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RESUMO

SIQUEIRA, M. S. Substancias Bioativas Do Cerrado Como Promotor De Bem-Estar Em
Peixes Ornamentais. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2025.

A coloragdo da pele dos peixes ¢ diretamente influenciada pelos nutrientes presentes na
alimentacdo e pela capacidade dos animais de metaboliza-los. O objetivo geral desse estudo foi
avaliar o efeito das substancias bioativas de plantas do cerrado, como o extrato aquoso de
Erythrina crista-galli e o uso de amora-preta (Rubus spp), na promogao do bem-estar de peixes
ornamentais, com foco na colora¢do, metabolismo digestivo, hepatico, atividade antioxidante e
comportamento. No primeiro estudo os peixes (peso médio inicial de 1,78 + 0,54 g) foram
divididos em trés grupos: Tratamento (ra¢do comercial suplementada com extrato aquoso de
folhas de E. crista-galli), sendo alimentados até saciedade aparente por 21 dias. A andlise do
extrato foi realizada por espectrometria de massas, identificando compostos fendlicos e
flavonoides. O grau de agitacdo e o nimero de movimentos bruscos foram menores em todos
os tratamentos suplementados em relagdo a dieta controle, tanto aos 7 quanto aos 15 dias. A
atividade enzimatica digestiva ndo diferiu significativamente (p>0,05). O grupo Tratamento
apresentou menores niveis de ALT e maiores niveis de antioxidante CAT. Os resultados
indicaram que o extrato aquoso de folhas de E. crista-galli auxilia na manuten¢do da funcao
hepatica e estimula a atividade da enzima CAT no tetra-olho-vermelho, sugerindo que os
compostos identificados atuam sobre o figado e a pele, promovendo efeitos hepatoprotetores e
tranquilizantes. No segundo estudo O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da utilizagao
de amora-preta na coloragdo, atividade antioxidante e perfil das enzimas digestivas em tetra
negro (Gymnocorymbus ternetzi). Os tratamentos avaliados foram: (i) Controle — alimentado
com dieta comercial; (ii)) D1000 — dieta comercial + 1000 mg.kg-1 de microcapsula de
antocianinas de amora-preta; e (iii) D2000 — dieta comercial + 2000 mg.kg-1 de microcapsula
de antocianinas de amora-preta. Foram divididos em 9 unidades experimentais (60 L de dgua)
contendo dez peixes, totalizando 30 peixes por tratamento. Os peixes foram alimentados por
um periodo de 30 dias até a saciedade aparente. As variaveis avaliadas incluiram a coloragdo, a
atividade antioxidante e o perfil de enzimas digestivas. Os resultados indicaram que os peixes
alimentados com as dietas contendo antocianinas de amora-preta apresentaram melhoria
significativa (p<0,05) em comparacdo com o grupo controle, especialmente nas varidveis
relacionadas a coloracdo e atividade antioxidante. Além disso, o perfil das enzimas digestivas

foi alterado, evidenciando uma possivel adaptacdo metabdlica ao consumo das antocianinas.



viii

Conclui-se que a alimentagao de tetra negro com antocianinas de amora-preta contribui para a
melhoria da coloragdo e atividade antioxidante, além de promover alteracdes benéficas nas
enzimas digestivas, o que pode ser vantajoso para a producdo de peixes ornamentais com
caracteristicas mais valorizadas no mercado.

Palavras-chave: Bem-estar; peixes ornamentais; plantas do cerrado



ABSTRACT

SIQUEIRA, M. S. Bioactive Substances from the Cerrado as a Promoter of Well-Being in
Ornamental Fish. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2025.

Fish skin coloration is directly influenced by the nutrients present in their feed and by the
animals' ability to metabolize them, making nutrition a determining factor for product quality.
The general objective of this study was to evaluate the effect of bioactive substances from
cerrado plants, such as the aqueous extract of Erythrina crista-galli and the use of blackberries
(Rubus spp), in promoting the well-being of ornamental fish, focusing on coloration, digestive
and hepatic metabolism, antioxidant activity and behavior. In the first study, fish (initial average
weight of 1.78 £ 0.54 g) were divided into three groups: Fasting (no food), Control (commercial
feed) and Treatment (commercial feed supplemented with aqueous extract of E. crista-galli
leaves), and were fed until apparent satiety for 21 days. The extract was analyzed by mass
spectrometry, identifying phenolic and flavonoid compounds. The degree of agitation and the
number of sudden movements were lower in all supplemented treatments compared to the
control diet, both at 7 and 15 days. Digestive enzyme activity did not differ significantly
(p>0.05). The Treatment group presented lower levels of ALT and higher levels of the
antioxidant CAT. The results indicated that the aqueous extract of Erythrina crista-galli leaves
helps maintain liver function and stimulates the activity of the CAT enzyme in the red-eye tetra,
suggesting that the identified compounds act on the liver and skin, promoting hepatoprotective
and tranquilizing effects. In the second study, the fish (initial average weight of 1.78 + 0.54 g)
were divided into three groups: Fasting (no food), Control (commercial food) and Treatment
(commercial food supplemented with aqueous extract of E. crista-galli leaves), being fed until
apparent satiety for 21 days. The extract was analyzed by mass spectrometry, identifying
phenolic and flavonoid compounds. The degree of agitation and the number of sudden
movements were lower in all supplemented treatments compared to the control diet, both at 7
and 15 days. Digestive enzyme activity did not differ significantly (p>0.05). The Treatment
group presented lower levels of ALT and higher levels of the antioxidant CAT. The results
indicated that the aqueous extract of Erythrina crista-galli leaves helps maintain liver function
and stimulates the activity of the CAT enzyme in the red-eye tetra, suggesting that the identified
compounds act on the liver and skin, promoting hepatoprotective and tranquilizing effects.

Keywords: Well-being; ornamental fish; cerrado plants.
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1. INTRODUCAO

A aquicultura tem como objetivo principal produzir biomassa para atender a crescente
demanda alimentar da populagdo mundial (FAO, 2024). Por outro lado, a aquicultura
ornamental segue uma abordagem distinta, priorizando -caracteristicas individuais que
influenciam os valores de mercado, sendo a cor um dos fatores mais relevantes nesse segmento
(LUO et al., 2021; MCLEAN, 2021; VISSIO et al., 2021; LAU et al., 2023).

O comércio de peixes ornamentais ¢ um segmento em constante crescimento, aspecto
que esta fortemente relacionado ao aumento da demanda pelo consumidor final e ao alto lucro
com a comercializagdo de espécies nativas e exdticas (GOMES et al., 2019). Com faturamento
mundial acima de 15 milhdes de dolares, sdo comercializadas mais de 2 bilhdes de espécies
ornamentais (VASANTHAKUMARAN et al., 2020). Grande parte desse mercado ainda
depende do extrativismo, o que pode gerar impactos ambientais significativos.

Diante desse cenario, a aquicultura surge como uma alternativa sustentavel e promissora
para suprir essa demanda, reduzindo a pressdo sobre os estoques naturais e garantindo maior
controle sobre a produgdo. O cultivo desse grupo de peixes esta entre os setores mais crescentes
dentro do mercado pet. No Brasil, sdo contabilizados cerca de 18 milhdes de peixes
ornamentais, sendo o quarto pet preferido dos brasileiros ao adquirir um animal de estimagao,
e sua procura cresce a cada ano. Esse mercado ¢ valorizado devido a diversidade de espécies e
variedades, tanto em forma corporal quanto em colora¢des (RIBEIRO, 2018; ABINPET, 2021).

O crescente interesse pelo mercado de peixes ornamentais, aliado a pouca exigéncia na
atividade e ao alto valor desses animais, exige uma atengao especial por parte dos produtores.
Para se destacar no mercado mundial, ¢ necessario oferecer um "produto" diferenciado,
priorizando cores vivas, formatos atrativos e a originalidade das espécies de valor comercial
(HONORATO et al., 2021).

No entanto, garantir que esses peixes cheguem ao consumidor final com vigor e
coloracdo intensa tem sido um dos principais desafios da producgdo. A coloragdo da pele dos
peixes ¢ diretamente influenciada pelos nutrientes presentes na alimentacgao e pela capacidade
dos animais de metaboliza-los, tornando a nutricdo um fator determinante para a qualidade do
produto (NHAN et al., 2019).

E importante ressaltar que as fontes naturais se mostram mais eficientes em relagdo a
digestibilidade e absor¢do desses nutrientes (LILI et al., 2020). Neste contexto, hd uma
demanda por dietas especificas para peixes ornamentais que possam utilizar substincias

bioativas que os mantenham coloridos e vistosos, gerando um crescente interesse em pesquisas



que visam a utilizacdo dessas substincias. Embora tenha varias pesquisas que abordam o uso
de diferentes fontes naturais na dieta de peixes ornamentais (STRATEV et al., 2018;
VANEGAS-ESPINOZA et al., 2019), ainda falta pesquisa sobre a utilizagdo de substancias

bioativas de plantas do cerrado na alimentacdo dessas espécies.



CAPITULO I

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Piscicultura Ornamental

A aquicultura tem se destacado ao longo dos anos como uma atividade de elevado
potencial econdmico. O Brasil, em particular, apresenta condi¢des extremamente favoraveis
para o desenvolvimento desse setor, devido a abundancia de recursos hidricos, clima adequado,
topografia favoravel, disponibilidade de mao de obra e vasta extensdo territorial (PEIXE BR,
2024). O pais possui cerca de oito mil quilometros de litoral e abriga as maiores reservas de
agua doce do mundo, totalizando 8,2 bilhdes de m* (IBGE, 2023). Essa atividade esta
amplamente difundida em todo o territorio nacional, com um desempenho so6lido e consolidado.
Em 2023, a producdo nacional registrou um crescimento significativo, atingindo 887.029
toneladas, com receita de cerca de R$ 9 bilhoes (PEIXE BR, 2024).

Dentro desse cenario de prosperidade, a criacdo de peixes ornamentais se configura
como uma atividade altamente lucrativa, com crescimento expressivo tanto no Brasil quanto no
mercado global, movimentando valores significativos em ddlares anualmente.

Embora seja um segmento mais recente no panorama aquicola, ele se beneficia das
mesmas condi¢des favoraveis que impulsionam o setor como um todo, como a abundancia de
recursos hidricos e a utilizagdo eficiente de areas para producio. Esse modelo de produgdo ¢
marcado pelo uso de espagos relativamente pequenos, o que resulta em custos reduzidos para
infraestrutura e instalagdes. O ciclo produtivo mais curto também permite uma maior frequéncia
de resultados ao longo do ano, tornando a criagdo de peixes ornamentais um dos segmentos
mais eficientes em termos de retorno por area cultivada dentro do agronegdcio. Além disso, o
setor tem acompanhado a crescente demanda do mercado de animais de estimagdo,
consolidando-se como uma tendéncia promissora (MARTINS et al., 2021).

