis e mais altos que os demais examinados, que SAo mais
terozes e atacam qualquer presa. Nestes altimos, os valores excepcionalmente
altos poderdo ser talvez explicados como decorrentes da ingestio de grandes
quantidades de outros peixes portadores de béas reservas da vitamina.

No caso dos peixes de agua doce, o nosso inquérito tinha assim, perpec-
tivas interessantes, principalmente quanto a qualidade e quantidade da vita-

mina presente.
Determinacao da vitamina A:

A determinagao da vitamina A natural vem sendo feita, quasi que exclu-
sivamente, pela sua propriedade de absorver as radiacoes ultravioleta, na

~ona de 325-328 milimicra.

Outro método regularmente difundido é o de medir, no visivel, a ab-
sor¢ao do composto formado entre a vitamina A e o tricloreto de antiménio,

altamente instavel, de cor azul.

Mais recentemente, foi proposto um método de determinacao desta vita-
mina, baseado na desidracao da sua molécula, fechando um ciclo na mesma. e
subseqiiente determinacao da absorcao no ultravioleta que é exibida pelo com-
posto formado (7).
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O primeiro método, acima mencionado, tem sido muito estudado e a difi-
culdade néle encontrada, decorre apenas da presenca dos glicerideos e outras
substancias nos 6leos. Esses produtos tém absor¢oes que podem interferir com
a absorcao tipica da vitamina A. Dai decorre a necessidade de se conhecer
a curva de absor¢do tipica de cada oleo comparando-a com a do tomado

como referéncia, quando se deseja trabalhar diretamente, sem extrair o insa-
ponificavel.

Entre as substancias conhecidas e que podem interferir podem ser ci-
tadas: o kitol, encontrado originariamente no 6leo de figado de baleia (5)
¢ a sub-vitamina A, ambos com Amax. a 290 milimicra: a vitamina A
anhidra, ciclica, com Amax. a 351, 371 e 392 milimicra; a vitamina A, e 0s
compostos parentes respectivos. Isto mostra a importancia de se conhecer a
curva de absorcao no ultravioleta dos diferentes 6leos de figado de peixes.

A determinagao da poténcia em vitamina A dos 6leos pela absorcio no
invisivel esta, portanto, condicionada a varios requisitos que resumiremos
a sequir:

Conforme mostraram varios autores anteriormente e por ultimo, Morga-
reidge (10), os solventes empregados para dissolver o 6leo influénciam a
posicao do maximo de absorcdao em relacdo ao comprimento de onda. Assim,
no trabalho acima citado, empregando o espectrofotémetro de quartzo de
Beckman, o autor mostrou que as solugdes em solventes polares forneciam
valores mais altos, associados a um deslocamento do maximo de absorcao
para comprimentos de onda menores, comparados com os obtidos com so-
lucdes em solventes nao polares. Ao mesmo tempo, foi evidenciada no mesmo
trabalho a diferenca de acdao do ester da vitamina A e a desta na sua forma
de alcool livre.

De acérdo com os dados do trabalho de Morgareidge, o Amax. da

vitamina A em 3olucao em alcool isopropilico é a 325 milimicra, enquanto
que com ..clonexana o amax. esta a 238 milimicra.

A determinacgao direta no oleo exige, como ja vimos, que se conheca a
absorcao propria do 6leo ou, pelo menos, que a faixa caracteristica da vita-
mina A se apresente com persisténcia e nitida.

Usou-se como 6leo de referéncia uma solucao de aceta:o de vitamina A
puro em 6leo de algodao, padronizado biologicamente. Este padrdo foi obtido
do Comité da Farmacopéia dos Estados Unidos.

Utilizando o 6leo padrao, os diferentes laboratérios estabelecem o fator
de conversdo da extingdo determinada, em unidades de atividade biolégica
da vitamina A.
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Nos Estados Unidos, em geral, os fatores que empregados eram muito
variaveis e sempre superiores ao dos ingléses, cujos valores acompanham o
estabelecido pelo Comité de Padronizagao da Liga das Nacdes (3). Mais
recentemente, uma convencao comercial nos Estados Unidos, estabeleceu o

fator de 2000 como base para os calculos da atividade biologica dos
oleos (12).

