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RESUMO
DORCE, Larissa Selini, Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados MS, Marco de
2022. Manejo de temperatura e uso do suplemento urucum na alimentacdo de betta
splendens. Orientadora: Claucia Aparecida Honorato; Coorientador: Klaus Casaro Saturnino.

Resumo: Dentre as espécies com importante potencial na piscicultura ornamental, o Betta
splendens apresenta grande relevancia, por ser um peixe amplamente difundido pelo Brasil,
destacando-se por sua beleza, coloragdo marcante e rusticidade. Neste contexto, a demanda
crescente por espécies de cunho ornamental tem induzido cultivos cada vez mais intensivos.
Sendo assim, torna-se imprescindivel a producdo de dietas que atendam exigéncias cada vez
mais especificas destes animais, e a utilizacdo de aditivos alimentares para as espécies
ornamentais pode contribuir para a confecgéo de racoes, colaborando para o fortalecimento da
imunidade, a intensificacdo da coloracdo corporal, o aumento da digestibilidade dos
ingredientes, atendimento as exigéncias nutricionais das espécies, além de colaborar com o
bem-estar durante o cultivo. Um bom exemplo é o urucum, por possuir compostos bioativos,
como carotendides, oriundos do metabolismo secundario das plantas, e com importantes
propriedades antioxidantes, responsaveis pela protecdo celular. Neste contexto, compreendendo
que a utilizagdo de substancias bioativas, tém crescente atencdo e utilizagdo em racOes
comerciais pela sua acdo antioxidante em animais cultivados, o objetivo do presente estudo é
avaliar os efeitos de diferentes niveis de inclusdo de extrato de urucum na alimentacéo de Bettas
splendens, como promotor de bem-estar durante seu cultivo.

Palavras-chave: Aquicultura ornamental; Aditivo; Bixa orellana L; Desempenho.



ABSTRACT

DORCE, Larissa Selini, Federal University of Grande Dourados, Dourados MS, march 2022,
Use of annatto in the diet of cultivated ornamental fish as a promoter of well-being.
Advisor: Claucia Aparecida Honorato; Co-Advisor: Klaus Casaro Saturnino.

Abstract: Among the species with important potential in ornamental fish farming, Betta
splendens has great relevance, as it is a fish widely spread throughout Brazil, standing out for
its beauty, striking color and rusticity. In this context, the growing demand for ornamental
species has induced increasingly intensive cultivation. Therefore, it is essential to produce diets
that meet increasingly specific requirements of these animals, and the use of food additives for
ornamental species can contribute to the production of rations, contributing to the strengthening
of immunity, the intensification of coloration. corporal, increasing the digestibility of the
ingredients, meeting the nutritional requirements of the species, in addition to collaborating
with the well-being during cultivation. A good example is annatto, as it has bioactive
compounds, such as carotenoids, from the secondary metabolism of plants, and with important
antioxidant properties, responsible for cellular protection. In this context, understanding that
the use of bioactive substances has increasing attention and use in commercial rations for their
antioxidant action in cultivated animals, the objective of the present study is to evaluate the
effects of different levels of inclusion of annatto extract in the diet of Bettas splendens, as a
promoter of well-being during its cultivation.

Keywords: Additive; Bixa orellana L; Ornamental aquaculture; Performance.
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CAPITULO 1

CONSIDERACOES INICIAIS

A aquicultura é um processo complexo, diversificado e interativo, que depende de
recursos hidricos e humanos, animais e investimentos em capital. Uma grande variedade de
organismos aquaticos é encontrada na aquicultura (SUN, et al.,2020), com destaque para a
producao de peixes ornamentais.

A piscicultura ornamental de agua doce é uma grande atividade centrada na regido
Sudeste do pais, principalmente nos estados de Séo Paulo e Minas Gerais. Mais de 100 espécies
da bacia amazénica e da Asia foram produzidas nas ultimas décadas. Algumas delas incluem
Pterophylum scalare, Symphysodon aequifasciatus, Betta splendens, Carassius auratus,
Cyprinus carpio e Poecilia reticulata (VALENTI et al., 2021), com a Betta splendens com
importante relevancia comercial. Esta espécie apresenta-se amplamente difundida pelo Brasil,
destacando-se por sua popularidade em razdo de sua beleza, coloracdo marcante e rusticidade
(SANTOS et al., 2020).

A procura crescente por espécies ornamentais tem induzido a realizac&o de cultivos cada
vez mais intensivos. Sendo assim, torna-se imprescindivel a producgéo de dietas que atendam as
exigéncias destes animais, especialmente sob estas condicGes. A utilizacdo de aditivos
alimentares para espécies ornamentais pode contribuir para a confeccdes de ragdes, colaborando
para o fortalecimento da imunidade, a intensificacdo da coloracdo corporal, 0 aumento da
digestibilidade dos ingredientes, além de atender as exigéncias nutricionais das espécies
(GOMES et al., 2021).

Dentre os aditivos utilizados na producdo de dietas para espécies ornamentais, existem
os pigmentos, com o papel de intensificar a coloracdo pele (ZUANO et al., 2011). Um dos
principais pigmentos utilizados sdo os carotenoides, que também contribuem para 0 aumento
da resposta imunolégica e melhora do desempenho dos peixes (COSTA & MIRANDA-FILHO,
2020)

Como os carotenoides sdo conhecidamente elementos relacionados com a atividade do
sistema imune e a respostas ao estresse, peixes alimentados com dietas carentes deste grupo
alimentar, podem apresentar deficiéncias no que tange a pigmentacao desejada da pele e menor
capacidade imunoldgica dos animais (CLOTFELTER et al., 2007).

O uso de aditivos naturais como substancias bioativas nas ra¢fes proporciona um

veiculo simples de melhorar a satde e o desenvolvimento dos peixes. Consequentemente, varios
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produtos a base de extratos e 6leos vegetais tém sido explorados como bioativos em racdes
comerciais, resultando em efeitos positivos sobre o desempenho e a salde dos animais
(SANTOS et al., 2020).

As substancias bioativas estdo presentes em diversos alimentos na forma ativa, e
compdem o grupo dos compostos antocianinas, flavonoides e fendlicos, além de outros
compostos que proporcionam Vvarios beneficios a salde. Grande parte desses componentes é
responsavel pelas cores dos alimentos, como vermelha, roxa e azul, encontrados em diversos
vegetais, flores e frutos (BATISTA et al., 2014). Alem disso, a utilizacdo dessas substancias
bioativas, tém crescente atencdo, gracas a sua acao também antioxidante (FARIA et al., 2016).

O urucum, conhecidamente, possui muitos compostos bioativos, dentre os quais
compostos fendlicos e carotenoides, importantes substancias com propriedades funcionais,
como a propriedade antioxidante, responsavel pela protecdo celular (MOREIRA et al., 2014).
Uma destas substancias € a bixina, o carotenoide de maior concentracdo nas sementes desta
planta, podendo chegar a até 80% de sua constituicdo (TOCCHINI & MERCADANTE, 2001).

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Aquicultura Ornamental

Aquicultura industrial é uma atividade relativamente jovem no Brasil, com cerca de
meio século de existéncia (VALENTI et al., 2021). Apresenta-se dividida em varias outras
atividades, com destaque a piscicultura ornamental, um campo em ampla expansdo no Brasil.
Esta atividade trata-se de um componente significativo no comércio da aquicultura
internacional, atendendo um publico exigente, composto por milhdes de aquaristas em todo o
mundo (SANTOS et al., 2020).

A aquicultura ornamental é uma atividade que nos ultimos anos vem se destacando
como um dos setores mais lucrativos da piscicultura brasileira (GOMES et al., 2019). O
potencial dessa atividade tem estimulado e alavancado o setor, visto que, o quilo do peixe
ornamental produzido pode alcancar até 500% sobre valor do quilo de peixes de corte, variando
de acordo com a espécie e linhagem utilizada (BARRETO, 2017). Peixes ornamentais
apresentam caracteristicas marcantes, como formato e coloracao diversas, tornando-os um forte
atrativo ao comércio (DORCE et al., 2020).

1.2 Betta splendens
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Dentre as espécies de interesse ornamental, o Betta splendens é um peixe muito difundido
no Brasil destacando-se principalmente por seus atrativos de aparéncia, coloracéo, iridescéncia,
formato da nadadeira e tamanho do corpo (PANIJPAN,et al., 2020). Comumente conhecido
como peixe lutador siamés, ocorrem naturalmente em pequenos corpos de agua doce na
Tailandia e em torno do sudeste da Asia (CIAMBRONE et al., 2019).

O Betta splendens é conhecido por suas formas domesticadas, apreciadas como um peixe
ornamental originalmente criado para seu uso em jogos de azar, semelhantes as brigas de galo.
Por meio da reproducdo em cativeiro, uma ampla variedade de comportamentos e morfologias
emergiram, incluindo variagdo na agressividade, pigmentacdo, tamanho do corpo e forma das

nadadeiras, o que levou a um mercado lucrativo como peixe ornamental (ZHANG et al., 2021).