O cultivo de peixes ornamentais esta entre os setores de maior crescimento dentro do
mercado pet. No Brasil, estima-se que haja cerca de 18 milhdes de peixes ornamentais,
posicionando-os como o quarto pet mais popular entre os brasileiros ao adquirir um animal de
estimacdo. A demanda por esses animais cresce constantemente, refletindo a popularidade
crescente dessa pratica. Esse mercado ¢ ainda mais valorizado devido a grande diversidade de
espécies, que se destacam tanto pela forma corporal quanto pelas diferentes coloragdes

presentes nas diversas variedades de peixes ornamentais (RIBEIRO, 2018; ABINPET, 2021).



Além das vantagens do mercado de peixes ornamentais, como a praticidade no manejo
e a exigéncia de menor tempo e espaco para criagdo (MARTINS et al., 2022), ¢ importante
destacar o interesse crescente dos consumidores, que se baseiam principalmente nas
caracteristicas fenotipicas dos peixes como fatores determinantes para a escolha (SANCHES,
2021; REGES et al., 2024a). Dentre esses fatores, a cor dos peixes ¢ um dos mais valorizados,
sendo influenciada pela capacidade pigmentante dos cromatoforos, que respondem a presenca
de pigmentos na alimentagdo (RASHIDIAN et al., 2020; SCARDUA et al., 2024).

No Brasil e no mundo, diversas espécies de peixes ornamentais sdo produzidas para
atender a esse mercado. As principais espécies sdo influenciadas por fatores como a demanda
dos consumidores e as caracteristicas fenotipicas valorizadas, como a coloracdo e o porte
(REZENDE e FUJIIMOTO, 2021).

Dentre as espécies de peixes ornamentais mais produzidas, destacam-se, globalmente,
o Guppy (Poecilia reticulata), um dos peixes mais conhecidos devido a sua resisténcia e
facilidade de reproducdo, o Peixe-dourado (Carassius auratus), tradicionalmente popular no
mercado asiatico e ocidental, e o Koi (Cyprinus rubrofuscus), um peixe ornamental de grande
valor, especialmente na cultura japonesa (Tabela 1). Esses peixes sdo amplamente reconhecidos
em diversas partes do mundo e se destacam pelo seu apelo estético e facilidade de cultivo
(REZENDE e FUJIIMOTO, 2021).

No Brasil (Tabela 1), as espécies mais comuns incluem o Tetra Neon (Paracheirodon
innesi), popular pela sua pequena taille e cores vibrantes, o Betta (Betta splendens), apreciado
pela facilidade de manejo e suas variagdes de cores, € o Disco (Symphysodon spp.),
caracterizado por suas cores vivas e formato distinto, que tem grande valor no mercado de

aquarios ornamentais (REZENDE e FUJIIMOTO, 2021).

Tabela 1. Comparagdo de Espécies de Peixes Ornamentais

Espécie Popularidade Popularidade no Caracteristicas
Global* Brasil* Principais**
Moenkhausia Moderada Alta Coloragao
forestii translucida, pacifica
Gymnocorymbus Alta Alta Coloragao escura,
ternetzi resistente
Paracheirodon Alta Alta Cores vibrantes,

innesi pequeno porte



Betta splendens Alta Alta Cores variadas, facil
manejo
Poecilia reticulata Alta Moderada Reprodugao facil,
resisténcia
Carassius auratus Alta Moderada Tradicional, variada
coloracao
Cyprinus Alta Baixa Grande porte, alta
rubrofuscus valorizacao

Segundo REZENDE e FUJIMOTO, 2021* ¢ GIMENES JUNIOR e RECH, 2022**

Dentre as espécies trabalhadas nesta pesquisa, Moenkhausia forestii e Gymnocorymbus
ternetzi destacam-se principalmente no mercado nacional e em aquarios de pequeno e médio
porte. Embora menos conhecidas globalmente em comparagdo com outras, como o Guppy ou
o Peixe-dourado, essas espécies possuem caracteristicas estéticas Unicas que as tornam

populares em aquarios domésticos

1.2 Espécies Moenkhausia forestii e Gymnocorymbus ternetzi

1.2.1 Moenkhausia forestii

Moenkhausia forestii (Figura 1), popularmente conhecida como olho de folho, é um
pequeno caracideo de grande importancia no mercado de peixes ornamentais devido ao seu
padrdo de coloragdo caracteristico. A espécie apresenta ampla distribui¢do, com registros em
afluentes das bacias dos rios Paraguai e Parand (BENINE et al., 2009). Assim como outros
representantes da familia Characidae, M. forestii ¢ considerada uma espécie bioindicadora,
sendo utilizada no Indice de Integridade Bidtica (IBI - Indexes of Biotic Integrity) para avaliar
a qualidade ambiental (ARAUJO et al., 2003; BOZZETTI e SCHULZ, 2004). Estudos apontam
que essa espécie ¢ um importante bioindicador em ecossistemas impactados pela monocultura
da cana-de-agucar (GONINO et al., 2019).

Morfologicamente, M. forestii apresenta coloragdo corporal que varia entre cinza e
castanho-claro, com margens das escamas escuras, formando um padrao reticulado. Seus olhos
sdo predominantemente vermelhos e ha uma faixa enegrecida localizada no pedunculo caudal,
estendendo-se até a regido mediana dos raios da nadadeira caudal. A margem posterior dessa

faixa se apresenta em coloracdo mais clara. Suas nadadeiras podem variar de hialinas a



levemente escurecidas, enquanto os primeiros raios das nadadeiras pélvicas e anal exibem
coloragdo branca (GIMENES JUNIOR e RECH, 2022).

No que se refere a sua histéria natural, M. forestii ¢ amplamente distribuida no Pantanal
e habita ambientes de 4dguas Iénticas a semi-l€nticas, frequentemente associada a macrofitas
aquaticas. Uma caracteristica sexual secundaria observada na espécie € a presenca de pequenos

ganchos 0sseos na nadadeira anal dos machos, ausentes nas fémeas (BENINE et al., 2009).

36,4mm

Figura 1. Exemplar de Moenkhausia forestii. Fonte: GIMENES JUNIOR e RECH, 2022.

1.2.2  Gymnocorymbus ternetzi

Gymnocorymbus ternetzi (Figura 3 e 4), conhecido popularmente como tetra negro, é
uma das principais espécies ornamentais do Pantanal, destacando-se por sua coloragdo
caracteristica e ampla aceitacdo no mercado de aquariofilia. Em vida, seu corpo apresenta
coloracdo castanha, tornando-se mais escura na regido posterior, com duas faixas umerais
enegrecidas e verticalmente alongadas. A espécie exibe uma faixa vertical escura nos olhos,
enquanto suas nadadeiras dorsal, adiposa e anal sdo predominantemente enegrecidas,
contrastando com as demais nadadeiras, que sdo hialinas (GIMENES JUNIOR ¢ RECH, 2022).

No que diz respeito a sua ecologia, G. ternetzi ocupa preferencialmente ambientes
lénticos, onde forma cardumes numerosos associados a vegetagdo aquatica. Sua dieta ¢
diversificada, sendo composta principalmente por insetos, itens vegetais e zooplancton, o que
demonstra sua plasticidade alimentar (MESCHIATTI e ARCIFA, 2009). Além disso, a espécie
apresenta dimorfismo sexual, com machos maduros exibindo pequenos ganchos 6sseos na

nadadeira anal, caracteristica ausente nas fémeas (BENINE et al., 2015).



A coloracdo dos peixes ornamentais ¢ uma varidvel de grande relevancia no contexto
comercial, uma vez que influencia diretamente a preferéncia do consumidor e,
consequentemente, o valor de mercado desses animais. Caracteristicas cromaticas distintas e
vibrantes ndo apenas atendem as expectativas estéticas, mas também t€m um impacto
significativo na valoriza¢dao economica dos espécimes. Assim, € imperativo compreender como
essas variagdes cromadticas afetam a dindmica de mercado, o que serd abordado a seguir, no

topico relacionado a coloracao

Figura 2. Exemplares de Gymnocorymbus ternetzi com multiplos padrdes de coloracdo. Fonte:

Arquivo pessoal

et~

Figura 3. Exemplar de Gymnocorymbus ternetzi. Fonte: GIMENES JUNIOR e RECH, 2022



1.3 Importancia da coloracio da pele em peixes

De acordo com Ferreira (2019), coloracao dos peixes ndo ¢ um fendmeno aleatorio, mas
sim resultado de pressdes evolutivas que moldaram padrdes especificos ao longo do tempo.
Esses padrdes estdo diretamente relacionados a adaptacdo ao ambiente e podem ser
classificados em dois grupos funcionais: evasdo, associada a camuflagem e a “coloragdo
criptica”, e informagdo, que envolve a comunicagao intraespecifica. No contexto informacional,
as cores desempenham um papel essencial na sinalizacdo de dominancia territorial, aptidao
fisica, capacidade de obtengdo de recursos e atratividade reprodutiva.

A intensificagdo da coloragdo dos peixes ¢ um fator determinante para sua aceitabilidade
no mercado, uma vez que individuos com cores mais vibrantes sdo percebidos como mais
saudaveis e atraentes pelos consumidores. Dentro de uma mesma espécie, podem ser
encontrados multiplos padrdes de coloracdo, os quais sdo resultantes da presenca de pigmentos
armazenados em células especializadas denominadas cromatéforos (REZENDE et al., 2012;
GREMPEL e VISCONTI, 2014; CAL et al., 2017).

De acordo com Hilsdorf (2021), essas células, de grande tamanho e formato estrelado,
tém origem na crista neural durante o desenvolvimento embrionario e estdo distribuidas nao
apenas na epiderme, mas também nos olhos, na parede da cavidade celomatica e em diversos
orgdos internos. Diferentemente dos mamiferos, que possuem um Uunico tipo de célula
pigmentar (os melandcitos), os peixes apresentam diversos tipos de cromatoforos, os quais
absorvem a luz branca e sdo classificados conforme o pigmento predominante: (i) xantéforos,
responsaveis pela coloragdo amarela (xantina); (ii) melandforos, que contém os pigmentos
marrom e preto (melanina); (ii1) eritr6foros, associados a coloragao vermelha (eritrina); e, em
algumas espécies especificas, como Synchiropus splendidus e Synchiropus picturatus, (iv)
cianoforos, que conferem pigmentacgdo azul.

Os peixes ndo possuem a capacidade de sintetizar os pigmentos responsaveis pela
coloracdo quando estdo fora de seu ambiente natural, tornando-se imprescindivel a sua obtengao
por meio da dieta. Em condi¢des naturais, a alimentagdo desses organismos ¢ equilibrada entre
fontes vegetais e animais, garantindo a ingestdo de pigmentos naturais que intensificam a
coloracdo da pele (FRIES et al., 2014). No entanto, em sistemas artificiais, a nutri¢do dos peixes
ornamentais ocorre por meio do fornecimento de ragdes formuladas com ingredientes
processados, frequentemente ndo disponiveis em seu habitat natural. O uso dessas ragdes nao
apenas supre as necessidades nutricionais dos animais, mas também constitui uma estratégia

essencial para otimizar a produtividade dos sistemas (RAMIREZ et al., 2022).