-

Todos os autores insistem em que, provisoriamente, seria melhor estabe-
lecer uma técnica precisa e padronizada de determinacio espectrofométrica
do que discutir o fator de conversio.

Recentemente, Morton & Stubs (11) aconselharam a medida da absorcao
a 313, 328 e 338, 5 milimicra, no caso de se fazer a determinacao direta com
solugdes de oleos, visando com isto corrigir o erro devido a pres2nga da vi-
tamina A anhidra e da oxidada.

Como elementos de comparacio, fizemos, ainda. os tracados da absorcac
do dleo padrao da Farmacopéia dos Estados Unidos, acetato de vitamina
A puro em 6leo de algodio, e do acetato de vitamina A sintético Roche os

quais aparecem no graficos, estando os dados correspondentes contidos nas
tabelas I e II.

Aparelho e técnica: Para a medida da absorcio no ultravioleta foi empre-

gado o aparelho de Beckman, espectrofotéometro de quartzo, modelo DU,
fotoelétrico.

As determinagdes foram feitas com solucoes dos 6leos ou dos insapo-
nificaveis em alcool isopropilico, dissolvendo-se quantidades variaveis da-
queles, conforme a intensidade da absorcio apresentada ou do material
daisponivel.

Indicamos nas tabelas I e II as quantidades usadas. Estas amostras foram
medidas da seguinte maneira: Em tubo capilar, tarado, munido de suporte
adequado de arame inoxidavel, de modo que as pontas nio toquem o vidro de
relégio que protege o prato da balanca, toma-se um pouco de 6leo (cérca
de 12 a 15 mm., conforme o didmetro interno) aproveitando-se a capilari-

dade e, em sequida, verifica-se a diferenca de massa.

-

O tubo capilar é colocado diretamente no frasco graduado, onde se co-
loca depois o alcool iso-prolilico; com pequena movimentacio no sentido
longitudinal do tubo, consegue-se, ao fim de pouco tempo, a solu¢ido completa
do dleo.
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As solugoes sao, entao, distribuidas em cubas de quartzo, de 10 mili-
metros de espessura, calibradas, e levadas ao espectrofotometro, acompanhadas
de uma cuba contendo o solvente puro.

Usando a lampada de hidrogénio, coloca-se inicialmente o tambér dos
comprimentos de onda no ponto de partida, a 225 milimicra e, dai por diante,
em valores superiores sucessivamente, com intervalos de 5 milimicra. As aber-
turas se modificaram de modo a fazer tédas as leituras com o controle de
sensibilidade aproximadamente no mesmo ponto.

Material: — Os peixes foram capturados em cinco diferentes locais,
variando assim as condicdes do meio de vida.

A 1% experiéncia (17.11.48) foi feita com peixes recebidos de Friburgo,
vivos. Tratava-se de um vermelho de 15 cms. e de uma carpa de 18 cm.

A 2% experiéncia (13.12.48) foi realizada com peixes do rio Piabanha,
nescados desde Itaipava até Areal.

Neste trecho as espécies consegquidas foram apenas duas: cascudo e
acara. Peixes de tamianho médio de 15 cm.

Para um resultado preliminar os figados de cada espécie foram mistu-
rados independentemente do sexo.

A 3% experiéncia (17.12.48) contou com peixes apanhados no Tingua e

consistindo em cascudo, trairas e acaras de tamanhos médios, respectivamente,
de 22 cm, 25 cm e 18 cm.

Na 4* experiéncia empregamos carpas apanhadas na Av. Tijuca, em um
lago artificial onde ésses peixes sao criados.

Finalmente, a 5? experiéncia fez-se com cascudos e trairas capturados nos
terrenos do proprio Instituto, onde, surpreendentemente, ésses peixes aparecem
e crescem nas valas de irrigacao das capineiras. Os primeiros mediam uma
média de cm, e os outros 18§ cm. Acrescentamos nesta experiéncia o material

obtido de tucunarés pescados nos lagos da Universidade Rural, no quild-
metro 47, da Estrada Rio-Sao Paulo.