1.3 Substancias aditivas na alimentacéo de peixes ornamentais

A Instrugdo Normativa n® 13 de 30 de novembro de 2004, regulamenta o uso de aditivos
destinados a alimentacdo animal, podendo serem definidos como quaisquer substancias ou
microrganismos incorporados intencionalmente ao alimento, que afetem ou melhorem as
propriedades da dieta ou dos produtos animais (BRASIL, 2004). A relevancia do uso de aditivos
dentro da aquicultura tem sido enfatizada, devido as suas vantagens em relacdo ao aumento da
produtividade, reducédo da taxa de mortalidade, a melhora da imunidade e melhora da converséo
alimentar (FILHO et al., 2020).

Um estudo realizado por Song et al. (2017) com Symphysodon spp. utilizando dietas
acrescidas de astaxantina mostrou que ela, quando utilizada de forma dietética, pode melhorar
efetivamente a pigmentacédo da pele dos animais em quatro semanas de uso, em concentragoes
de 200 mg kg™~ de rag&o. Em outro estudo com astaxantina natural e sintética na dieta, mas em
P. fridmani, ficou demonstrado que o tratamento mais eficaz foi com astaxantina natural na
concentracdo de 100 ppm por 70 dias. Os autores demonstraram o efeito da relacdo combinada
e interativa entre concentracdo e o tempo de suplementacdo na cor de P. fridmani, e como a
astaxantina natural é mais eficaz em melhorar a cor dessa espécie de peixe ornamental (JIANG
etal., 2019).

Em outro estudo, utilizou-se oleorresinas, paprica, curcuma, clorofila e suas
combinagdes, na alimentagéo de A. ocellaris por 60 dias, com concentragdes de 20 mg kg%,
buscando avaliar seus efeitos na intensidade da cor da pele, niveis de carotenoides, desempenho
de crescimento e atividades de enzimas digestivas na espécie. A intensidade de cor na pele

guanto aos tons de vermelho e amarelo, e os niveis de carotenoides totais foram demonstrados
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com maior intensidade em peixes alimentados com péprica. Os peixes alimentados com a dieta
contendo a combinacgéo de oleorresina apresentaram peso corporal final, taxa de crescimento
especifico, % de ganho de peso e eficiéncia alimentar maiores em comparagao com outros
tratamentos. O contedo de carotenoides de corpo inteiro foi maior nos grupos a combinagédo
de oleorresina e paprica (EBENEEZAR et al., 2020).

1.4 Urucum

A Bixa orellana L (Urucuzeiro) é uma planta, natural da América Tropical. As sementes
de urucum apresentam em sua superficie uma camada denominada de pericarpo, que possui
varias substancias contendo celuloses (40 a 45 %), proteinas (13 a 16 %), agucares (3,5 a 5,2%),
oleo fixo (3 %), 6leos essenciais (0,3 a 0,9 %), betacaroteno, e outros carotenoides (4,5 a 5,5%)
sendo a bixina e a norbixina os mais abundantes (OLIVEIRAS et al., 2021).

O urucum possui importantes compostos bioativos, oriundos de seu metabolismo, como
compostos fendlicos e carotenoides, que por vezes estdo envolvidos com propriedades
funcionais, como atividade antioxidante, responsavel pela protecdo a oxidacdo celular
(MOREIRA et al., 2014). Neste contexto, Fries et al. (2014) em estudos realizado com
Carassius auratus, constataram que a inclusdo de farelo de urucum na dieta destes animais

mostrou ser um bom promotor no desempenho produtivo dos peixes.

1.5 Coloracéo dos peixes € a influéncia dos carotenoides na pigmentacéo

Para espécies ornamentais, o valor final agregado e sua qualidade sdo fatores
determinados por diversos aspectos, sendo a coloragcdo a mais importante. A pigmentacdo da
pele é uma caracteristica fundamental em peixes, que acentua o valor e demanda no comércio
desses individuos (EBENEEZAR et al., 2020).

No entanto, a variedade e a complexidade dos padrdes de pigmentos sdo extremamente
enigmaticas em peixes, pois possuem até seis tipos diferentes de cromatéforos com pigmentos
de identidades quimicas diferentes (KOTTLER et al., 2015; CAL et al., 2017).

Entre as diferentes cores dos peixes, a mais explorada na aquicultura € a vermelha e suas
variagdes, que vao para laranja ou amarelo. Para organismos pigmentados aquéticos, a cor da
pele é uma caracteristica atraente no mercado, o que estimula seu consumo, onde os individuos
de cor avermelhada, adquirida principalmente pela presenca de astaxantina (um carotendide
néo sintetizado por esses animais), possuem maior valor comercial. Desta forma, a astaxantina
tem sido incluida nas dietas destes animais nos sistemas de aquicultura (COSTA & MIRANDA-
FILHO, 2020).
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A astaxantina, o principal carotenoide utilizado na aquicultura, tem a maior atividade
antioxidante entre os carotenoides naturais, possuindo um potencial para quelacéo de radicais
livres, maior do que o da vitamina E (MIKI 1991). Além disso, inibe a peroxidacdo lipidica
mitocondrial e contribui para a estabilidade da membrana celular (GOTO et al., 2001).

Em peixes, os carotenoides no tegumento sdo usados principalmente para camuflagem,
sinalizagéo e coloragcdo (DE CARVALHO et al., 2017). Uma vez que 0s peixes ndo podem
sintetizar carotenoides, a intensidade da coloracdo do tegumento depende da quantidade e do
fornecimento de carotenoides dietéticos, bem como do tipo fornecido (KALINOWSKI et al.,
2005). Por outro lado, a falta de carotenoides resulta em animais de cor opaca (LIM et al.,2018).
Isso é importante, particularmente para espécies de peixes ornamentais, onde a colora¢do no
tegumento tem um efeito significativo no preco de mercado e peixes mais brilhantes sdo
percebidos como de maior qualidade, o que aumenta a aceitabilidade do consumidor (KAUR
& SHAH, 2017; COSTA & MIRANDA-FILHO, 2020).

1.6 Influéncia da temperatura sobre o metabolismo dos peixes

Dentre os fatores ambientais de grande influéncia sobre o metabolismo dos peixes
destaca-se a temperatura (ZENI & OSTRENSKY, 2016, DE OLIVEIRA et al., 2017). Uma vez
que, essa pode ser utilizada para determinar a temperatura ideal de uma espécie por meio de
indicadores bioquimicos, de estresse e metabolicos. Deste modo, uma maneira de analisar 0s
impactos que a temperatura tem sobre o metabolismo dos peixes é utilizar as técnicas de
alocacdo de energia celular (CEA) e a taxa de consumo de oxigénio (OCR) (WEN et al., 2017)

Outros métodos de classificar os efeitos da temperatura sobre o metabolismo dos peixes
é através de analises de metabdlitos como, acidos graxos livres, cortisol, glicogénio, glicose,
hematocrito, hemoglobina, lactato e triacilglicerdis. Também podem ser utilizadas enzimas
como, alanina aminotransferase, fosfatase alcalina hepética e aspartato aminotransferase, para
avaliar o metabolismo em peixes. Wen et al. (2017) demonstraram em seu estudo, com
Symphysodon aequifasciatus, que quando expostos a trés diferentes temperaturas (20, 24 e
28°C), houve aumento destas enzimas nas temperaturas mais baixas de forma proporcional.

He et al. (2015) avaliaram os efeitos da baixa temperatura (13°C) em juvenis de
Oreochromis niloticus, e observaram aumento da atividade das enzimas glutationa peroxidase,
superdxido dismutase, glutationa e catalase no figado e aumento do malondialdeido em razéo
da oxidacdo dos acidos graxos ocasionando danos oxidativos, demonstrando o efeito da baixa

temperatura sobre a resposta antioxidante e oxidativa dos peixes.
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1.7 Estudo do comportamento em peixes

O estudo do comportamento animal trata-se do acompanhamento e descricdo das
atividades que regulam a existéncia dos organismos (DEL-CLARO,2004). Respostas
comportamentais podem ser adotadas como medida compensatoria aos estressores ambientais,
sendo capaz de ser utilizadas como ferramentas avaliativas de qualidade ambiental (WOLFF &
DONATTI.,2016). Levando em consideracdo que o estudo do comportamento animal pode ser
uma técnica crucial para a aquicultura (MARTINS et al., 2011). Espécies de peixes de pequeno
porte séo pouco estudadas devido a complexidade de coleta de material biolégico (DEBOLETO
et al., 2020) para as analises comumente utilizadas para deteccdo de bem-estar e estresse (DA
SILVA et al. 2018).

Wolff & Donattl (2016), utilizaram o mecanismo do estudo do comportamento para
descrever e comparar os padrdes comportamentais do Phalloceros harpagos, submetido a um
experimento de acidificacdo artificial. Zhang, et al., (2021) em estudos com juvenis de Sebastes
schlegelii, analisou e determinou como o tipo e a quantidade de enriquecimento afetaram a
resposta ao estresse dos animais, utilizando a taxa de batimento opercular como um indicador
comportamental para avaliar a resposta comportamental ao estresse. Brandao et al., (2018),
em seus estudos com Cichlasoma paranaense avaliaram a influéncia do aumento e da
diminuicdo da temperatura sobre o comportamento agressivo, tendo, a atividade de natacdo e
interacfes agressivas em peixes isolados como ferramentas para analisadas dos

comportamentos dos peixes.