A industria pet busca substitutos eficazes para os corantes sintéticos, que apresentam
baixa eficacia quando comparados as fontes de pigmentos naturais. Estes, além de conferirem
coloracdo, contém compostos antioxidantes que ajudam a reduzir os radicais livres e possuem
diversas atividades bioldgicas benéficas para os peixes ornamentais. Nesse contexto, a
alimentacdo de peixes cultivados em sistemas intensivos exige dietas balanceadas que atendam
as suas exigéncias nutricionais. No entanto, o uso generalizado de racdes formuladas para
peixes de corte na producdo de peixes ornamentais ndao supre adequadamente essas
necessidades, tornando essencial a adocdo de estratégias nutricionais especificas para cada
espécie (REZENDE et al., 2012; RASHIDIAN et al., 2018; NHAN et al., 2019; LILI et al.,
2020; HONORATO et al., 2021; HONORATO et al., 2022).)

1.4 Bioativos de plantas do cerrado na alimentagio de peixes ornamentais

A utilizagdo de bioativos de frutos do Cerrado na alimentagdo de animais de estimagao
¢ uma alternativa viavel e sustentavel. Peixes ornamentais, que possuem vida longa, requerem
cuidados especificos no envelhecimento, sendo a nutricdo fundamental. Dietas para peixes senis
devem atender as demandas metabdlicas e incluir compostos benéficos ao metabolismo
(HONORATO et al., 2021). Dessa forma, a inclusdo de bioativos de frutos do Cerrado na
alimentagdo de peixes ornamentais ndo apenas atende as exigéncias nutricionais, mas também
contribui para a melhoria da satde e da estética desses animais.

A adicdo de bioativos na alimentagdo favorece o bem-estar, reduz o estresse oxidativo e
intensifica a coloracdo, especialmente com carotenoides naturais (HONORATO et al., 2021).
Apesar do potencial nutricional desses bioativos, seu uso na aquicultura ornamental ainda ¢
limitado. Estudos indicam que bioativos de frutos do Cerrado melhoram a coloragdo e o bem-
estar dos peixes, agregando valor a cadeia produtiva (HONORATO et al., 2021).

Dentre as diversas coloragdes observadas em peixes, o vermelho e suas variagdes, como
laranja e amarelo, sdo as mais valorizadas na aquicultura devido a sua atratividade comercial.
A coloragdo da pele ¢ um fator determinante para a aceitagdo no mercado, sendo os individuos
com tonalidade avermelhada frequentemente mais valorizados. Essa pigmentagdo ¢ conferida,
em grande parte, pela astaxantina, um carotenoide que os peixes ndo sintetizam e, portanto,
deve ser incluido na dieta a (COSTA e MIRANDAFILHO, 2020). Os carotenoides, além de
serem responsaveis por essas coloragdes vibrantes, possuem importancia nutricional, uma vez

que alguns atuam como precursores da vitamina A (MALDONADE; RODRIGUEZ-AMAYA e
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SCAMPARINI, 2008; RODRIGUEZ-AMAYA, 2015), tornando-se componentes essenciais na
formulagdo de ragdes para peixes cultivados em sistemas de aquicultura.

A astaxantina, principal carotenoide na aquicultura, possui alta atividade antioxidante,
superando a vitamina E na quelacdo de radicais livres e auxiliando na estabilidade da membrana
celular (MIKI, 1991; GOTO et al., 2001). O crescente interesse por substancias bioativas, como
os carotenoides, se deve a sua acdo antioxidante e prevenc¢do de doencgas inflamatérias (FARIA
et al., 2016). Em peixes, esses compostos sdo cruciais para a coloracdo, camuflagem e
sinalizacdo, sendo que sua intensidade depende do fornecimento dietético, ja que os peixes nao
os sintetizam (KALINOWSKI et al., 2005). A falta de carotenoides resulta em coloragdo opaca,
impactando negativamente o valor comercial, especialmente em peixes ornamentais, onde cores
vibrantes sdo valorizadas no mercado (LIM et al., 2018; KAUR ¢ SHAH, 2017; COSTA ¢
MIRANDA-FILHO, 2020). Assim, plantas do cerrado, como a Erythrina crista-galli e a
Amora-Preta (Rubus spp), ricas em compostos bioativos, podem representar uma fonte
promissora para a melhoria da coloragdo e do bem-estar dos peixes ornamentais, destacando-se
como alternativas naturais para potencializar as cores vibrantes e promover a saude desses

organismos

1.5 Plantas

1.4.1 Erythrina crista-galli

A espécie Erythrina crista-galli (Figura 4), pertencente a familia Leguminosae, ¢ um
arbusto deciduo amplamente distribuido em regides tropicais e subtropicais. No Brasil, ¢
popularmente conhecida como "Corticeira" e se destaca por seu grande porte, podendo atingir
até 20 metros de altura e 80 cm de didmetro a altura do peito na fase adulta (CARVALHO,
2006). Essa espécie ¢ frequentemente encontrada em ambientes imidos, como margens de rios,
estudrios e varzeas inundaveis, formando associagdes puras denominadas "seibal"

(MARCHIORI, 1997).
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Figura 4. Folha de Erythrina crista-galli. Fonte: Flora e Fuga do Brasil (Martins, M.V).

Diversos estudos tém avaliado a composi¢do fitoquimica de diferentes partes da E. crista-
galli. O extrato aquoso das folhas (ASHMAWY et al., 2016), o extrato metandlico da casca
(OZAWA et al., 2010) e o extrato metanolico das flores (ZHANG et al., 2020) foram analisados
em investigacdes fitoquimicas, revelando a presenca de compostos bioativos de interesse
farmacologico. Embora os efeitos bioldgicos dessa espécie ainda sejam pouco conhecidos, ha
evidéncias sugerindo que compostos isolados da casca apresentam propriedades anti-
inflamatérias (OZAWA et al., 2010; SON e ELSHAMY, 2020; FAHMY et al., 2020). Além
disso, o extrato metanolico das folhas demonstrou atividades fitoestrogénicas promissoras
(ASHMAWY et al., 2016).

Espécies do género Erythrina sio amplamente reconhecidas por possuirem fitoquimicos
com diversas atividades bioldgicas, incluindo efeitos ansioliticos (SANTOS ROSA et al., 2012;
FAHMY et al., 2020), antioxidantes (JIMENEZ-CABRERA et al., 2021), anticonvulsivantes
(FAGGION et al., 2011), hepatoprotetores ¢ antialimentares (JIMENEZ-CABRERA et al.,
2021). Estudos farmacoldgicos também indicam que E. crista-galli apresenta propriedades
ansiolitica, sedativa, relaxante muscular e antibacteriana (VIRTUOSO et al., 2005; SANTOS
et al., 2007; SIQUEIRA et al., 2019).

A presenca de compostos bioativos em E. crista-galli sugere potenciais beneficios para

peixes ornamentais (Tabela 2), especialmente no que se refere a redugdo do estresse,
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comportamento alimentar e manutencdo da satide hepatica (Siqueira et al., 2019; Siqueira et al.,

2024).

Tabela 2. Resultados obtidos com E. crista-galli na dieta de peixes ornamentais

Espécie de peixe Resultado Referéncia
Carassius auratus A exposi¢do aguda ao extrato  Siqueira et al., 2019
(peixe-dourado) de Erythrina crista-galli ndo

causou mortalidade, mas
provocou alteragdes
indesejaveis nos parametros
fisiologicos sanguineos em

concentracdes acima de 100

mg/L.
Moenkhausia forestii O extrato aquoso das folhas Siqueira et al., 2024
(tetra-olho-vermelho) de Erythrina crista-galli

auxiliou na manuteng¢do da
fun¢do hepatica e estimulou a
atividade da enzima catalase,
indicando efeitos

hepatoprotetores.

Embora alguns estudos apontem resultados promissores, a aplicagdo de Erythrina
crista-galli na alimentacdo de peixes ornamentais ainda é pouco explorada, e os dados
disponiveis sdo limitados. Além disso, ha indicagdes de possiveis efeitos adversos em
concentragdes elevadas, ressaltando a necessidade de pesquisas mais detalhadas. Investigagdes
adicionais sdo essenciais para esclarecer os mecanismos de acdo de seus compostos bioativos e
definir doses seguras e eficazes. Em especial, para espécies como o tetra de olhos vermelhos
(M. forestii), que possui relevancia comercial, estudos mais aprofundados podem viabilizar
dietas funcionais que melhorem o bem-estar e a valorizagdo desses peixes. Dessa forma, o
avanco nas pesquisas sobre E. crista-galli pode abrir novas perspectivas para a biotecnologia e

a aquicultura, além de possibilitar o desenvolvimento de produtos farmacologicos inovadores.

1.4.2 Amora-Preta (Rubus spp)
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A amora-preta (Rubus spp.) (Figura 5) pertence a familia Rosaceae e ao género Rubus, um
grupo altamente diversificado e amplamente distribuido. Estima-se que existam entre 400 a 500
espécies dentro desse género, conhecidas como berries. O termo berries tem sido utilizado para
descrever frutos pequenos, arredondados e de sabor adocicado, abrangendo tanto framboesas
quanto amoras-pretas cultivadas em diferentes continentes, como América, Europa, Africa e

Asia (JEPSON ¢ CRAIG, 2005; LORENZI et al., 2006).

Figura 5. Frutas de amora-preta. Fonte: Raseira et al., 2022

Dentre as berries, a amora-preta se destaca por apresentar a maior concentragdo de
antocianinas (VIZZOTTO et al., 2012), pigmentos naturais responsaveis por suas coloragdes
vibrantes, que variam entre vermelho, roxo e azul. Além do papel estrutural, essas substancias
sdao amplamente reconhecidas por suas propriedades antioxidantes e pelo seu potencial protetor
contra danos oxidativos (RICE-EVANS et al., 1996).

Os extratos brutos de espécies do género Rubus apresentam diversas atividades biologicas,
incluindo efeitos antioxidantes, antimutagénicos e anticancerigenos (FERREIRA et al., 2010;
LIM e CHOI, 2019). Além disso, estudos indicam que esses compostos podem contribuir para
a reducgdo dos niveis de colesterol e do indice glicémico, demonstrando beneficios metabdlicos
importantes (MARTINS et al., 2023; BUCZYNSKI et al., 2024).