Os figados dos peixes foram retirados imediatamente apés a morte dos
mesmos nunca havendo demora maior do que 2 horas até serem manipulados.

O primeiro tratamento, foi o de ftriturar ésse material sequindo-se apés
a pesagem, a sua mistura com sulfato de s6dio anhidro em quantidade sufi-
ciente para obter um po aparentemente séco.

Este po foi entdao, extraido com éter etilico séco, isento de perdxidos, em
aparelho de Soxhlet até o esgotamento total.
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—

Apés evaporacdo do éter, o residuo obtido em temperatura baixa, claro e
séco era acondicionado em tubos capilares bem cheios e fechados a lampada.
até o exame espectrofotométrico.

Os rendimentos foram variaveis, obtendo-se em poucos casos quantidades
de 6leo em excesso sébre o valor de 5% geralmente encontrado.

Como dissemos antes, foram feitos tracados com o 6leo de referéncia da
F. E. U. e acetado de vitamina A Sintético Roche além de um 6leo de
cagao, padrao, da Escola Técnica Darcy Vargas, de Marambaia, E. do Rio.

Para excluir, em alguns casos, o efeito de absorcao devido ao éleo pro-

priamente dito, separou-se o insaponificavel e fez-se o tracado das trans-
missdes no ‘ultra violeta.

A técnica para retirada do insaponificavel foi a sequinte (A.O.A.C.)
(9 r—.

0,25 a lg. do oleo ¢ refluxado com 30 ml. de alcool a 95% e com 3 ml.
de hidroxido de potassio em solucdo a 509%, durante vinte minutos.

Resfria-se, dilui-se com 30 ml. de agua e extrai-se com 30 ml. éter
etilico isento de perodxidos.

Lava-se o extrato etéreo com 100 ml. de agua. Repete-se a operacao até
aliminacao do alcali.

Evapora-se o éter e, antes de secar adiciona-se um pouco do selvente
que sera usado na determinacio.

Continua-se a evaporacdo até eliminacio completa do éter « retoma-se,
entao, com o solvente completando o volime em baldo aferido.

CONCLUSOES

O exame das curvas de absor¢io dos diferentes oleos de figado de

peixes de agua doce nao revela a presenca de quantidade apreciavel da
Vitamina A ..

Em muitos déles ha mesmo auséncia, da curva tipica da Vitamina A,
tao abundante nos peixes de agua salgada.

-

E interessante o fato de que na 5* Experiéncia, o peixe tucunaré tenha
dado um 6leo que possivelmente contém as vitaminas A e A,

No mesmo ambiente, 6leos de peixe como acara e cascudo, nao apresentam
vestigios de absorcao tipica dessas vitaminas.
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Esse fato é ainda repetido na 3* Experiéncia onde o material de trairas,
que foram apanhadas no mesmo momento e iocal que os outros pe'xes que

compoem a experiéncia, oferece uma curva que indica a existéncia da vita-
mina A.

Os insaponificaveis foram retirados para corrigir o efeito da absorcao dos
6leos e, ainda assim, os resultados ndao se modificaram.

Parece que deve haver um sistema ou cadeia de alimentacao que esta
permitindo a uns o suprimento da vitamina enquanto outros nao a recebem
por serem pobres os intermediarios.

O fenomeno se repete em locais e clima diferentes.

O prosseguimento natural deste trabalho seria verificar si a falta de re-
servas das vitaminas nesses peixes chega a trazer modificacdes de suas
funcdes ou se havera uma outra substancia além das conhecidas que desem-
penha um papel semelhante ao daquelas no caso dos peixes de agua salagda.

SUMARIO

Sao apresentadas curvas de absorcao especifica de solucdes de 6leos de
figado de peixes de agua doce e o6leos e referéncia com vitamina A.