2. OBJETIVO
Avaliar os efeitos de diferentes niveis de inclusdo de extrato oleoso de urucum na

alimentacdo de Bettas splendens, como promotor de bem-estar.

2.1 Objetivos Especificos

-Avaliar os efeitos da inclusdo de extrato oleoso de urucum no desempenho zootécnico de
fémeas vermelhas de Betta splendens;

-Avaliar os efeitos do extrato oleoso de urucum sobre coloragdo de fémeas vermelhas de Betta
splendens;

- Analisar a atividade enzimatica de fémeas vermelhas de Betta splendens submetidos a dietas
com extrato oleoso de urucum;

-Avaliar o comportamento hepético a nivel histologico, dos efeitos do extrato oleoso de

urucum em fémeas vermelhas de Betta splendens;



18

-Analisar o comportamento e atividade antioxidante de fémeas vermelhas Betta splendens
submetidos ao protocolo alimentar, com dietas acrescidas de extrato oleoso de urucum, quanto

a0 estresse por temperatura;
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CAPITULO 11

RESUMO
DORCE, Larissa Selini, Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados MS, marco de
2022. Resposta de comportamento de fémeas vermelhas de Betta splendens a temperaturas
reduzidas. Orientadora: Claucia Aparecida Honorato; Coorientador: Klaus Casaro
Saturnino.

Resumo: O estudo do comportamento animal pode ser uma ferramenta crucial para a
aquicultura. Mudangas sdo os primeiros indicadores de alteracbes em fatores externos e
internos. AlteracGes na temperatura podem modificar o consumo alimentar, a taxa de transporte
de oxigénio, a regulacdo i6nica e o equilibrio &cido-base, provocar a depressdo do sistema
imunoldgico e, consequentemente, a diminuicdo da sobrevivéncia. Diante desse contexto, o
objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento e sobrevivéncia de fémeas vermelhas de
Betta splendens submetidas a diminuicdo de temperatura ambiente. Espécimes de Betta
splendens fémea (n = 72, P = 0,983+0,058g, CT = 3,909+0,268cm), foram aleatoriamente
divididos em 24 aquarios (5L) e aclimatados a 26°C. A partir dai, a temperatura foi
gradualmente diminuida em aproximadamente 2°C/h pela adicdo de gelo, até atingirem as
temperaturas  de 16, 14, 12 e 10 °C, com os animais em jejum. Quando atingiam a respectiva
temperatura, 0s peixes eram mantidos na mesma por 12h. Os respectivos comportamentos
foram registrados a cada hora, quando a temperatura de manutencao fria era atingida, durante
12 horas. N&o foi observada mortalidade durante o ensaio experimental. Os parametros fisicos
e quimicos durante o experimento foram: pH: 6,96+0,51; oxigénio dissolvido: 5,2 mg.L-
1+1,93, sem diferencga significativa entre os tratamentos (P>0,1). Mordidas e perseguicdes
foram mais observadas nas temperaturas de 14 e 16 °C. Nas temperaturas de 10 e 12 °C
observou-se comportamento errdtico de natagdo entre os peixes. Os maiores batimentos
operculares foram observados para peixes submetidos a temperatura de 12°C e foram
diminuindo até a temperatura de 16°C. Desta forma, foi possivel demonstrar que a diminuicéo
de temperatura se apresentou como um modulador de comportamento para as fémeas de
Betta splendens. Além disso, nas condicdes estipuladas, 0s espécimes apresentaram-se capazes
de sobreviver, demonstrando sua resisténcia sob tais condicdes.

Palavras chaves: Aquicultura; Bem-estar; Estresse; Fisiologia; Ornamental.

ABSTRACT
DORCE, Larissa Selini, Federal University of Grande Dourados, Dourados MS, march 2022,
Behavior response of red Betta splendens females at reduced temperatures Advisor:
Claucia Aparecida Honorato; Co-Advisor: Klaus Casaro Saturnino

Abstract: The study of animal behavior can be a crucial tool for aquaculture. Changes are the
first indicators of changes in external and internal factors. Changes in temperature can modify
food consumption, oxygen transport rate, ionic regulation and acid-base balance, causing
depression of the immune system and, consequently, decreased survival. Based on the above,
the objective of this study was to evaluate the behavior and survival of red female Betta
splendens submitted to a decrease in ambient temperature. Female Betta splendens specimens
(n =72, P =0.983+0.058g, CT = 3.909+0.268cm), were randomly divided into 24 aquariums
(5L) and acclimated to 26°C. Thereafter, the temperature was gradually reduced by
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approximately 2°C/h by the addition of ice, until reaching temperatures of 16, 14, 12 and 10°C,
with the animals fasting. When they reached the respective temperature, the fish were kept at
the same temperature for 12 h. The respective behaviors were recorded every hour, when the
cold keeping temperature was reached, for 12 hours. No mortality was observed during the
experimental trial. The physicochemical parameters during the experiment were: pH:
6.96+£0.51; dissolved oxygen: 5.2mg.L-1£1.93, with no significant difference between
treatments (P>0.1). Bites and chases were more frequently observed at temperatures of 14 and
16 °C. At temperatures of 10 and 12 °C, erratic swimming behavior was observed among the
fish. The highest opercular beats were observed for fish submitted to a temperature of 12°C and
decreased until a temperature of 16°C. In this way, it was possible to demonstrate that the
decrease in temperature was presented as a modulator of behavior for females of Betta
splendens. In addition, under the stipulated conditions, the specimens were able to survive,
demonstrating their resistance under such conditions.

Keywords: Aquaculture; Ornamental; Physiology; Stress; Welfare
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4. INTRODUCAO

O estudo do comportamento animal pode ser uma ferramenta crucial para a aquicultura
(MARTINS et al., 2011). Espécies de peixes de pequeno porte sdo pouco estudadas devido a
dificuldade de coleta de material biologico (DEBOLETO et al., 2020) para as analises
comumente utilizadas para deteccdo de bem-estar e estresse (DA SILVA et al. 2018).

Mudancgas no comportamento animal sdo os primeiros indicadores de mudangas em
fatores externos e internos (BERLINGHIERI et al. 2021). Estressores agudos e crénicos na
aquicultura causam mudangas no comportamento do individuo e no grupo (WOLFF &
DONATTI 2016), sendo o comportamento de natagdo um indicativo de bem estar dos peixes
(MARTINS et al. 2011).

Destaca-se que variacGes de temperatura € um fator que modifica o consumo alimentar
(WEN et al. 2017), alteracGes na taxa de transporte de oxigénio, na regulacao iénica e equilibrio
acidos-base (WOLFF & DONATTI 2016), além da depressdo do sistema imunoldgico e,
consequentemente, a diminuigdo da sobrevivéncia (JIN et al. 2021). Para manutencdo da
homeostasia dos peixes é requerido o controle de temperatura que resulta no aumento de custos
operacionais. Portanto, a identificacdo de altera¢cbes comportamentais associadas a temperatura,
pode ser uma eficiente ferramenta para estudos de adaptacdes metabdlicas dos peixes
ornamentais (JIN et al. 2021).

O objetivo do presente estudo foi avaliar o comportamento e sobrevivéncia de fémeas
vermelhas de Betta splendens submetidas a diminuicdo gradativa de temperatura e manutencéo

fria por 12 h.

5. MATERIAL E METODOS

Todos os protocolos experimentais de cuidado animal foram aprovados pelo Comité de
ética em experimentacdo animal da UFGD (CEUA, Protocolo 03/2019).

Espécimes de fémeas de Betta splendens (n=72, P=0,983+0,058g, CT=3,909+0,268cm)
foram obtidos de criatorio comercial, todas procedentes da mesma desova. Os animais foram
aleatoriamente divididos em 24 aquéarios (5L) e aclimatados a 26°C por 48 horas, sendo
alimentados até a saciedade com dieta comercial.

Apols a aclimatacdo, os grupos experimentais foram submetidos a diminuicao
progressiva da temperatura e manutencéo ao frio (Figura 1), com base em estudo realizado por
JIN et al. (2021), modificado. A &gua dos aquarios foi resfriada pela adigdo de gelo de modo
que a taxa de diminuicdo fosse de aproximadamente 2°C/h, até atingirem as temperaturas de

16, 14, 12 e 10 °C, respectivamente, com 0s animais em jejum. A partir da estabilizacao de cada
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grupo experimental, estes foram mantidos com as respectivas temperaturas por um periodo de

12 horas, periodo este denominado de manutencéo fria.

CCrgg -
Cy, Od62
o

Manutencéo no frio por 12h

Figura 1 — Grafico demonstrando a metodologia empregada no acompanhamento de Betta
splendens submetidos a queda de temperatura e manutencao fria por 12 horas.