As propriedades bioldgicas da amora-preta estdo diretamente relacionadas a sua
composi¢ao fitoquimica, que inclui tanto compostos fenolicos hidrofilicos quanto lipofilicos. A
presenca de antocianinas e carotenoides confere a essas frutas um alto potencial antioxidante,
pois essas substancias possuem a capacidade de doar hidrogénios ou elétrons aos radicais livres,

reduzindo o estresse oxidativo e promovendo beneficios a satide (RICE-EVANS et al., 1996)
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O estudo do uso de amora-preta (Rubus spp.) na dieta de peixes ornamentais, com foco na
espécie B.splendens destacaram a melhora na coloragdo e na saude reprodutiva de B.splendens
através da inclusdo de pigmentos antocianicos da amora-preta (Honorato et al., 2024; Reges et
al., 2024b) (Tabela 3). O potencial dessa planta pode promover beneficios similares em o G.
ternetzi (tetras negros). A aplicacdo desses pigmentos naturais pode ndo sé intensificar a
coloracdo caracteristica do G. termetzi, mas também promover a resisténcia a doengas e
melhorar o bem-estar dos peixes. Além disso, a utilizacdo de substincias bioativas da amora-
preta oferece uma alternativa sustentavel para a alimentacdo de peixes ornamentais, agregando
valor a producdo desses animais e favorecendo praticas de aquicultura mais ecoldgicas e

saudaveis.

Tabela 3. Resultados obtidos com amora-preta (Rubus spp.) na dieta de peixes ornamentais

Espécie de peixe Resultado Referéncia

Betta splendens (Fémeas) Melhora na  coloracdo, Reges et al., 2024b
aumento da luminosidade e
do indice gonadossomatico.
Nao houve mortalidade.

Betta splendens (Fémeas) Aumento na intensidade de Honorato et al., 2024
cor ¢ melhora na satde
reprodutiva, sem efeitos

adversos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito das substancias bioativas de plantas do cerrado, como o extrato aquoso
de E.crista-galli e o uso de amora-preta (Rubus spp), na promoc¢ado do bem-estar de peixes
ornamentais, com foco na coloracdo, metabolismo digestivo, hepatico, atividade

antioxidante e comportamento.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos da inclusdo do extrato aquoso das folhas de E. crista-galli na dieta de
M. forestii, com énfase nas alteragdes na coloragdo, nos niveis de ansiedade e nos
parametros de metabolismo digestivo, hepatico e antioxidante.

Investigar a influéncia do uso de amora-preta (Rubus spp) na coloragdo, atividade

antioxidante e perfil das enzimas digestivas em G. fernetzi.
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Erythrina crista-galli NA DIETA DO TETRA DE OLHOS VERMELHOS (Moenkhausia
forestii) PROMOVE EFEITOS TRANQUILIZANTES E HEPATOPROTETORES

RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar a composi¢do do extrato aquoso das folhas de Erythrina
crista-galli e os efeitos de sua inclusdo na dieta de tetra-olho-vermelho (Moenkhausia forestii),
considerando o conteudo enzimatico do metabolismo digestivo, hepatico e oxidativo, bem
como a pigmentagdo. Os peixes (peso médio inicial de 1,78 + 0,54 g) foram divididos em trés
grupos: Controle (ragdo comercial) e Tratamento (racdo comercial suplementada com extrato
aquoso de folhas de E. crista-galli), sendo alimentados até saciedade aparente por 21 dias. A
andlise do extrato foi realizada por espectrometria de massas, identificando compostos
fenolicos e flavonoides. O grau de agitacdao e o nimero de movimentos bruscos foram menores
em todos os tratamentos suplementados em relagc@o a dieta controle, tanto aos 7 quanto aos 15
dias. A atividade enzimdtica digestiva ndo diferiu significativamente (p>0,05). O grupo
Tratamento apresentou menores niveis de ALT e maiores niveis de antioxidante CAT. Os
resultados indicaram que o extrato aquoso de folhas de Erythrina crista-galli auxilia na
manuten¢do da funcdo hepatica e estimula a atividade da enzima CAT no tetra-olho-vermelho,
sugerindo que os compostos identificados atuam sobre o figado e a pele, promovendo efeitos
hepatoprotetores e tranquilizantes.

Palavras-chave: Peixes ornamentais; enzimas metabolicas; bem-estar; atividades

antioxidantes.

1. INTRODUCAO

O consumo de peixes e frutos do mar ndo ¢ apenas saudavel, mas também ambientalmente
sustentavel (Valenti et al., 2021). Com o aumento da intensificagdo da produc¢do no setor, ha
uma crescente demanda por novas estratégias sustentaveis de desenvolvimento da aquicultura
(Boyd et al., 2020).

Para melhorar a eficiéncia das praticas de manejo, a qualidade do produto e a
competitividade no mercado, tecnologias e inovagdes na aquicultura devem ser desenvolvidas.
Iniciativas tém sido tomadas para otimizar o uso de nutrientes e conservar a qualidade da dgua

(Antony Jesu Prabhu et al., 2019; de los Santos et al., 2020; Islam et al., 2021). Além dos
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beneficios ambientais, a melhoria na digestao e absor¢do de nutrientes pode aprimorar a saude
e o desempenho dos peixes (Jayasinghe e Jayawardena, 2019; Zhang et al., 2022).

O uso de plantas medicinais tem ganhado popularidade globalmente devido a facilidade de
preparacdo, acessibilidade e efeitos colaterais minimos nos animais. Além disso, sdo
ambientalmente amigaveis por serem biodegradaveis.

Erythrina crista-galli ¢ um arbusto deciduo da familia Leguminosae, amplamente
distribuido em regides tropicais e subtropicais. A maioria dos estudos sobre E. crista-galli
avaliou a composicao fitoquimica de diferentes partes da planta, incluindo extrato aquoso das
folhas (Ashmawy et al., 2016), extrato metandlico da casca (Ozawa et al., 2010) e extrato
metanolico das flores (Zhang et al., 2020).

Os efeitos bioldgicos de E. crista-galli ainda sdo pouco conhecidos, embora compostos
isolados da casca tenham sido sugeridos como possuidores de propriedades anti-inflamatorias
(Ozawa et al., 2010; Son e Elshamy, 2020; Fahmy et al., 2020). O extrato metanélico das folhas
também demonstrou atividades fitoestrogénicas promissoras (Ashmawy et al., 2016). Espécies
do género Erythrina contém fitoquimicos com diversas atividades biologicas, incluindo efeitos
ansioliticos (Santos Rosa et al., 2012; Fahmy et al., 2020), antioxidantes (Jiménez-Cabrera et
al., 2021), anticonvulsivantes (Faggion et al., 2011), hepatoprotetores e antialimentares
(Jiménez-Cabrera et al., 2021).

A presenca de compostos bioativos no extrato de E. crista-galli pode indicar efeitos
benéficos sobre peixes ornamentais, especialmente no que se refere a redugdo do estresse,
comportamento alimentar e manutenc¢ao da satide hepatica.

O presente estudo visa avaliar os efeitos da inclusdo do extrato aquoso das folhas de
Erythrina crista-galli na dieta do tetra-olho-vermelho (Moenkhausia forestii), especialmente

em relagdo a pigmentagdo, ansiedade e metabolismo digestivo, hepatico e antioxidante.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Preparacio do extrato e analise quimica

As folhas de E. crista-galli foram coletadas em Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil,
durante o inverno, no periodo da manha. O material vegetal foi identificado e um espécime
testemunha (numero de registro 4879) foi depositado no herbério da Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD).

As folhas frescas foram lavadas, secas a temperatura ambiente (28 + 2 °C), cortadas em

pequenos pedacos, moidas em pé utilizando um moinho mecanico e extraidas com aquaso a
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95% (10 mL/g) por 3 dias. O metanol foi evaporado a vacuo a 50 °C até secagem e armazenado
a 4 °C até o uso.

Uma solugdo do extrato aquoso (1000 pg mL™") foi preparada para andlise do teor de
flavonoides (Lin e Tang, 2007), compostos fenolicos (Djeridane et al., 2006) e taninos
(Agostini-Costa et al., 1999).

Todas as analises foram realizadas em triplicata, e os resultados foram expressos em mg de
compostos equivalentes por g de extrato, considerando os seguintes compostos: quercetina para
flavonoides, 4cido galico para compostos fendlicos e catequinas para taninos.

A atividade antioxidante do extrato foi avaliada utilizando os métodos DPPH (Rufino et al.,
2007b), ABTS (Rufino et al., 2007a), descoloragdo do -caroteno (Jayaprakasha et al., 2001) e
presenca de alcaloides (Teles et al., 1995).

2.2. Animais

Cento e vinte exemplares de tetra-de-olho-vermelho (M. forestii) foram obtidos no
Laboratério de Ictiologia do Instituto de Meio Ambiente de Mato Grosso do Sul (IMASUL),
localizado em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil. O laboratério adquire os peixes do
rio local e os cria em aquario. O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal, do Centro Universitario da Grande Dourados (UFGD), sob o protocolo ntimero

003/2014, Cédigo de Registro, SISGEN: AA8SDF1.

2.3. Desenho Experimental

Antes do experimento, os peixes (1,78 = 0,54 g) foram distribuidos aleatoriamente em doze
aquarios de vidro (120 L de capacidade) (10 peixes por aquario) e aclimatados por sete dias.
Cerca de 50% da 4gua foi trocada diariamente. Bombas de ar e pedras porosas foram usadas
para manter a oxigenagao. Os peixes foram alimentados trés vezes ao dia (07:30, 12:30 e 17:30)
com racao comercial (32% de proteina bruta, Laguna® Sport 28, Estado de Sao Paulo, Brasil)
até a saciedade aparente. Eles foram mantidos sob fotoperiodos de 12 horas de luz e 12 horas
de escuridao, e cada tratamento alimentar foi testado em quadruplicata.

O extrato liofilizado de E. crista-galli foi incorporado a racdo apds diluicdo em agua:etanol
(1:1), com subsequente evaporacdo do alcool. Os tratamentos experimentais foram: (i) ragao
comercial utilizada como dieta controle; (ii) 1000 mg de extrato de E. crista-galli/kg de ragao;
e (ii1) 2000 mg de extrato de E. crista-galli/kg de racdo. Apds a secagem, todas as dietas foram

seladas em sacos e armazenadas a 4 °C para uso posterior.
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2.4. Variaveis Analisadas

2.4.1. Desempenho produtivo e fator de condigao

Apo6s o periodo de alimentacdo (21 dias), os peixes foram submetidos a um jejum de 24
horas antes da coleta. Todos os peixes foram utilizados para estimar o Fator de Condi¢ado (K),
calculado pelo método alométrico, pela expressio K = W/Lb (onde W = massa total, L =
comprimento padrao dos individuos, e b = coeficiente de regressao). Para estimar o valor do
coeficiente b, uma equagdo Unica de relagdo peso-comprimento (W = alLb) foi ajustada para o
conjunto de todos os individuos coletados, utilizando o método dos minimos quadrados
aplicado aos dados convertidos para seus respectivos logaritmos naturais (Lima-Junior et al.
2002).