Em alguns casos o insaponificavel foi retirado afim de eliminar a inter-
feréncia devida a absorcao dos constituintes do 6leo.
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TABELA — 1

QUANTIDADES EMPREGADAS NA DETERMINACAO DE ABSORCA

— — — S ———

EXPERIENCIAS (x)
AMOSTRAS MATERIAL PEIXES | 1 |
ﬁ 1.2 2. 33 | 4a 5
R T 'i !
| .
I Oleo Vermelho ? 28 = == —
2 Oleo Cacdo *566A REFERENCIA — | 135 I — — |
| I) 119
3 Oleo Carpa Ciprinus carpa 46 — | — IT) 135 |
1 Oleo Tainhota Gypsilurus heterurus, Raf. y 05 — } = | ~—
5 Oleo - Traira Hoplias malabaricus - — | 58 —-
| I) 184
6 | Oleo Acard yeophagus brasiliensis, G. — | II) 37 66 —
7 | Oleo Cascudo Fam. Locarideos — 80 | 38 | -—
8 Oleo Tucunaré Cichla ocellaris — — — -
9 ~ Insaponificdvel Cacdo *562A REFERENCIA |
10 ' Insaponificivel Acara Geophagus brasiliensis, G. | — — | — -
11 Insaponificavel Carpa Ciprinus carpa ‘ —- — — - -
12 Oleo  Farmacopéa Ameri- | |
| cana. - REFERENCIA | = = = —
13 | — | |
| Vitamina A sintética |
REFERENCIA = - ~ =

Roche.

—

(x) Os algarismos indicam ntimero de miligramos dissolvidog em 100 em3 do solvente.

(xx) Quantidade inicial de éleo saponificada e retomada sob forma de insaponificavel no golvente.

48 (xx)
b (xx)
[I) 454 (xx)
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TABELA L1

ABSORCOES DOS DIFERENTES OLEOS REFERENTES A CONCENTRACAO DE G POR 109 cm3 DO SOLVENTE

r
CUMPRI- PEIXES DA 1.« EXPER. PEIXES DA 2» EXPER, PEIXES DA 3 EXPER, | LrrAlis DA 4a PEIXES DA 5.2 EXPER
MENTO * EXPER. - :
DE ONDA lf | | - : ‘— i
(micra) 1 3 1 | 7 6—1 | 6—II | 2 | 7 ) § 3—I = 5 7 | 8
| | | | |