O comportamento dos peixes foi registrado quando atingiram a temperatura de
manutencdo do frio a cada hora por um periodo de 12 horas (Tabela 1), com registro de
alteracdes quanto a observacdo de lesdes provocadas por mordidas, taxa de movimentacao
opercular, natacdo erratica e perseguicdo. As alteracdes observadas foram classificadas quanto
a gravidade, sendo (*) para animais sem alteracdo comportamental, (+) alteracdo
comportamental leve, (++) alteragdo comportamental moderada e (+++) para alteracdo
comportamental grave (VANDERZWALMEN et al. 2020). Ndo foram observadas mortes
durante o periodo experimental. Os parametros fisico quimicos da agua durante os tratamentos
foram: pH: 6,96 + 0,51; oxigénio dissolvido: 5,2mg.L-1 + 1,93; sem diferenca significativa
entre os tratamentos (P>0,1). A diminui¢do de temperatura € um modulador de comportamento
de fémeas de Betta splendens. avaliando o comportamento e sobrevivéncia de fémeas
vermelhas de Betta splendens submetidas a diminuicdo de temperatura ambiente néo

objetivamos mortalidade em nenhuma das temperaturas.
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Tabela 1 — Etograma avaliados em fémeas de Betta splendens submetidas a diminuigéo

progressiva e manutencdo da temperatura.

Comportamento Apresentacao

Equilibrio Perda parcial ou total do equilibro do individuo.
Letargia Incapacidade de reagir e de expressar movimentacao.
Mordidas A ocorréncia de individuos mordendo uns aos outros.
Natacgdo erratica A ocorréncia de natacdo rapida e mudanca de direc&o,

irregularidades.
Taxa de ventilagdo  Medida pela contagem visual de 20 movimentos operculares ou
opercular bucais sucessivos, medindo o tempo decorrido e, a seguir,
calculando a frequéncia por minuto. (baseado em ALVARENGA
& VOLPATO, 1995)
Perseguicéo A ocorréncia de individuos perseguindo uns aos outros

6. RESULTADOS
A ocorréncia de mordidas e perseguicdo realizadas no grupo de fémea de Betta
splendens submetidas a temperaturas de 14 e 16 °C foram maiores que as observadas nas
temperaturas mais baixas. Nas temperaturas de 10 e 12 °C observou-se comportamento erratico

de natacdo, perda de equilibrio e letargia entre os peixes (Tabela 2).

Tabela 2: Classificacdo das alteracbes comportamentais observadas em fémeas de Betta
splendens submetidas a estresse por diminuicdo gradativa da temperatura e manutencdo por

periodo de 12 horas.

Alteracoes Temperatura °C
comportamentais 10 12 14 16h
Equilibrio +++ ++ * *
Letargia +++ + * *
Mordidas + + +++ ++
Natacdo erratica +++ +++ + *
Perseguicao + + 4+ o+t

(*) sem sinal clinico, (+) sinal clinico leve, (++) sinal clinico moderado, (+++) sinal clinico grave

Os maiores batimentos operculares foram observados para peixes submetidos a
temperatura de 12°C e foram diminuindo até a temperatura de 16°C. Os peixes submetidos a

temperatura mais baixa apresentaram os menores valores de batimentos opercular (Figura 2).
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Figura 2 — Representacdo de modelo estatistico quanto aos batimentos operculares de betas de acordo
com a variagdo de temperatura.

7. DISCUSSAO
A variagdo comportamental é uma medida de bem-estar comum, uma vez que, o desvio
de comportamentos naturais pode indicar um aumento no estresse, agressao e medo
(HUNTINGFORD et al. 2006)

Quando individuos sdo submetidos a alguma reacdo estressora como o frio nota-se a
variagdo de alguns comportamentos (HU et al. 2016), assim como as fémeas de Betta splendens
apresentaram comportamentos alterados de perseguicdo e mordidas quando submetidas as
temperaturas de 14 e 16°C, em compara¢do com as demais, podendo estar relacionada a acédo
de hormonios sobre o sistema nervoso central, como a serotonina (BACKSTROM &
WINBERG, 2017). Os peixes experimentam estresse pelo frio quando a temperatura da agua
diminui para seu limite inferior de acordo com a espécie. O estresse pelo frio resulta em uma
cascata de respostas fisiologicas e comportamentais, desde a secrecdo de horménios e
neurotransmissores que agem sobre o sistema nervoso central, até a atividade locomotora,
exercida pelos musculos (HU et al. 2016). A ocorréncia de perda de equilibrio, letargia dos
animais e movimento natatério erratico, sdo geralmente reduzidos em baixas temperaturas,
podendo aumentar para um pico em uma temperatura ideal e, em seguida, diminui quando a
temperatura se aproxima do limite térmico superior (KOUMOUNDOUROS et al. 2002).

Em relacdo a taxa de ventilagdo opercular, os maiores niveis de batimento opercular
foram observados em temperatura de 12°C, quando comparados com as demais temperaturas,
pois a frequéncia de ventilacdo é uma medida fécil de avaliar o metabolismo e, indiretamente

os efeitos fisioldgicos (WU et al. 2021). As mudancas nos ritmos de ventilagcdes branquiais e
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metabdlicos respiratorios sdo indicativos de alteracGes nas condi¢Ges ambientais ou estados
fisiol6gicos, mostrando a atividade, aclimatacdo e nivel de estresse dos peixes (KAMMERER
et al.,, 2010). Os aumentos na frequéncia de ventilacdo branquial nos animais quando
estressados indicam que 0s peixes precisam aumentar o consumo de oxigénio para equilibrar a
taxa metabdlica (MILLIDINE et al. 2008). Aumentos na taxa de consumo de oxigénio e na
frequéncia de ventilagdo sdo induzidos pelo cortisol quando o peixe enfrenta perigo
(KAMMERER et al., 2010; WU et al.,2021)

8. CONCLUSAO
A diminuic&o de temperatura € um modulador de comportamento de fémeas de Betta
splendens. avaliando o comportamento e sobrevivéncia de fémeas vermelhas de Betta
splendens submetidas a diminuicdo de temperatura ambiente, assim ndo obteve mortalidade em

nenhuma das temperaturas.
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CAPITULO 111

RESUMO

DORCE, Larissa Selini, Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados MS, marco de
2022. Respostas antioxidantes em fémea vermelhas Betta splendens a baixas
temperaturas: Evidéncias do beneficio da suplementacédo do urucum Orientadora: Claucia
Aparecida Honorato; Coorientador: Klaus Casaro Saturnino.

Resumo: O Betta splendens possui grande valor comercial dentro da aquicultura, onde ocupa
lugar de destaque na indUstria pet. Em razdo da sua  procura, o Betta splendens é exportado
h& muito tempo para diferentes partes do mundo, onde a temperatura pode atingir niveis mais
baixos, e espécies mais resistentes séo preferidas devido aos custos de aquecimento de aquérios.
Essas mudancas de temperaturas, impde incessantemente uma pressao seletiva em muitos
organismos que resulta em plasticidade fenotipica, particularmente pela expressao de diferentes
fenotipos adaptativos as variacdes nas condi¢cdes ambientais. Em situacdes estressoras como a
oscilacBes de temperaturas, as espécies reativas de oxigénio em excesso oxidam, danificam
lipidios celulares, proteinas e DNA, levando a sua modificacdo, frequentemente a sua
inutilizacdo ou inibindo a sua funcdo normal. Para evitar tais consequéncias, € importante
garantir o controle da producdo de radicais livres bem como assegurar niveis adequados de
antioxidantes. Essas substancias presentes na dieta, assumem grande importancia como
possiveis agentes protetores, reduzindo os danos oxidativos. O estudo tem como objetivo
avaliar os efeitos do uso de extrato oleoso de urucum na alimentagéo de fémeas vermelhas de
Bettas splendens, submetidas ao estresse de temperatura. Foram utilizados 150 juvenis (peso
inicial 0,997+ 0,038 g e comprimento total de 3,909 + 0,268 cm), distribuidos aleatoriamente
em 15 aquarios (20L), em triplicata. Os peixes foram alimentados por 28 dias (4%PV) com as
dietas: controle; 2; 4; 6 e 10 ml de extrato oleoso de urucum (EOU) kg™ de dieta, com a
finalidade de se obter as quantidades de 0,05; 0,1; 0,15 e 0,25% de Bixina/kg de inclusao extrato
na dieta. Ao término dos 28 dias, todos os individuos foram submetidos a diminuicao
progressiva de temperatura e manutencdo ao frio, passando entdo ao teste de recuperacao,
permanecendo durante seis horas em temperatura de 28°C, seguido de coletas para analises
bioquimicas e histopatolédgicas. Os parametros fisico quimicos da agua mantiveram-se com pH
= 6,80+0,16 e oxigénio dissolvido 5,71+0,28 mg/L. Nao foram observadas diferencas
significativas quanto ao desempenho zootécnico dos animais (P>0,05), assim como morte de
animais. A utilizacdo de dietas contendo bixina proveniente de extrato oleoso de urucum néo
alterou as funcgdes digestivas e a coloracdo da pele dos peixes. A utilizacdo de dietas com 0,15
mg de bixina.kg de dieta® apresentaram os maiores valores de ALT e AST. As fungdes
hepéaticas foram consideradas normais por houve manutencdo da albumina sem diferenca
estatistica entre os tratamentos. Nas branquias dos peixes foi observado maior atividade da SOD no
grupo controle. A utilizacdo de 2 e 10 ml de EOU nas dietas promove aumento da atividade de
SOD na pele dos peixes submetidos a diminuicdo de temperatura. A utilizagdo de 2 e 4 ml EOU
resultou na diminuic&o da atividade de CAT na pele.Neste trabalho observou-se que a branquia
altera a atividade de SOD e CAT frente as variagcdes impostas de temperatura. Altos niveis de
EOU em dietas para fémeas de beta promovem aumento da atividade de CAT branquial na
recuperacdo da temperatura. A atividade da SOD mensurada na pele foi responsiva a presenca
de EOU, mas néo alterou a atividade da CAT. Baseado nas condi¢des em que foi realizado o
experimento, recomenda-se uma dieta contendo 10 ml de adi¢éo de extrato oleoso de urucum
para juvenis fémeas de Betta Splendens, podendo ser um modulador das respostas das
atividades metabdlicas, promovendo adaptacGes a0 manejo de temperatura.