Além disso, nove peixes de cada tanque foram selecionados aleatoriamente e eutanasiados
para analise enzimatica. O conteudo abdominal e os musculos foram removidos para avaliagao
das propriedades hepatoprotetoras, imunolédgicas e digestivas de E. crista-galli em M. forestii.
Outros trés peixes por tanque foram selecionados aleatoriamente para a avaliagdo da coloragao

corporal.

2.4.2. Comportamento de M. forestii

O comportamento foi avaliado no sétimo e oitavo dias de alimentag¢ao durante dois periodos
consecutivos de observagdo (5 minutos antes e 10 minutos apos a alimentagdo) de 10 minutos
cada. As seguintes reacdes foram observadas: (i) grau de agitacdo - caracterizado pelos peixes
tentando pular para fora do tanque; expresso em alto (X a Y tentativas), médio (A a B tentativas)
ou baixo (Z a W tentativas); (ii) nimero de disparos - comportamento defensivo caracterizado
pelo nado rapido e desordenado de um lado para o outro do tanque ou no fundo; expresso em
alto (mais de 6 disparos), médio (1 a 5 disparos) ou baixo (0 disparos) (Giaquinto & Volpato,
2001); e (iil) aceitacdo da racdo - foi verificado se a dieta oferecida foi consumida
imediatamente (alimentagdo imediata) ou se restou ragao para o proximo horario de alimentagao
(alimentacdo ausente). Quando a ragdo ndo foi consumida imediatamente e ndo foi encontrada

racdo no tanque na proxima alimentagao, considerou-se a alimentagao tardia.
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2.4.3. Avaliagdo da cor corporal de M. forestii

A cor corporal dos peixes foi avaliada utilizando-se um colorimetro (Konica Minolta®)
equipado com uma abertura de 8 mm de didmetro e calibrado em uma placa cerdmica de
referéncia branca antes do uso, conforme descrito por Choubert et al. (1992). Cada peixe foi
colocado sobre a placa e a leitura foi realizada abaixo da nadadeira dorsal, acima da linha lateral
e ao longo do filé (Figura 1). Todas as medi¢des foram expressas em trés componentes: L*
descreve a luminosidade (preto = 0 e branco = 100), a* corresponde a intensidade de vermelho,
e b* corresponde a intensidade de amarelo, de acordo com as recomendacdes da Comissao
Internacional de Iluminagao (CIE, 1976). A coloracdo foi realizada no inicio e no final do

periodo de alimentagdo. A variagdo de coloragdo = cor final - cor inicial.

2.4.4 Analise Enzimatica

2.4.4.1 Preparagao do Homogeneizado Tecidual

O conteudo abdominal (100 mg) foi utilizado para a andlise das enzimas metabdlicas
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) e para a andlise das
enzimas digestivas (amilase, lipase, fosfatase alcalina e protease). O conteudo abdominal de
cada peixe foi homogeneizado separadamente em um tampao em banho de gelo (contendo 20
mM de fosfato de sodio e 10 mM de Tris, pH 7.0 em glicerol v/v) com um homogeneizador
tipo Potter-Elvehjem. Os homogeneizados foram centrifugados a 600g por trés minutos a 4°C
e o sobrenadante foi submetido a nova centrifugacao a 6000g por oito minutos a 4°C.

O musculo foi homogeneizado em uma propor¢ao de 1:20 em tampao 0,1M PO4 2-, pH 7,0
com 0,25 M de sacarose, em propor¢ao 1:1 tecido:tampdo. Os homogeneizados foram
centrifugados a 15.000g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi utilizado como fonte crua

de enzimas antioxidantes.

2.4.4.2 Analise da Atividade das Enzimas

A atividade da alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) nos
homogeneizados foi determinada conforme Reitman e Frankel (1957).

A atividade proteolitica total foi medida pela hidrélise da caseina (Walter, 1984). Os valores
do pH do ensaio foram ajustados para cada secdo do trato digestivo. A atividade proteasica do
estomago foi medida em solugdo de glicina-HCI 0,2M (pH 2,0). As cecos piloricos, intestino

anterior e posterior foram analisados em tampao Tris-HCI1 0,1M (pH 9,0). A mistura de reacao,
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para volume final de 1,0 mL, foi: 0,1M pH 2,0 ou 0,05M pH 9,0 e caseina 0,5%, além de
aliquota previamente ajustada da fonte crua de enzima. Apos 180 minutos (estdmago) ou 60
minutos (intestino) de incubacdo a 25°C, a reagdo foi interrompida pela adicdo de acido
tricloroacético (TCA) a 7% e volume final de 1,5 mL. A mistura foi mantida em banho de gelo
por 30 minutos, o precipitado foi removido por centrifugacdo a 14.400g por trés minutos € o
sobrenadante foi lido a 280 nm contra uma solu¢do de tirosina. Uma unidade (1,0 UI) de
protease foi considerada a quantidade de enzima capaz de produzir lpumol de tirosina por
minuto.

A lipase ndo especifica foi medida apos os ajustes conforme a metodologia de Albro et al.
(1985). Resumidamente, a mistura de reacdo, para volume final de 1,0 mL, contendo aliquota
previamente ajustada da enzima crua e 0,4mM de a-nitrofenilmiristato (dissolvido em tampao
bicarbonato de amoénio 24mM, pH 7,8, com 0,5% de Triton X-100) foi incubada por 30 minutos
a 25°C. A reagdo foi interrompida pela adicdo de 25 mM de NaOH e transferida para banho de
gelo por 15 minutos. A densidade optica foi lida a 405 nm. Uma unidade (1,0 UI) de lipase foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 1umol de substrato por
minuto. O coeficiente de extingdo de a-nitrofenol foi determinado como & =4,4-10* ML

A atividade amilo-hidrolitica foi medida conforme Bernfeld (1955). A mistura de reacao,
para volume final de 1,5 mL, foi: 1,5% de amido; tampao citrato/fosfato 0,07M, pH 7,0; 0,028M
de CI- como cofator enzimatico e aliquota previamente ajustada do homogeneizado tecidual. A
mistura foi incubada a 25°C por 30 minutos e a reacdo foi parada pela adicdo de 1,0 mL de
mistura de 5% de ZnSOa4: 0,3N de Ba(OH).. O precipitado foi removido por centrifugagdo a
11.000 x g por trés minutos e a concentragdo de glicose livre foi determinada a 690 nm no
sobrenadante (Park e Johnson 1949). Uma unidade (1,0 Ul) de amilase foi considerada a
quantidade de enzima necessaria para produzir 1 umol de agticar redutor por minuto. A atividade
especifica de todas as enzimas foi expressa como Ul por miligrama de proteina.

As concentragdes de proteina nos extratos enzimaticos crus foram determinadas pelo
método de Bradford (1976) a 450 nm, usando albumina a 1,0 mg/mL como padrdo. A fosfatase
alcalina foi medida por métodos colorimétricos (Alkaline Phosphatase OSR6004) e analise

espectrofotométrica (espectrofotdmetro semi-automatico S-200, BioPlus®).

2.4.4.3 Atividade das Enzimas Antioxidantes

A atividade da superdxido dismutase (SOD) e da catalase (CAT) do homogeneizado

muscular foi determinada pela absorvincia da mistura de reacdo registrada com um
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espectrofotometro semi-automatico (S-200, BioPlus®). A atividade da SOD foi medida pela
auto-oxidag¢ao do pirogalol, inibida na presenca de SOD (Beutler 1984). O valor da absorvancia
foi registrado a 420 nm, considerando uma unidade de atividade especifica que inibe 50% da
auto-oxidagao do pirogalol. A atividade da CAT foi medida pela taxa de degradagdo do H20: a
230 nm (Beutler 1984). Uma unidade de CAT foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para oxidar 1,0 pumol de H2O: por minuto, e a absorvancia molar utilizada foi

(H202)eA230 = 0,071 mM cm™.

2.5 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software RStudio (versao 1.1.423 — ©
2009-2018 RStudio, Inc.). A normalidade dos dados e a homogeneidade das variancias dos
parametros gastroprotetores € hepaticos foram verificadas pelo teste de Shapiro-Wilk,
utilizando o software BioEstat (versdo 5.0). Foi realizada uma andlise de variancia (ANOVA)
e, quando as diferengas foram significativas (p < 0,05), as médias foram comparadas pelo teste

de Tukey. Os resultados foram expressos como médias + desvio padrao (DP).

3. RESULTADOS

3.1 Andlise quimica do extrato

O extrato aquoso de E. crista-galli apresentou a presenca de 131,5 £ 0,7 mg g’ de
compostos fenodlicos, 199,5 + 0,5 mg g de flavonoides e 5,81 £ 0,1 mg g' de taninos. A
atividade antioxidante foi determinada com ICso de 88,41 pg/mL pelo método ABTS, com valor
de 1,64 uM trolox/g de extrato e teste de descoloracdo do B-caroteno. No ensaio com acido
linoleico/B-caroteno, o extrato apresentou uma atividade antioxidante de 45%. Foi possivel

identificar o alcaloide da E.crista-galli (Fabaceae) como 8-oxo-eritralina’.

3.2 Comportamento de M. forestii

Os resultados do comportamento de M. forestii alimentados com dietas suplementadas com
E. crista-galli estao apresentados na Tabela 1. O grau de agita¢do e o numero de deslocamentos,
em todos os tratamentos suplementados, foram menores do que os observados no grupo
controle, tanto nos peixes alimentados por 7 quanto por 15 dias. Os peixes que receberam os
maiores niveis dietéticos de E. crista-galli apresentaram menor grau de agitacdo e niimero de

deslocamentos. Os peixes alimentados com a maior concentracdo de E. crista-galli por 7 dias
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aceitaram a racdo imediatamente, enquanto nos grupos controle e nos que receberam a menor
concentragcdo do extrato vegetal, a aceitagdo foi tardia. O tempo de alimentagdo com dietas
experimentais influenciou o comportamento dos peixes. A aceitacdo da racdo em M. forestii
alimentados com 1000 mg kg™' de E. crista-galli por 15 dias foi mais rapida do que naqueles

alimentados por 7 dias.

Tabela 1. Comportamento de Moenkhausia forestii alimentados com dietas experimentais

contendo E. crista-galli por 7 e 15 dias.

Niveis dietéticos de E. crista-galli (mg kg™)
Parametros 0 (Controle) 1000 2000
Alimentacdo por 7 dias

Grau de agitacdo -+ ++ +
Numero de deslocamentos +++ ++ +
Aceitagdo da racdo tardia tardia imediata

Alimentacdo por 15 dias

Grau de agitacdo +++ + +
Numero de deslocamentos +++ + +
Aceitagdo da racdo tardia imediata imediata

+ intensidade do comportamento observado; Aceitacdo da ragdo: imediata, a dieta foi

consumida imediatamente; tardia, a dieta foi consumida antes da proxima alimentagao.