| | | | e e

| | | | | !
225 | 52,85 31,07 24,99 | 187,50 | 5,47 | 11,88 14,07 10,65 | 10,86 8,78 16,72 | 12,22 20,68 | 31,25 27,26
230 49,45 29,00 24,13 181,25 5,25 | 11,48 12, 59 9,99 | 10,77 8 63 | 15,79 12,59 | 19,53 | 26,68 26, 12
235 44,99 27,05 22,58 162, 50 5,79 10,40 | 11,11 8, 81 10, 68 818 | 14,20 12,22 | 17,46 | 26,43 | 23,29
240 37,85 24,22 19, 39 131, 25 3,74 8, 24 — 7,10 |- 10,17 7,27 11,55 ! 9,62 | 14,01 21,25 | 19,79
245 32,85 | 22,81 | 15,86 | 103,75 2, 64 504 | 5,01 | 9,65 6,51 0,45 | 6,66 | 11,49 17,75 | 16,47
250) 31,06 20, 64 12,93 83, 75 1,54 3.78 = 5,13 | 9,30 6,06 7.56 | 3 40 | 0, 42 15,31 14,31
255 20, 28 19, 55 11,37 72,50 | 0,93 2,78 3,55 4,72 8, 96 5,83 6, 63 1,85 8, 50 13,75 12,78
260 26, 78 19, 12 10, 86 66, 25 0,77 2,43 9,22 4,52 8, 62 5, 52 6, 38 1,77 7,81 12,37 11,92
265 23, 56 19, 12 10, 68 56, 25 0, 69 2,16 1,92 4,20 | 8,10 5,04 6, 13 1,85 | 7.23 10,75 11,13
270 21,06 19,99 0,01 | 49,37 0, 65 2,08 1,92 3,99 7,81 1,59 6,05 Lo 6,66 9,25 10, 67
275 19, 81 22,16 9,56 44. 37 0,57 1,94 2,14 3,99 7,75 4,24 5, 88 } 2,20 | 6,03 | 8,50 | 10, 67
280 18, 92 22,81 8,96 11,25 0, 54 1,89 2,33 3,81 7,75 4,01 5,67 | 2,48 | 5, 51 7,75 10, 45
285 17.85 24 98 8, 41 37, 50 0, 50 1,67 = 3. 68 7.75 3,71 550 |  2,48|  5.05 7.37 10, 67
290 16,78 25, 64 7,67 34,37 0,43 1,54 2 77 3,42 7,81 3,48 5,29 2, 62 1,59 7,00 10, 65
295 15,53 25, 64 6, 89 30, 62 0,37 | 1,43 3,02 3. 02 7,93 3,18 4,70 2,29 4,10 6, 68 9,99
300 14, 64 26, 51 6,37 28,75 0,35 1,35 e 3,02 8,10 2,95 4,78 | 2,48 3.73 | 6,50 9,76
305 13,39 28, 68 5,94 25, 62 9,32 1,26 3,48 3,02 8,18 2,65 4,74 3,33 3, 38 6,25 9,76
310 12, 31 30, 42 5,51 21, 87 0,29 1,16 = 3,02 8. 27 9. 39 3, 86 2,51 3,04 6, 12 9, 88
315 11,60 33, 68 5,17 20, 00 0,28 1,16 4,22 3,15 8, 26 2,19 4,15 2,51 2,81 6,06 | 10, 22
320 11,42 35,85 4,94 18,12 0,27 1,13 | 4,44 3,34 8, 44 2,00 4,03 3,25 2,58 5,87 | 10, 67
325 11,07 38, 46 1, 65 16, 87 0,27 0,94 1,59 3,55 8, 44 1,96 3,06 2,18 |  2.37 5, 68 10,90
330 10,71 38, 46 4,31 15,00 0,25 0,94 | 1, 60 3, 60 8,27 1,89 2 56 1,44 2,18 5,43 11,18
335 9, 82 37,15 | 3,91 13,75 0,22 0, 89 4, 51 3,42 7,75 1,74 2. 31 1,24 2,01 | 4,93 11,18
340 8, 57 34,98 3,44 11,87 0,20 0, &1 4,14 3,42 7,24 1,51 2,10 1,11 1,83 4,37 10, 73
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20"
E. 12 Expoeriencia
OTAIHHmTh. 58 mg {0¢en?
D VERMELMO 28 mg ! {Ocm?
A CAnPA 4 b mg. {O¢m? /y— C
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E 23 Cxperiencia
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0 Geara 1 184 mg : {0cm’®
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— Cacdo #566 0%} 135 mg : {0cm?
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10-
E J* Experiéncia
o Cascudo J,8 ma: 10 cm’
o Tralra 5,8 mg: 10 cm’
a ACara 6,6 mg; 10 cm?
'
07

\C\' \J\W}fﬂ"‘“m 7
¢
O D
Q ‘ﬂh\,\ﬁ\
O \ﬂ\
1.\ \ﬂ.\'
a \&\"‘m
02 i
Q T
H"ﬁ-“ "ﬂu.__ oA
v""{}___‘ﬂ‘ A o
--'Q"*'{}---.c}._,_ﬂ_‘ ~ AL T *
X ﬂ'---O""D" O "*}"\%“‘g- Q‘*-—-O-.
~a.
0 i
220 25 270 295 320 i

43 Experiéncia

o Carpa 1 (peg) 11,9 mg: {0cm®
0 Carpa I (iran) 13,9 mg: 10cm’
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20.
& J*Experiéncia
aCascudo 8,7 mg {0 em’
o1 raira 80mg 10 crr’
o Twcunare ﬂﬁ?t:ﬂfidfnn:‘
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20-
E Oleos de referéncia o
msaponificaveis
o Acara I %6 mg : 10 e’
a Carpa 494 me, +10) e
o Cacao 48 ma 10 cm?
— Oleo dereferéncia USP 168 mE:iO cm’
... VitaminaA sinfetlica 0,4 m&;{()t:rrr-t
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