Palavras-chaves: Bem-estar; Bixina; Dieta;Ornamental.



33

ABSTRACT

DORCE, Larissa Selini, Federal University of Grande Dourados, Dourados MS, march 2022,
Antioxidant responses in red female Betta splendens at low temperatures: Evidence of the
benefit of urucum supplementation. Advisor: Claucia Aparecida Honorato; Co-Advisor:
Klaus Casaro Saturnino

Abstract: Betta splendens has great commercial value within aquaculture, where it occupies a
prominent place in the pet industry. Due to its demand, Betta splendens has long been exported
to different parts of the world, where the temperature can reach lower levels, and more resistant
species are preferred due to aquarium heating costs. These temperature changes incessantly
impose a selective pressure on many organisms that results in phenotypic plasticity, particularly
through the expression of different adaptive phenotypes to variations in environmental
conditions. In stressful situations such as temperature fluctuations, excess reactive oxygen
species oxidize, damage cellular lipids, proteins and DNA, leading to their modification, often
rendering them useless or inhibiting their normal function. To avoid such consequences, it is
important to control the production of free radicals as well as ensure adequate levels of
antioxidants. These substances present in the diet assume great importance as possible
protective agents, reducing oxidative damage. The study aims to evaluate the effects of the use
of annatto oil extract in the diet of red female Bettas splendens, subjected to temperature stress.
A total of 150 juveniles (initial weight 0.997+ 0.038 g and total length of 3.909 + 0.268 cm)
were used, randomly distributed in 15 aquariums (20L), in triplicate. Fish were fed for 28 days
(4% BW) with the following diets: control; two; 4; 6 and 10 ml of annatto oily extract (EOU)
kg-1 of diet, in order to obtain amounts of 0.05; 0.1; 0.15 and 0.25% Bixin/kg of extract
inclusion in the diet. At the end of the 28 days, all individuals were submitted to a progressive
decrease in temperature and cold maintenance, then passing the recovery test, remaining for six
hours at a temperature of 28°C, followed by collections for biochemical and histopathological
analyses. The physicochemical parameters of the water remained with pH = 6.80+0.16 and
dissolved oxygen 5.71+0.28 mg/L. No significant differences were observed regarding the
zootechnical performance of the animals (P>0.05), as well as the death of animals. The use of
diets containing bixin from annatto oil extract did not alter the digestive functions and the skin
color of the fish. The use of diets with 0.15 mg of bixin.kg of diet-1 showed the highest values
of ALT and AST. Liver functions were considered normal as there was maintenance of albumin
with no statistical difference between treatments. In the gills of fish, higher SOD activity was
observed in the control group. The use of 2 and 10 ml of EOU in the diets promotes an increase
in SOD activity in the skin of fish submitted to a decrease in temperature. The use of 2 and 4
ml EOU resulted in a decrease in CAT activity in the skin. In this work, it was observed that
the gill changes the activity of SOD and CAT in the face of imposed variations in temperature.
High levels of EOU in diets for beta females promote increased gill CAT activity in temperature
recovery. The SOD activity measured in the skin was responsive to the presence of EOU, but
did not change the CAT activity. Based on the conditions in which the experiment was carried
out, a diet containing 10 ml of annatto oily extract is recommended for young female Betta
Splendens, which may be a modulator of the responses of metabolic activities, promoting
adaptations to temperature management.

Keywords: Bixin; Diet; Ornamental; Welfare.
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10. INTRODUCAO

O peixe ornamental Betta splendens possui grande valor comercial dentro da aquicultura
brasileira, onde ocupa lugar de destaque na industria pet (GOMES et al., 2019). Esta espécie de
peixe apresenta facilidade ao manejo e sua respiracdo aérea permite o seu cultivo em aquarios
sem oxigenac&o, além da diversificagdo de cores (PANIJPAN et al., 2020). Em razdo da grande
procura desse animal, 0 Betta splendens é exportado ha muito tempo para diferentes partes do
mundo, onde a temperatura pode atingir niveis mais baixos, e espécies mais resistentes sao
preferidas devido aos custos de aguecimento de aquarios (WEN et al., 2017).

Peixes também podem enfrentar eventos frios em uma variedade de escalas de tempo,
incluindo estresse agudo causado pela oscilacdo diaria da temperatura e exposicao cronica que
pode durar de semanas a meses (STEVENS et al., 2016). Essas mudancas de temperaturas,
impdem incessantemente uma pressdo seletiva em muitos organismos que resulta em
plasticidade fenotipica, particularmente pela expressdo de diferentes fenétipos adaptativos as
variagdes nas condi¢des ambientais (RAHMAN et al., 2020).

Alteracbes no comportamento animal geralmente sdo os primeiros indicadores de
oscilacdes de fatores externos ou internos (BERLINGHIERI et al, 2021). Consequentemente,
as respostas comportamentais representam indicadores-chave do bem-estar dos peixes
(MARTINS et al, 2012). A preocupagdo com o0 bem-estar dos peixes cresceu
consideravelmente nos ultimos anos, e tendo uma maior compreensao do comportamento dos
peixes pode levar ao desenvolvimento de indicadores de bem-estar (BERLINGHIERI et al,
2021).

Em situacOes estressoras como a oscilagdes de temperaturas, as espécies reativas de
oxigénio em excesso oxidam, danificam lipidios celulares, proteinas e DNA, levando a sua
modificacdo, frequentemente a sua inutilizacdo ou inibindo a sua funcdo normal (VALKO et
al., 2007). Para evitar tais consequéncias, é importante garantir o controle da producdo de
radicais livres bem como assegurar niveis adequados de antioxidantes. Essas substancias
presentes na dieta assumem grande importancia como possiveis agentes protetores, reduzindo
os danos oxidativos (FERREIRA; ABREU, 2007). Alguns produtos naturais com atividade
protetora podem ser Uteis no auxilio ao sistema protetor enddgeno, podendo ser utilizados como
nutracéuticos (SKERGET et al., 2005).

Ha evidéncias que algumas plantas agem como hepatoprotetora (OTA et al., 2019) e
também impedem a oxidacdo celular (GOMES et al., 2021). A suplementagdo alimentar em
niveis adequados promove protecdo contra o desequilibrio do sistema reducéo-oxidacao (redox)

surgindo como potencial forma de manejo sustentavel na aquicultura. A utilizacdo de


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848621000375?casa_token=31mEVeCjDZAAAAAA:h7cn3TRbbj87vK97RKr13CNOBv0TeS_5loUxGCoNdUvxuJi8umtxBY3lTMHMvJF8skM9PokgJuw#bb0210
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168159121000265?casa_token=Xjk-2bZ-NeEAAAAA:7ndWfTB4oY-shImr82q60R9BCNygwYgPLv6k_FNdeYGh-hg1la0UHCZ5doFPPPRnMIndkU7j#bib0675
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substancias naturais com altas concentracGes de carotenoides tem efeito direto na funcéo
hepética de peixes (SONG et al. 2017, WANG et al. 2018, NUNES et al. 2019 COSTA &
MIRANDA-FILHO et al.,2020). Estas plantas podem promover efeitos hipoliepidémico e
hepatoprotetor, provavelmente em funcdo de sua capacidade antioxidante, metabolismo
lipoproteico no figado e inibicéo da lipogénese (ABLIZ et al. 2013).