3.3 Desempenho e coloracao de M. forestii

O ganho de peso ndo diferiu entre os peixes que receberam a dieta controle (0,64 + 0,13
mg) e aqueles que receberam 1000 (0,33 + 0,31 mg) e 2000 (0,49 + 0,40 mg) mg/kg de E.
crista-galli. Da mesma forma, o fator de condi¢do nao foi alterado quando os peixes foram
suplementados com E. crista-galli na dieta (Tabela 2). Os resultados da coloragdo presentes na

tabela 2 ndo sdo apresentados no texto.

Tabela 2. Desempenho e coloracdo de Moenkhausia forestii

Parametros Niveis dietéticos de E. crista-galli (mg kg™)

0 (Controle) 1000 2000

Desempenho dos peixes

Ganho de peso (mg) 0.64+0.13 0.33+0.31 0.49 +0.40
Fator de condigdo 1.86 £0.51 1.51+£0.36 1.58 £0.67
Ganho na coloragéo dos peixe
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L* -5.94 +3.86 -5.82 +6.05 -15.36 + 8.53
a* 10.15 £ 0.04 10.47 £ 0.70 11.36 £0.76
b* 027+ 1.53 20.56+ 1.07 145+ 147

3.4 Atividade Enzimatica

No contetido abdominal, observaram-se niveis significativamente reduzidos de atividade da
ALT e niveis aumentados de atividade da CAT em peixes alimentados com dietas
suplementadas com E. crista-galli em comparagdo com o grupo Controle (Tabela 3; P < 0,05).
Nao houve diferenca nas atividades de ALT e CAT entre as dietas contendo 1000 e 2000 mg
kg™ de E. crista-galli.

Tabela 3. Atividade enzimatica digestiva, hepatoprotetora e antioxidante em Moenkhausia

forestii

Niveis dietéticos de E. crista-galli (mg kg™)

Enzymes activity

0 (Controle) 1000 2000
Digestivas (U mg™ proteina)
Protease inespecifica 779.78 £ 0.76 777.00 +0.75 780.44 + 1.03
Amilase 0.72+0.05 1.65+0.28 1.72 £ 0.21
Lipase 0.66 £0.15 0.87+0.42 0.37+0.33
Fosfatase alcalina 3.20+0.52 3.08 £0.54 3.88 +£0.54
Hepatoprotetoras
ALT (U.ml) 667.22 +111.53* 490.00 + 34.34° 531.55+45.20°
AST (U.ml") 443.25+79.46 481.37+57.24 491.125 + 64.45
Albumina (g.dI") 6.0 £2.96 7.46 +£2.53 7.82 £2.32
Glicose (mg.dl')
Antioxidantes (Ul mg™ proteina)
SOD 5.06 +£0.75 6.85+£0.54 7.1+£0.55
CAT 0.55+0.09 0.88 + 0.06° 0.73 £ 0.02°

Valores com letras diferentes na mesma linha sdo significativamente diferentes (P < 0,05).

4. DISCUSSAO

A melhora no comportamento com o uso do extrato de E. crista-galli pode refletir a
presenga de uma substancia ansiolitica no extrato, conforme relatado em estudos que
demonstram suas atividades antinociceptivas, ansioliticas/sedativas, relaxantes musculares e
antibacterianas (Vasconcelos et al., 2007; Santos Rosa et al., 2012). Esse extrato ja foi

comprovadamente eficaz na melhoria do comportamento de outras espécies de peixes, como
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Carassius auratus (Siqueira et al., 2019). Estudos sobre o comportamento de peixes sdo
frequentemente utilizados para avaliar sinais de bem-estar em peixes ornamentais durante
processos de transporte € manuten¢do (Huntingford et al., 2006; Stevens et al., 2017; Jones et
al., 2022). No presente estudo, o comportamento dos peixes foi alterado, apresentando sinais
de tranquilidade e natacdo em cardume quando alimentados com E. crista-galli.

Espécies do género Erythrina possuem uma ampla variedade de propriedades
medicinais. Elas s3o amplamente utilizadas na medicina popular devido as suas fung¢des
curarizantes e hipnoticas, além dos seus efeitos farmacoldgicos associados, incluindo agao
sedativa, hipotensora, bloqueadora neuromuscular e depressora do sistema nervoso central
(SNC), além de serem utilizadas para tratar amenorreia, cefaleia e distirbios hepaticos (Togola
et al., 2008).

A redugdo da atividade e agressividade dos peixes pode refletir as propriedades anti-
inflamatorias e analgésicas das plantas do género Erythrina (Jiménez-Cabrera et al., 2021).
Sugere-se que o efeito tranquilizante relatado no uso de Erythrina esteja relacionado a por¢ao
de spiroamina presente nesses alcaloides, sendo necessaria a presenca de uma amina tercidria
para sua a¢do nos receptores colinérgicos (Fahmy et al., 2018). A¢des tranquilizantes foram
reportadas para o uso de alcaloides extraidos de Erythrina sem a promog¢do de mudangas na
atividade locomotora (Garin-Aguilar et al., 2000).

Com base em nossos resultados, o uso de Erythrina nao teve um impacto significativo
na sobrevivéncia dos peixes. O desenvolvimento e a coloragdo também nao foram alterados.

A suplementacido dietética com medicamentos fitoterapicos tem demonstrado melhorar
a saude e o bem-estar dos peixes (Honorato et al., 2021; Francga et al., 2022), trazendo beneficios
ao sistema imunolégico (Zhang et al., 2022). Os efeitos gastroprotetores do extrato de Erythrina
velutina foram observados em ratos (Craveiro et al., 2008). O uso de aditivos que podem
melhorar os aspectos produtivos dos peixes, especialmente produtos naturais, tem ganhado
destaque crescente na aquicultura mundial. O presente estudo demonstrou um efeito positivo
da corticeira (E. crista-galli) na espécie ornamental tetra (M. forestii), um peixe de grande
importancia para a aquicultura ornamental, mas que carece de informacdes sobre seus aspectos
produtivos. O extrato utilizado melhorou o comportamento em relacdo as caracteristicas de
agitacdo, nimero de movimentos bruscos e aceitacdo do alimento, tanto em 7 quanto em 15
dias; além disso, interferiu nas atividades enzimaticas de ALT e CAT, indicando redugao de
danos hepaticos e aumento da atividade antioxidante.

Os danos oxidativos nos organismos estao diretamente associados a capacidade de gerar

antioxidantes e sua eficiéncia na defesa contra o estresse oxidativo. SOD e CAT sdo
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biomarcadores utilizados em peixes para avaliar a defesa antioxidante. Muitos dos
antioxidantes que contribuem para a capacidade antioxidante dos animais aquaticos provém de
sua alimentagdo (Ghafarifarsani et al., 2023). Os aditivos fitoterdpicos possuem alto poder
antioxidante devido aos seus compostos flavonoides e fenolicos (Zhang et al., 2022). Com base
nos resultados obtidos, os biomarcadores de estresse oxidativo foram significativos em peixes
alimentados com E. crista-galli, demonstrando que a suplementagdo estimulou as atividades de
duas enzimas antioxidantes pioneiras, SOD e CAT. Nossos resultados sugerem que a ativagao
da defesa antioxidante nos peixes pode estar relacionada a presenga de compostos bioativos,
principalmente alcaloides (Juma e Majinda, 2004), que induzem a atividade sequestradora de
radicais livres (Ahmadifar et al., 2023).

Peixes submetidos a estresse cronico, como o confinamento em aquarios, podem sofrer
com a produc¢do excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS), ultrapassando a capacidade
antioxidante do organismo (Cruz et al., 2023). Para neutralizar esses efeitos negativos, os peixes
devem possuir uma defesa antioxidante robusta, obtida principalmente por meio da alimentagao
(Porto et al., 2020; Couto et al., 2022; Honorato et al., 2022).

Os efeitos potencializadores dos extratos vegetais no sistema antioxidante dos peixes
foram relatados como dependentes da dosagem do produto utilizado (Ota et al., 2019). Os
achados deste estudo sdo consistentes com pesquisas anteriores que investigaram os efeitos
benéficos da suplementagado dietética com plantas fitoterapicas na defesa antioxidante de peixes
ornamentais, como bettas (Franga et al., 2022) e mato-grosso (Cruz et al., 2023). Isso pode ser
atribuido a presenca de alcaloides (Cui et al., 2008; Fahmy et al., 2018; Son e Elshamy, 2020)
e compostos fenolicos (Ashmawy et al., 2016; Fahmy et al., 2018).

Conclui-se que o uso de E. crista-galli na alimentacdo do tetra de olho vermelho

(Moenkhausia forestii) promove um efeito tranquilizante e hepatoprotetor.
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COLORACAO DE TETRA NEGRO (Gymnocorymbus ternetzi) ALIMENTADOS COM
EXTRATO DE AMORA-PRETA (Rubus spp)

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da utilizagdo de amora-preta na coloragao,
atividade antioxidante e perfil das enzimas digestivas em tetra negro (Gymnocorymbus
ternetzi). Os tratamentos avaliados foram: (i) Controle — alimentado com dieta comercial; (ii)
D1000 — dieta comercial + 1000 mg.kg™! de microcapsula de antocianinas de amora-preta; e
(iii) D2000 — dieta comercial + 2000 mg.kg! de microcapsula de antocianinas de amora-preta.
Foram divididos em 9 unidades experimentais (60 L de agua) contendo dez peixes, totalizando
30 peixes por tratamento. Os peixes foram alimentados por um periodo de 30 dias até a
saciedade aparente. As varidveis avaliadas incluiram a coloragdo, a atividade antioxidante e o
perfil de enzimas digestivas. Os resultados indicaram que os peixes alimentados com as dietas
contendo antocianinas de amora-preta apresentaram melhoria significativa (p<0,05) em
comparagdo com o grupo controle, especialmente nas variaveis relacionadas a coloracdo e
atividade antioxidante. Além disso, o perfil das enzimas digestivas foi alterado, evidenciando
uma possivel adaptagdo metabolica ao consumo das antocianinas. Conclui-se que a alimentacao
de tetra negro com antocianinas de amora-preta contribui para a melhoria da coloragdo e
atividade antioxidante, além de promover alteragdes benéficas nas enzimas digestivas, o que
pode ser vantajoso para a produ¢do de peixes ornamentais com caracteristicas mais valorizadas
no mercado.

Palavras-chaves: antioxidantes, antocianinas, corantes naturais, peixe ornamental

1. INTRODUCAO

A aquicultura ornamental fundamenta-se nas caracteristicas fenotipicas como precursor
do comercio (Sanches, 2021; Reges et al., 2024). Varidveis como cor para peixes estao
relacionadas com a capacidade pigmentante dos cromatografos que sdo responsivos a presenca
de pigmentos na sua alimentagdo (Rashidian et al., 2020; Scardua et al., 2024).