Sabe-se que o urucum possui compostos bioativos, oriundos de seu metabolismo, como
compostos fendlicos e carotenoides, que apresentam importantes propriedades funcionais,
como a atividade antioxidante, responsavel pela protecao a oxidacgéo celular (MOREIRA et al.,
2014). O urucum é um pigmento natural extraido da superficie externa das sementes da arvore
Bixa orellana, que cresce abundantemente nas regides tropicais. E uma espécie de arbusto
origindrio da América Central e da América do Sul (SANTOS; LOURENZANI,
LOURENZANI, 2018). As sementes de urucum apresentam em sua superficie uma camada
denominada de pericarpo, que possui Varias substancias contendo celuloses (40 a 45 %),
proteinas (13 a 16 %), acUcares (3,5 a5,2%), dleo fixo (3 %), 6leos essenciais (0,3 a 0,9 %),
betacaroteno, e outros carotenoides (4,5 a 5,5%) sendo a bixina e a norbixina 0s mais
abundantes (OLIVEIRAS et al., 2021).

A cor vermelha presente na semente do urucum € resultado do corante bixina, do grupo
dos carotenoides, que formam um dos grupos de pigmentos mais conhecidos na natureza
(ROSSATO et al.,2021). Neste ambito, alguns agentes pigmentantes, quando acrescidos em
racdes de animais, podem promover combate aos radicais livres, reducdo do estresse e aumento
nas respostas imunoldgicas beneficiando o crescimento e auxiliando no bem-estar animal
(SHINDO et al., 2007, FRIES et al., 2014). Portanto, pode ser empregado na alimentagcdo como
agente antioxidante promovendo respostas favoraveis contra estresse de manejo.

Este trabalho tem como objetivo verificar a concentracdo de extrato oleoso de urucum

para mitigar os efeitos de estresse por baixa temperatura em juvenis de fémeas Betta splendens.

11. MATERIAL E METODOS
11.1 Caracterizacdo da matéria-prima de Urucum
As sementes de urucum foram coletadas no Banco Comunitério de Sementes Crioulas
Lucinda Moretti no municipio de Juti, situado no sul da regido Centro-Oeste do Brasil, no
Sudoeste de Mato Grosso do Sul (Microrregido de Dourados, 22°51'38" sul, 54°36'10" oeste).
O extrato das sementes foi obtido pelo método adaptado de Rohde et al. (2006), onde para cada
20g de sementes de urucum foram adicionados 100ml de dleo vegetal, submetidos a agitacdo

de 200 RPM e depois descanso durante 24 horas, seguido de filtragem, secagem e obtencdo da
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pasta de bixina. A determinacdo da bixina foi realizada por espectrofotometria (TOCCHINI &
MERCADANTE, 2001), os valores obtidos foram de norbixina, convertidos a bixina pelo fator:
1,037 (YABIKU & TAKAHASHI, 1991).

11.2 Dietas experimentais
Foi utilizada uma dieta comercial extrusada (Poytara®) para inclusio de 0,00 (controle);
2; 4; 6 e 10 ml de extrato oleoso de urucum (EOU) kg de dieta, com a finalidade de se obter
as quantidades de 0,05; 0,1; 0,15 e 0,25% de Bixina. As dietas foram analisadas quanto aos seus
teores de umidade, proteina bruta, extrato etéreo e cinzas (A.O.A.C., 2000) (Tabela 3). As dietas
foram examinadas quanto a estabilidade e flutuabilidade, a &gua foi utilizada para mensuragéo

do pH, alcalinidade e condutividade elétrica.

Tabela 3- Caracterizagcdo e composicédo das dietas experimentais acrescidas de extrato oleoso

de urucum.

ml de extrato de urucum na dieta. dieta

Controle 2 4 6 10
Composicdo analisada (%)
Matéria Seca 95,02+0,30  95,30+0,10 95,125+0,06 94,94+0,18 95,31+0,263
Proteina bruta 71,95+0,40 68,489+1,58 69,828+0,56 66,89+0,73  70,10+0,76
Extrato etéreo 6,675+0,35 7,771+1,63 8,015+0,65  9,44+0,24  10,06+0,78
Matéria Mineral 10,07740,11 9,947+0,03 9,824+0,13  9,92+0,02 9,75+0,08
Composicédo (mg.kg?)
Bixina (mg.kg™) - 0,05 0,10 0,15 0,25
Parametros de cor
L 39,17+0,60  36,47+0,46 35,60+0,41 35,04+0,17  35,33+0,34
a* 16,2240,07  17,89+0,04 18,02+0,38 19,11+0,22  19,05+0,26
b* 21,01+0,38  20,76+0,40 19,52+0,54 18,60+0,28  17,68+0,24
Comportamento da dieta experimental (%)
Estabilidade 99,02+0,03  98,90+0,05 99,07+0,04  98,09+0,09  99,17+0,19
Flutuabilidade 89,91+5,73  93,5245,71 94,84+3,86 92,45+4,11  96,66+2,05
Caracterizagdo da agua apds 15 minutos contendo as dietas
pH 7,06+0,047  7,13+0,48  7,26+0,12 7,03+0,15 7,14+0,66
Alcalinidade (mg/L) 6,00+0,00 6,00£0,00  6,33%0,47 6,67+0,47 6,45+0,89

Condutividade elétrica (uScm™)  157,33+1,24 158,00+5,71 160,03+2,94 161,67+3,09 155,98+5,89

Composicdo das dietas experimentais acrescidas de extrato oleoso de urucum em diferentes niveis de inclusdo na
dieta de fémeas de Betta splendens. Anélise de luminosidade das dietas foram aferidos por meio de sistema de
coordenadas de Hunter L*, a*, b*. Analise do comportamento das dietas em &gua, e caracterizacao da 4gua onde
as dietas foram submetidas ao teste de comportamento em agua.
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11.3 Animais e condicdes experimentais.
Alimentacdo com extrato de urucum: O experimento foi conduzido no Laboratério de
Aquicultura da Universidade Federal da Grande Dourados, durante 28 dias. (CEUA/UFGD,
Protocolo 03/2019). Foram utilizados 150 juvenis de fémeas Betta splendens (0,997+0,038 g e
comprimento total 3,909+ 0,268 cm), distribuidos em 15 aquéarios (20 L). O sistema foi
submetido a fotoperiodo (12:12), alimentados 5 vezes ao dia (08:00, 10:00, 12:00, 14:00 e 17:00
h).

A agua dos aquarios foi parcialmente trocada semanalmente, juntamente com o0s
residuos. Durante o periodo experimental os parametros fisico quimicos da agua durante o
periodo experimental foram: pH 6,80+0,16, oxigénio dissolvido 5,71mg.L-1+0,28 x e
temperatura 28°C+0,04.

Desafio por temperatura: Apds o periodo de alimentacdo com as diferentes dietas
experimentais contendo urucum cada tratamento foi submetido a um programa de diminuicao
continua da temperatura e manutengdo em ambiente frio (Figura 3), conforme Jin et al. (2021).
A taxa de decréscimo foi de 2°C/h, pela adi¢do de gelo, até atingir a temperatura de 14°C (artigo
1) com manutencéo por periodo de 6 horas.

Dez peixes de cada tratamento foram coletados, aleatoriamente, apos 6h a 14°C. Ao
final do periodo experimental, a temperatura recuperou de 14°C para 28°C em ~1°C/h

(recuperacdo). Todos os individuos restantes foram finalmente amostrados.

th
Manutencio Frio

Resfriamento

Figura 3. Representagdo esquematica, onde nas 6 primeiras horas os animais foram submetidos ao estresse por
temperatura, com temperatura inicial de 28°C, ajustada para a temperatura de 14°C, com variacdo de 2°C a cada
uma hora pela adicao de gelo. Apés o desafio de temperatura os peixes foram mantidos em temperatura de 28°C
por 6 horas para recuperacao.
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Em cada amostragem os peixes foram previamente anestesiados com eugenol
(INOUE, SANTOS NETO & MORAES, 2003) e dissecados em gelo. Os tecidos, conteudo
abdominal, branquias e a pele foram coletados, congelados para analises posteriores. As
branquias e pele foram homogeneizadas (1:2, p/v) em tampéo fosfato gelado (0,1 M, pH 7,4).
As suspensdes de célula Gnica foram usadas para medir o teor de EROS.

O contetido abdominal foi homogeneizado (1:2, p/v) em uma solugdo de NaCl 0,7%
gelada. Os homogeneizados obtidos foram centrifugados a 3000 g a 4°C por 10 min e 0s
sobrenadantes foram coletados para determinacdo da atividade das enzimas digestivas e
atividade das enzimas do metabolismo hepético. Para anélise histopatoldgica, fragmentos de
figado e intestino foram coletados e fixados em solucéo formol 10%.

11.4 Pigmentacéo da pele dos peixes

No inicio do ensaio de alimentacdo todos os peixes foram mensurados quanto a
coloracdo da pele (L 40,44+1,88; a*8,50+2,18; b*3,03+1,39). Apbs o periodo de 28 dias de
alimentacdo os peixes  foram novamente avaliados quanto a coloracéo.