A industria pet busca substitutos eficazes aos corantes sintéticos que apresentam baixa
eficacia (Rashidian et al., 2018; Nhan et al., 2019; Lili et al., 2020), quando comparados com

fontes de pigmentos naturais, pois apresentam em sua composi¢ao ativos antioxidante que
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propiciam diminui¢@o dos radicais livres (Nhan et al., 2019; Honorato et al., 2021) com variadas
atividades bioldgicas em peixes ornamentais (Honorato et al., 2021; Honorato et al., 2022). A
inclusdo de extratos pigmentantes na alimentacdo de peixes ornamentais promove beneficios a
satde e ao bem-estar, que refletem em aumento da longevidade dos peixes (Reges et al., 2024)
mas com baixa eficacia em promog¢ao de coloracdo em peixes (Porto et al., 2020a; Porto et al.,
2020b; Honorato et al., 2021).

No entanto, a estabilidade das fontes de corantes naturais ainda ¢ um desafio para sua
utilizagdo devido a baixa estabilidade do corante (Franga et al., 2022; Cruz et al., 2023). Uma
desvantagem do uso de pigmentos naturais ¢ sua instabilidade influenciada por condi¢des
ambientais como luz, oxigénio, pH e temperatura; no entanto, a solubilidade em agua de alguns
deles facilita a degradag¢do durante o processo de alimentacdo e armazenamento (Stringheta e
Freitas, 2021). A microcdpsula ¢ uma técnica que possibilita proteger, separar e recobrir
materiais em escala microscopica (Honorato et al., 2013), possibilitando a liberagdo de
substancias atrativas e conservando os nutrientes (Yufera et al. 1999) que pode promover
entrega deste bioativo aos peixes de forma eficaz (Honorato et al., 2012).

A amora-preta ¢ classificada como a que possui maior concentragdo de antocianinas,
que sdo responsaveis por suas atraentes cores vermelho, roxo e azul (Vizzotto et al., 2012). Os
extratos brutos de espécies desse género apresentam atividades bioldgicas diversas (Ferreira et
al.,2010), como antioxidante, antimutagénica, anticancerigena (Lim e Choi, 2019), capacidade
de reducdo dos niveis de colesterol e do indice glicémico (Martins et al., 2023; Buczynski et
al., 2024).

Embora a amora-preta tenha sido amplamente estudada quanto aos seus efeitos
bioldgicos em outras espécies, ndo ha registros especificos sobre seu impacto na coloragao,
atividade antioxidante e perfil das enzimas digestivas em espécies ornamentais, como o tetra
negro (Gymnocorymbus ternetzi). Portanto, o presente estudo visa preencher essa lacuna,
avaliando a eficicia do uso de amora-preta nesses parametros, contribuindo para o
conhecimento sobre a potencial aplicacdo de substancias bioativas do Cerrado no bem-estar de
peixes ornamentais. Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da utilizagdo de
amora-preta na coloragdo, atividade antioxidante e perfil das enzimas digestivas em tetra negro

(Gymnocorymbus ternetzi).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal e analises quimicas
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Amostras de amora-preta (Rubus spp.) da variedade TUPY, foi colhida do pomar
experimental da Embrapa Clima Temperado (CPACT) (Pelotas, RS) (latitude sul 31° 42’,
longitude oeste W 52° 24’ e altitude 57 m). Foi realizado a extragao do suco (so6lido:liquido de
1:3), homogeneizada em Ultra Turrax e filtrada em papel filtro qualitativo (Unifil C41 Faixa
Preta, Curitiba - PR, Brasil). Posteriormente foram submetidos a técnica de microencasulagao
(spray dried). As capsulas apresentam 160 mg 100g™! antocianinas totais (Lees e Francis, 1972)
e 610 pg g! capacidade antioxidante (Brand-Williams et al., 1995) e coloragdo com
luminosidade 51,99, a* 34,97 e b* 9,92 (fotocolorimetro portatil Chroma Meter CR-400 -
Konica Minolta®).

2.2 Delineamento experimental.

O ensaio in vivo foi realizado no Bioparque Pantanal, Campo Grande — MS, utilizando-
se 90 juvenis de tetras negros (Gymnocorymbus ternetzi) com peso corporal médio 2,74 + 0,82
g e comprimento total de 5,31 + 0,46 cm. A pesquisa foi aprovada pelo comité de ética (CEUA
/ UFGD - Protocolo 03/2019). Foram divididos em 9 unidades experimentais (60 L de agua)
contendo dez peixes, totalizando 30 peixes por tratamento, em sistema de recirculagdo
individual, com fotoperiodo de 12 horas de luz e filtragem mecanica e bioldgica.

Os peixes foram alimentados por um periodo de 30 dias até a saciedade aparente duas
vezes ao dia com as seguintes dietas: (i) Controle - alimentado com dieta comercial (40,88%
PB e 4374,8 Kcal kg!); (ii) D1000 — dieta comercial + 1000 mg.kg™! de microcapsula de
antocianinas de amora preta; e (iii) D2000 — dieta comercial + 2000 mg.kg™! de microcéapsula
de antocianinas de amora preta. Foram utilizadas para cada uma das dietas trés repeti¢des,
totalizando nove unidade experimentais. Cada unidade experimental foi composta por 10 peixes
(réplicas) alocados em aquarios de 60 litros.

Utilizou-se para as unidades experimentais o sistema de recirculagdo individual, com
fotoperiodo de 12 horas de luz e filtragem mecanica e biologica. A qualidade da 4gua foi
monitorada semanalmente (28,7°C + 0,8, condutividade 200,5 + 1,5 S.cm™!, oxigénio dissolvido
5,2+0,8mg.L ! e pH 7,2 + 0,1) consideradas adequadas para a criagdo da maioria das espécies
tropicais de peixes (Godoy et al., 2021).

Dieta comercial Poytara Ltda em (40,88% PB e 4374,8 Kcal kg-1, didmetro de 1 mm)
foram moidos misturada por 30 min em temperatura ambiente com condi¢des de iluminagao

fraca e refeito os pellets de racdo com as microcapsulas experimentais. Os pellets (1,4 mm de
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didmetro) foram secos a 50 °C por 24 h em estufa de circulacdo for¢ada de ar e armazenados

no escuro a 4 °C.

2.3 Variaveis analisadas
2.3.1 Desempenho produtivo
O desempenho produtivo dos peixes submetidos as diferentes dietas foi avaliado no final
do experimento, sendo para isso registrados as variaveis peso inicial, peso final, ganho em
peso e consumo de ragdo. Além disso, foi determinado o fator de condicdo (K) dos peixes
foi calculado pelo método alométrico, a partir da expressdo K = P/Lb, onde, P representa a
massa total, L o comprimento padrao dos individuos e b o coeficiente de regressdo. Para
estimar o valor do coeficiente b, foi ajustada uma unica equacdo de razdo peso-comprimento
(P = aLLb), a partir do conjunto de todos os individuos coletados, utilizando o método dos
minimos quadrados aplicado aos dados convertidos em seus respectivos logaritmos

naturais, conforme metodologia sugerida por Lima-Junior et al. (2002).

2.3.2 Pigmentagdo da pele dos peixes

O ganho de cor da pele dos peixes foi realizado utilizando um fotocolorimetro portatil
Chroma Meter CR-400 (Konica Minolta®), pelo sistema de coordenadas de Hunter L*, a*, b*,
que mediu a intensidade de L* representando brilho ou luminosidade (-100, preto e +100,
branco), a cromaticidade do a*, representada pelos tons de verde (-100) e vermelho (+100) e a
cromaticidade de b*, representada pelos tons de azul (-100) e amarelo (+100) (Rezende et al,
2012). A quantificagdo foi realizada na regido dorsal, logo abaixo da nadadeira dorsal, nos

peixes in vivo (Figura 1).
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Figura 1. Local da leitura, abaixo da nadadeira dorsal, acima da linha lateral e ao longo do filé.

2.3.3 Anadlise enzimatica

Ao final do experimento, os peixes permaneceram em restri¢do alimentar por 24 horas.
Em seguida os peixes fora eutanasiados apds anestesia (50 mg 1'!; Inoue et al. 2003), conforme
aprovacdo do comité de ética. Apos o teste, cinco peixes de cada aquario foram capturados
aleatoriamente para andlise enzimatica. As amostras de figado e intestino de peixe para andlise
enzimatica foram imediatamente armazenadas a -80 °C.

O trato digestivo e o figado foram excisados e homogeneizados para medir a atividade
enzimatica individualmente, totalizando 12 amostras por tratamento. Os homogeneizados do
intestino foram feitos em tampao fosfato 0,02 M Tris / 0,01 M pH 7,0 misturado com glicerol
anidro v/v sob banho de gelo, com um homogeneizador Potter-Elvehjem. Os homogeneizados
foram centrifugados a 12.000 x g por 3 minutos e os sobrenadantes (homogeneizados brutos)
foram usados como fonte de enzima. As enzimas digestivas sdo protease ndo especifica, lipase,
amilase e fosfatase alcalina.

A atividade proteolitica ndo especifica foi avaliada com 1% de caseina como substrato
(Walter 1984). Os valores de pH foram previamente otimizados para o intestino e 0,1 M Tris —
HCI (pH 9,0) para o meio. As reac¢des foram realizadas a 25° C por 1 h, interrompidas com 15%
de TCA, e a densidade Optica do sobrenadante foi registrada a 280 nm contra tirosina como
padrdo. Um controle livre de substrato e um controle livre de enzima foram executados. A
atividade especifica foi expressa em micromole de proteina de substrato hidrolisada (UI mg-1
proteina).

A amilase foi analisada de acordo com Bernfeld (1955), ligeiramente modificada.
Resumidamente, as reagdes foram feitas em tampao citrato/fosfato 0,2 M pH 7,0 com solugao
de amido a 5% como substrato e NaCl a 0,5% como cofator. A quantidade de homogeneizado
bruto foi previamente ajustada. As reagdes foram realizadas a 25°C por 35 min e interrompidas
pela adi¢ao de 5% de ZnSO4 ¢ 0,3 N Ba (OH)2. O precipitado foi descartado apos centrifugacao
a 1000 x g por 3 minutos e o produto da reagdo foi medido a 690 nm (Park e Johnson 1949).

A determinacdo da lipase foi adaptada de Albro et al. (1985). As reagdes foram
incubadas com 0,4 mM de r-nitrofenil miristato em 24 mM de bicarbonato de amoénio (pH 7,8)
com 0,5% de Triton X-100. As reacdes de controle foram executadas sem enzima e sem
substrato. A reagdo foi interrompida pela adigdo de NaOH a uma concentracdo final de 10 mM

e a densidade optica foi registrada a 405 nm por 30 min. Uma unidade foi definida como
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micromole de substrato hidrolisado por min e expressa por miligrama de proteina (Ul mg-1 de
proteina).