Foi utilizado o fotocolorimetro portatil Chroma Meter CR-400 (Konica Minolta®),
que utiliza sistema de coordenadas de Hunter L*, a*, b*, que mediu a intensidade de L* que
representa brilho ou luminosidade (-100, preto e +100, branco), a cromaticidade de a*,
representado pelas tonalidades de verde (-100) e vermelho (+100) e a cromaticidade de b*,
representado pela tonalidade de azul (-100) e amarelo (+100) (REZENDE et al, 2012). A

quantificacdo foi realizada na regido dorsal, logo abaixo da nadadeira dorsal, no peixe in vivo.

11.5 Andlises bioquimicas

Foram realizadas analises quanto ao metabolismo hepatico (alanina aminotransferase
ALT, aspartato aminotransferase AST e albumina), para atividades das enzimas digestivas
(amilase, lipase, protease e fosfatase alcalina) e para atividade das enzimas do metabolismo
oxidativo (CAT — catalase e SOD- superdxido dismutase).

Para analise da alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST),
amostras de figado (100 mg) foram homogeneizadas com tampéo fosfato de sddio (glicerol v/v
em tampéo fosfato de s6dio 20 mM e Tris 10 mM - pH 7,0) em homogeneizador tipo Potter-
Elvehjem. Posteriormente, cada amostra foi centrifugada a 4°C por trés minutos, a 600 x g e 0
sobrenadante foi submetido a uma nova centrifugagédo por oito minutos, a 6000 x g. O
sobrenadante foi utilizado para obtencdo dos resultados, de acordo com o método de Reitman;

Frankel (1957), modificado. As leituras das amostras foram realizadas por espectrofotometria
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(espectrofotdbmetro semi-automatico Bioplus S-200), com luz de comprimento de onda
apropriado para cada teste.

Para analise das enzimas digestivas, amostras de intestino (100 mg) foram
homogeneizadas com tampéao fosfato de sodio (glicerol v/v em tampéo fosfato de sédio 20mM
e Tris 10mM - pH 7,0) em homogeneizador tipo Potter-Elvehjem. Posteriormente, cada amostra
foi centrifugada a 4°C por trés minutos, a 600 X g e 0 sobrenadante submetido a uma nova
centrifugacdo por oito minutos, a 6000 x g. O sobrenadante foi utilizado para os ensaios
enzimaticos de amilase, lipase, protease inespecifica e fosfatase alcalina. As leituras das
amostras foram realizadas por espectrofotometria (espectrofotémetro semi-automatico Bioplus
S-200), com luz de comprimento de onda apropriado para cada teste.

A SOD foi testada por auto-oxidacéo de pirogalol, que € inibida na presenca de SOD
(BEUTLER, 1984, modificado). As leituras de absorbancia foram realizadas a 420 nm,
enquanto 1,0 Ul inibe 50% da auto-oxidacéo do pirogalol. A atividade CAT foi avaliada lendo
0 decaimento de H>O2 a 230 nm (BEUTLER, 1984). Uma unidade de CAT foi definida como
a quantidade de enzima necessaria em 1,0 umol de H2O2 min — 1 de oxidagao, e a absortividade
molar usada foi (H202) €éA230 = 0,071 mM cm — 1. A proteina foi determinada com reagente
de Bradford contra uma solucéo padrdo de BSA (KRUGER, 2009)

11.6 Anélise estatistica

A normalidade e variancia dos dados foram verificadas pelo Teste de Shapiro-Wilk test e
Teste de Levene, respectivamente, com posterior analise de variancia (ANOVA) e teste de
comparagao de médias de Tukey (0=0,05). Os resultados de niveis de extrato oleoso de urucum
foram analisados em delineamento inteiramente casualizado com 5 tratamentos (controle, 2; 4;

6; 10 ml de extrato de urucum) com trés repeticdes.
As diferencas nas atividades das enzimas oxidativas foram testadas atraves do teste
ndo paramétrico de Kruskal- Wallis o qual verifica se os momentos (antes, apds estresse térmico
e recuperacdo) sdo diferentes entre si. Quando a hip6tese de nulidade foi rejeitada, utilizou-se

0 teste de Dunn para identificar qual dessas categorias diferem das demais.

12. RESULTADOS
A utilizagdo de dietas contendo bixina, proveniente de extrato oleoso de urucum, nédo
alterou as fungdes digestivas e a coloragdo da pele dos peixes. A utilizagdo de dietas com 0,10

mg de bixina.kg de dieta™ apresentaram os maiores valores de ALT e AST (Tabela 4). As
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funcdes hepéticas foram consideradas normais pois houve manutencdo da albumina sem

diferenca estatistica entre os tratamentos.

Nas branquias dos peixes foi observado maior atividade da SOD no grupo controle. A

atividade da SOD mensurada na pele foi responsiva a presenca de EOU, mas ndo alterou a
atividade da CAT.

Tabela 4 — atividade digestiva, metabdlica e oxidativa de fémeas de Bettas splendens

alimentadas com niveis de extrato oleoso de urucum.

ml de extrato de urucum na dieta.kg™ dieta

Ganho em peso
(mg)

Consumo (mg)

Fosfatase alcalina
Lipase

Protease

Amilase

Proteina
Albumina

AST
ALT

SODb
CATDb

SODp
CATp

L
a*
b*

Controle 2 4 6 10
Desempenho zootécnico
0,089+0,156 0,017+0,015 0,007+0,012 0,008+0,012 0,007+0,009
0,207+ 0,006 0,204+0,007 0,218+0,005 0,217+0,003 0,203+0,007
Atividade digestiva (U.mg de proteinat)
2.177 £0.302 2.215 £ 0.337 2.443 £0.352 2.319 £ 0.282 2.241 £0.922
0.129 £ 0.243 0.080 +0.329 0.181 +£0.187 0.037 £0.351 0.048 £ 0.332
1423 £0.014 1.424 £ 0.013 1.383 £0.079 1.415 £ 0.007 1.427 £0.012
0.181+£0.110 0.159 +0.159 0.132 £ 0.055 0.097 £ 0.032 0.362 £ 0.406
Atividade metaboélica (U.mg de proteina™)
0.039 £0.026"  0.027 £0.014°  0.067 £0.014®  0.033 £0.023*  0.055 + 0.036%
0.027 £0.022 0.019 £0.005 0.024 £ 0.022 0.021 £ 0.009 0.024 £ 0.004
0.629 £0.060° 0.581+0.127° 0.850 £0.1522  0.608 +0.185°  0.620 + 0.186°
0.817 £0.109° 0.715+0.235%¢ (0.979+0.228% 0.858 +0.170%¢  0.658 + 0.131°¢

Atividade antioxidante das branquias (U.mg de proteina)

0.678 +0.4442
0.220 +0.125

0.461 +0.180%
0.165 + 0.081°

0.441 +0.183°
0.525 +0.4952

0.466 + 0.156%
0.564 + 0.5682

Atividade antioxidante da pele (U.mg de proteina™)

0.109 +0.076°
0.091+0.076

8,580+3,425
3,190+1,577

0.113+0.071°

0.163 £0.216

0.133 +£0.115P

0.016 +0.017

Coloracao da pele
39,433+£1,277 38,907+0,989 39,938+2,204 39,373+1,591

8,283+1,307
2,403+0,745

7,517+2,503

2,976+2,154

0.140 +0.078°
0.035+0.024

7,56+2,5950
3,290+1,799

0.405 + 0.140°
0.504 + 0.6442

0.258 +0.1782
0.069 +0.038

37,903+1,919
9,363+3,428
3,033+1,373

P-value

0,480

0,321

0,817
0,097
0,108
0,094

0,001
0,782

<0,001
0,003

0,015
<0,001

0,002
0,126

0,982
0,134
0,506

AST- Aspartato Aminotransferase, ALT - Alanina Aminotrasferase. SOD- Superoxido Dismutase; CAT- Catalase,
coloracdo sistema de coordenadas de Hunter L*, a*, b*.
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A utilizagdo de 2 e 10 mL de EOU nas dietas promove aumento da atividade de SOD
na pele dos peixes submetidos a diminuicdo de temperatura (A). A utilizacdode2e4 mL  de
EOU resultou na diminuicdo  da atividade de CAT na pele (B).

Observa-se que nas branquias houve alteracdo da atividade de SOD e CAT frente as
variagfes  impostas de temperatura(oC). Altos niveis de EOU em dietas para fémeas de Betta
splendens promove aumento da atividade de CAT branquial na recuperagéo da temperatura (D).

A

mAntes mApos resfriamneto ™ Recuperagao

Controle 10 ml.kg?

SOD PELE (U.MG
PROTEINA-1)

mAntes ®ApGs resfriamneto  ® Recuperacéo

Controle 10 ml.kg*

CAT PELE (U.MG DE
PROTEINA-1)
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mAntes ® Apos resfriamneto Recuperacdo

4 6

Controle 2 10 ml.kg?

SOD BRANQUIAS (U.MG DE
PROTEINA-1)

m Antes  m Apds resfriamneto Recuperacéo

< ©

CAT BRANQUIAS (U.MG D
EPROTEINA-1)

o)
o 4 -
I [ | :a
| II ] | i
4 6

Controle 2 10 ml.kg*

13. DISCUSSAO

A utilizacdo de EOU na alimentacdo de fémeas de Bettas splendens pode ser um
modulador das respostas das atividades metabdlicas promovendo adaptacfes ao manejo de
temperatura. O EOU demonstrou que ndo possui efeito inibitério nas atividades digestivas das
fémeas de Bettas splendens, garantindo assim a seguranca de sua inclusdo na alimentacdo de
peixes ornamentais, pois ele ndo prejudica a funcdo digestiva dos animais. Em estudos
realizados com Carassius auratus alimentados com dietas acrescidas de urucum nédo apresentou
alteracdes de desenvolvimento Freis et al. (2014), o que garante funcdes digestivas (DORCE et
al.,2020).

A utilizacdo de substancias naturais com alta concentracdo  de carotenoides tem efeito
direto na fungéo hepética de peixes (SONG et al. 2017, WANG et al. 2018, NUNES et al. 2019
COSTA & MIRANDA-FILHO et al.,2020). Estas plantas podem promover efeitos
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hipolipidémico e hepatoprotetor, provavelmente em fungéo de sua capacidade antioxidante,
metabolismo lipoproteico no figado e inibi¢do da lipogénese (ABLIZ et al. 2013).

Ao submeter os animais a alimentacédo de dietas acrescidas de EOU estamos buscando
um efeito hepatoprotetor frente a diminuicdo das atividades da AST e ALT. O aumento da
atividade da AST e ALT sdo consideradas as respostas dos organismos a estressores e ao
metabolismo nutricional e é visto como um indicativo de érgdo lesionado ou danificado
(MENGA et al., 2018). ALT e AST estdo geralmente relacionados ao metabolismo de
aminoacidos (HANSEN et al., 2007). O aumento das atividades AST e ALT em resposta a
aclimatacdo térmica geralmente revela a mobilizacdo de aminoécidos livres para a producédo de
energia para compensar o estresse (DALVI et al., 2017). Em estudo, com S. aequifasciatus
exposto a temperaturas diminuidas as atividades de ALT e AST apareceram aumentadas
durante todo o periodo de exposicdo (dia 0-28), indicando a resposta rapida e continua ao
estresse pelo frio (WEN et al.,2017).

Em relagdo, as atividades enziméticas de todas as enzimas metabolicas selecionadas no
tecido hepatico, elas foram aumentadas com a diminuicéo das temperaturas (WEN et al.,2017).
Sob estresse de temperatura, o sistema de defesa antioxidante inibiria um excesso de formacao
oxirradical (YE et al., 2016; REN et al., 2018). A SOD e CAT, geralmente atua de forma
coordenada para garantir a protecao ideal contra o estresse oxidativo (MORALES-MEDINA et
al., 2017). Enzimas antioxidantes endogenas desempenham um papel crucial na eliminacdo de
derivados de oxigénio reativos prejudiciais, que foram indicadores importantes da resposta
antioxidante (ALIKO et al. 2018).

A atividade da SOD mensurada na pele foi responsiva a presenca de EOU, mas nao
alterou a atividade da CAT. Alteracdes nas atividades de CAT e SOD sdo reportadas ao uso de
astaxantina em Channa argus (LI et al.,2019). Algumas plantas sdo reportadas na literatura
como eficiente em promover melhoras na resposta antioxidante. (WANG et al., 2017). O que
difere os peixes ornamentais de outras espécies em relacao a dieta balanceada séo as diferentes
rotas metabolicas para os carotenoides (FRIES et al., 2014). Além da pigmentacdo o uso de
aditivos naturais faz com que aumente a imunidade, desse modo agregando bem estar animal.
Estudos apontam que frutas além de fornecer nutrientes, contém niveis significantes de
carotenoides, tocoferois e fenolicos em sua polpa (NUNES et al., 2018).

Portanto, produtos originarios de frutas demonstram serem eficazes quanto a sua
implementacdo na dieta de peixes ornamentais. H& evidéncias experimentais de que a coloracdo
animal pode demonstrar reducdo se apresentar uma boa atividade antioxidante (PEREZ et al.,

2008). Ou seja, héa a hipotese de que aqueles individuos que apresentam boa defesa antioxidante


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/amino-acid-metabolism
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/amino-acid-metabolism
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848617312073?casa_token=sjHxcf29kP4AAAAA:ZeKYH3YFvyAx1HUTezFPYMszRH9JVr_xy9XcwLV3RjtyAELluZ7vhQChzocoukrqbJNG8AnY2A#bb0085
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848617312073?casa_token=sjHxcf29kP4AAAAA:ZeKYH3YFvyAx1HUTezFPYMszRH9JVr_xy9XcwLV3RjtyAELluZ7vhQChzocoukrqbJNG8AnY2A#bb0040
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848621000375?casa_token=ftHqkwNhMOsAAAAA:xDb1Zv0GlomzG_9r0IGRyZ3stOSt0HPZWL6HYxO8-bNB0NbRjtmURvlXOp-BTYaIbIQP44tsFQ#bb0225
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848621000375?casa_token=ftHqkwNhMOsAAAAA:xDb1Zv0GlomzG_9r0IGRyZ3stOSt0HPZWL6HYxO8-bNB0NbRjtmURvlXOp-BTYaIbIQP44tsFQ#bb0170
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848621000375?casa_token=ftHqkwNhMOsAAAAA:xDb1Zv0GlomzG_9r0IGRyZ3stOSt0HPZWL6HYxO8-bNB0NbRjtmURvlXOp-BTYaIbIQP44tsFQ#bb0145
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848621000375?casa_token=ftHqkwNhMOsAAAAA:xDb1Zv0GlomzG_9r0IGRyZ3stOSt0HPZWL6HYxO8-bNB0NbRjtmURvlXOp-BTYaIbIQP44tsFQ#bb0145
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podem fazer com que se desvie a fungéo do carotenoide no metabolismo. Uma pesquisa na qual
foi utilizada dieta mista na qual consiste em dieta formulada suplementada com microalgas e
biomassa do Ankistrodesmus gracilis houve influéncia na coloracdo da pele do peixe anjo
(MORAIS et al., 2015). Ou seja, isso demonstra que fazer uso de aditivos naturais e vivos
podem complementar positivamente na dieta, assim sendo vidvel na nutricdo ornamental,
embora exige mais estudos.

As alteracdes de SOD e CAT branquial sdo importantes por este 6rgdo estar em contato
direto com o meio aquéatico (JIN et al., 2021), sendo o 6rgdo alvo para mensuracdes das
alteracdes ambientais (HU et al., 2016). Neste trabalho observou-se que a branquia alteracéo da
atividade de SOD e CAT frente as variagcGes impostas de temperatura, no entanto, ainda sdo
preliminares esta cascata de reacdo uma vez que ainda nao temos os resultados histopatoldgicos
de branquias para elucidar.

Apesar do aumento da atividade antioxidante na pele de Betta splendens, ndo foi
observada nenhuma alteracdo no padrdo da coloragdo. A inclusdo de EOU ndo reportou
alteracdo na cromaticidade de Betta splendens. A utilizacdo de pigmentos de fontes naturais
tém demonstrado eficacia na pigmentacdo da pele dos peixes, como na utilizacdo de tomate
(Solanum lycoperscicum), cenoura (Daucus carota) (MIRZAEE et al., 2012) e beterraba (Beta
vulgaris) (XU et al. 2006), relataram o aumento da deposicdo de carotenoides em Carassius
auratus alimentados por 15 dias com 80 mg/kg aumentam a deposicao de carotenoides de 0,118
para 0,339.

No entanto, alguns produtos apesar da presenca de pigmentos na sua composicdo quando
adicionados em dietas para peixes nao confere alteracdo na coloracgéo da pele, podemos destacar
a utilizacdo do 6leo essencial de pimenta rosa para 0 mato grosso (Hyphessobrycon eques)
(PORTO et al., 2020) e com adicdo de dleo de polpa de bacuri (Attalea phalerata Mart. ex
Spreng) (PORTO et al., 2020b).

A pigmentacdo dos peixes esta associada a espécie de peixes, a capacidade do corante em
pigmentar e a concentracao deste na dieta (LI et al.; 2017) e principalmente a forma de incluséo
(DETHLEFSEN et al. 2016). Devemos nos atentar que a busca por corantes capazes de conferir
aumento de coloragdo ainda é incipiente. Mas ressalta-se que a bixina, é o carotenoide de maior
quantidade no urucum (OLIVEIRAS et al.,2021). Pode auxiliar nas funcdes metabdlicas e
aumentando a plasticidade destes peixes ao manejo. Ha relatos principalmente de que para
maior expressdao da coloracdo h& necessidade de aumentar a disponibilidade de outros

antioxidantes (ndo pigmentares) (PEREZ et al. 2008).
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14. CONCLUSAO
A utilizagdo de 10ml de extrato oleoso de urucum kg de dieta € eficiente para mitigar os

efeitos de estresse por baixa temperatura em juvenis de fémeas Betta splendens.
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