As subamostras de figado foram homogeneizadas em tampdo conforme descrito
anteriormente. Os homogeneizados foram centrifugados a 600 g por 3 min, e os sobrenadantes
centrifugados a 6000 g por 8 min a 3 °C. Os sobrenadantes resultantes foram usados como fonte
bruta de enzima. Os ensaios do protocolo enzimdtico foram: Os ensaios de alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) foram do tipo ponto final, lidos a
430 nm seguindo o protocolo: ALAT — mM alanina ou ASAT — 44,4 mM aspartato, 11,6 mM a-
cetoglutarato, 0,22 mM arseniato, 0,27 mM piridoxal fosfato e tampao fosfato pH 7,0 (Reitman
¢ Frankel, 1957). A albumina foi medida usando métodos colorimétricos (albumina OSR6102),
andlise por espectrofotometria (espectrofotdmetro semiautomatico Bioplus S-200). As
concentragdes de proteina nos extratos brutos de enzimas foram determinadas como (Bradford,

1976) a 450nm, ¢ 1,0mg mL"! de albumina foi usado como padrio.

2.3.4 Biomarcadores antioxidantes

A SOD foi avaliada pelo auto oxidac¢ao do pirogalol, que ¢ inibida na presenca de SOD
(Beutler 1984, modificado). As leituras de absorbancia foram realizadas a 420 nm,
considerando que 1,0 Ul inibe 50% do auto oxidac¢do do pirogalol. A atividade da CAT foi
avaliada pela leitura do decaimento do H202 a 230 nm (Beutler, 1984). Uma unidade de CAT
foi definida como a quantidade de enzima necessaria em 1,0 pmol de oxidagdo de H202 min™!,
e a absortividade molar usada foi (H202)eA230= 0,071 mM cm—1. A proteina foi determinada
com reagente de Bradford contra uma solu¢do padrao de BSA (Kruger, 2009).

2.4 Anédlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas usando o software RStudio (versdo 1.1.423 — ©
2009-2018 RStudio, Inc.). A normalidade e a variancia dos dados foram verificadas pelo teste
de Shapiro-Wilk. Foi realizada uma Analise de varidncia (ANOVA); e quando as diferencas
foram significativas (P < 0,05), as médias foram comparadas pelo teste de Tukey. Os resultados

foram expressos como médias + desvio padrao (DP).

3 RESULTADOS

A sobrevivéncia dos peixes submetidos as diferentes dietas foram de 100%. O peso final,

consumo e indice viscerossomatico ndo diferiram significativamente quando os peixes foram
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submetidos as diferentes dietas. No entanto, o fator de condi¢ao foi maior (P<0,05) nos peixes

alimentados com a dieta D 2000 (3,72) em relagdo aos peixes da dieta D 1000 (3,51) e que

receberam a dieta do grupo controle (3,50) (Tabela O1).

Tabela 1. Efeito dos extratos microencapsulados de amora preta (2000 e 1000mg/ Kg)

administrados por via oral sobre desempenho em tetra negro (Gymnocorymbus ternetzi)

Concentracio de microcapsula

Controle (mg/kg)

1000 2000
Desempenho
Peso final (mg) 0,54+0,07 0,52+0,08 0,48+0,08
Consumo (g) 1,42+0,54 1,38+0,55 2,42+0,54
Indice
vicerossomatico 0,45+0,19 0,49+0,12 0,42+0,04
Fator de condicao 3,5 3,51 3,72

Valor P

0,929
0,164

0,1895

*letras distintas reportam diferenca pelo teste de Tukey (P<0,05); Dados expressos em

média = desvio padrao.

A utiliza¢do de microcapsula de antocianinas da amora (MAA) apresentou diminuicao

da Luminosidade (peixes mais escuros) e ndo alterou a cromaticidade a* e b* (Tabela2).

Tabela 2. Efeito dos extratos microencapsulados de amora preta (2000 e 1000mg/ Kg)

administrados por via oral coloracdo em tetra negro (Gymnocorymbus ternetzi)

Concentracio de microcapsula Valor

Controle (mg/kg) P
1000 2000
Coloracao do peixe
L 36,39+10,3a 27,94+2,83b  26,68+2,42b  0,0069
a* -0,49+1,85  0,04+2,01 0,69+1,81 0,7075
b* -2,64+4,21  -2,44+1,38 -3,27+1,78 0,5614



*letras distintas reportam diferenca pelo teste de Tukey (P<0,05); Dados expressos

em média + desvio padrao

49

A amilase digestiva e fosfatase alcalina foi responsiva a presenga de microcapsula de

antocianinas da amora (MAA). Nao foi reportado diferenca estatistica na atividade da protease

e lipase digestivas frente a utilizacdo de MAA. As funcdes hepaticas estdo preservadas pois nao

houve diferenca estatistica entre os tratamentos (p>0,05) para albumina e AST. Houve

diminui¢do da atividade da ALT. Houve aumento da atividade da SOD e CAT dos peixes
alimentados com dietas D 2000. (Tabela 3).

Tabela 3. Efeito dos extratos microencapsulados de amora preta (2000 e 1000mg/ Kg)

administrados por via oral sobre pardmetros bioquimicos em tetra negro (Gymnocorymbus

ternetzi)

Concentracio de microcapsula

Controle (mg/kg)
1000 2000
Enzimas digestivas
amilase 111+£50,39b  150,33+2,89a  533,66+48,91a
lipase 0,392+0,07  0,311+0,01 0,311+0,01
protease inespecifica 696+8,89 680,66+4,16 693+4,00
fosfatase alcalina 1,49+0,08 1,63+0,04 1,683+0,11
Enzimas  hepadticas
(U
ALT 19,71+4,37a  5,36+2,27b 4,44+2 83b
AST 29,88+11,07 20,51+3,41 21,65+8,36
Albumina (mg.dl-1)  0,023+0,003  0,009+0,004 0,013+0,004
Enzimas oxidativas
SOD 7,57+0,05a  7,25+0,60ab 5,05+1,28b
CAT 2,10+0,001a  2,096+0,0045b 2,004+0,001b

Valor P

<0,0001
0,453
0,1793
0,0208

<0,0001
0,2324
0,4171

0,0181
<0,0001
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*letras distintas reportam diferenca pelo teste de Tukey (P<0,05); Dados expressos em
média + desvio padrio. ALT= Alanina Aminotransferase; AST= Aspartato

Aminotransferase. SOD = superperoxido desmutase e CAT= catalase.

4 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo indicam que a inclusdo de microcapsulas de antocianinas de
amora preta ndo teve efeito adverso sobre a sobrevivéncia, peso final, consumo ou indice
viscerossomatico dos peixes. A principal diferenca observada foi no fator de condi¢ao, que foi
significativamente maior nos peixes alimentados com a dieta D 2000.

Em relacdo a coloragdo, a presenga de microcapsulas de antocianinas de amora preta levou
a peixes mais escuros, sem alterar outros parametros cromaticos. Adicionalmente, a atividade
antioxidante foi favorecida pelas microcépsulas de antocianinas de amora preta, com aumento
nas enzimas SOD e CAT. Esses resultados sugerem que a inclusdo de microcapsulas de
antocianinas de amora preta tem potencial para melhorar a coloragdo e a atividade antioxidante
em peixes ornamentais, especialmente o tetra negro (. ternetzi), sem prejudicar outros
parametros fisioldgicos.

A inclusdo de microcépsula de antocianinas da amora promoveu mudangas na atividade
digestiva. A maior atividade das enzimas digestivas no trato digestorio resultou em melhor
aproveitamento da digesta e aumento da absor¢do de nutrientes (Santos et al., 2022; Dorce et
al., 2024). A atividade da fosfatase alcalina (FA) foi significativamente elevada, indicando
maior capacidade digestiva e absor¢do de nutrientes (Do Carmo-Ota et al. 2019). O aumento da
amilase nos peixes alimentados com a dieta contendo microcédpsula de antocianinas estd
relacionado a presenca de frutose da amora, estimulando a produ¢do da enzima pelo tecido
pancredtico (Camilo et al. 2021; Dorce et al. 2024).

O maior aporte de nutrientes influenciou diretamente a coloracdo dos peixes, favorecendo
tons mais escuros devido a presenga de antocianinas. A pigmentacao dos peixes esta associada
a espécie, a capacidade do corante em pigmentar e a concentragdo na dieta (Li et al. 2017). As
antocianinas, em pH neutro a alcalino, apresentam colora¢ao azul-violeta, um fator importante
para conferir coloragdes mais escuras (Freitas, 2019). O estudo de corantes para conferirem
coloracdes escuras em peixes ornamentais ainda ¢ escasso (Vanegas-Espinoza et al. 2019).

Nos parametros bioquimicos, observou-se uma melhora na atividade das enzimas hepaticas
e antioxidantes. A acdo hepatoprotetora das antocianinas foi evidenciada pela reducdo das

enzimas AST, ALT e gama-glutamil transferase (GGT), indicando menor estresse hepatico
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(Youssef, et al., 2017; Deniz et al., 2018). A atividade da CAT e SOD esta associada a remogao
de radicais livres e a inibi¢do de compostos reativos no metabolismo, retardando danos celulares
(Godoy et al. 2024). Além disso, a quercetina desempenha papel crucial na modulagdo do
sistema imunologico, melhorando respostas hematoldgicas e reduzindo os efeitos do estresse
(Verma et al., 2024).

Produtos ricos em antocianinas apresentam atividade bioldgica na elimina¢@o de radicais
livres (Kubiriza et al. 2019) e beneficios a satide animal (Sawicki et al. 2020; Honorato et al.
2022). A acao de compostos contendo ativos nutricionais como corantes na alimentacao animal
pode promover anabolismo e melhora no desempenho (Nhan et al. 2019; Vanegas-Espinoza et
al. 2019; Rashidian et al. 2020).

A utilizagdo de altas concentragdes de antocianinas de rosela promoveu diminui¢ao na taxa
de desenvolvimento (Vanegas-Espinoza et al. 2019) que foi atribuida as enzimas digestivas e/ou
interagdes de antocianinas com compostos da dieta que resultam em alteracdes na
digestibilidade dos macronutrientes (Gomes et al. 2021; Honorato et al. 2022). As dietas com
microcapsula de antocianinas da amora promoveram aumento da atividade da fosfatase
alcalina, evidenciando a a¢do das antocianinas no trato digestorio. Ressalta-se que o aumento
da atividade da FA corresponde a uma maior absorc¢ao de nutrientes pelo trato digestorio.

Estes resultados revelam que a adi¢cdo microcapsula de antocianinas da amora auxilia de
forma benéfica nas fungdes digestivas, aumentado a capacidade de digerir e na capacidade de
absorcdo o que resultou em peixes mais coloridos em virtude da atividade antioxidante

promovida pelas antocianinas.

5 CONCLUSAO
Recomenda-se como complemento alimentar a inclusdo de microcapsula de antocianinas
da amora, pois apresenta efeito conjugado na coloracdo e atividade antioxidante para o tetra

negro (Gymnocorymbus ternetzi).
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