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RESUMO

FERREIRA, Pollyanna de Moraes Franca, D.Sc., Universidfadieral de Vigosa,
fevereiro de 2016 Cdrcuma (Curcuma longd na dieta de Astyanax aff.
bimaculatus seguranca e eficacia na producdo e no estresse por transporte
Orientadora: Juliana Silva RocHaoorientadors: Jener Alexandre Sampaio Zuanon
e Ana Lucia Salaro.

Durante a criacdo de peixes, diversas praticas culturdisnpcausar estresse aos
animais, como por exemplo, manipulacdo associada a capisgem, densidade de
estocagem inadequada, transporte, interacdes bioldgicas, daeal@zégua e manejo
de alimentacéo. Dentre as alternativas para minimizaegsdo estresse em peixes
cultivados, o uso de plantas medicinais como aditivos etaddestaca-se em fungéo
destas apresentarem menos efeitos colaterais, menaciddde e melhor
biodegradabilidade, quando comparados aos antibidéticos, o0 que r@amtor
potencialmente seguras em termos da saude animal e paraamhéiate. Durante a
ultima década, a atengéo tem sido cada vez mais fooagsorde plantas medicinais
para promover uma aquicultura sustentavel, uma vez ges psodutos podem ser
utilizados para diversos fins como: anestésicos, proe®tde crescimento,
imunoestimulantes, na profilaxia e tratamento de desemgaomo redutes de
estresse. Além de avaliar a eficacia dos extratos vegetarescimento e no aumento
da resisténcia ao estresse, € necessario avaliarnaebéguranca do seu uso, uma
vez que as plantas podem apresentar toxicidade tanto para m lop@eto para os
animais. Dentre as plantas com potencial para serem usadasaditivos em dietas,
a Curcuma longadestaca-se devido a sua grande diversidade de propriedades
biolégicas como: anti-inflamatoria, imunoestimularetioxidante, antimicrobiana e
anticarcinogénica. Além disso, a circuma apresenta efstusficos na secrecéo de
enzimas digestivas, na desintoxida do organismo, sobre o desenvolvimento do
epitélio intestinal, sobre o metabolismo dos lipidieshre a secrecdo de insulina,
sendo hipoglicemiante. Dessa forma, objetivamos aval@agaranca e eficacia da
Curcuma longana dieta dé\styanax aff. bimaculatusa producédo e no estresse por
transporte. Juvenis destyanax aff. bimaculaty®,83 + 0,04g) foram mantidos em 24
aquarios (80L de agua), na densidade de 0,5 peikediirante 90 dias. Foram
avaliadas seis dietas suplementadas com 0,0; 20,0; 40,0; 6@0e 800,0 g de
ctrcuma.kd. Ao final desse periodo, para a realizacdo do transpaem fotilizados

24 sacos plasticos com 15 peixes cada, contendo 1,5 litéapudgreenchidos com
Xi



oxigénio. Os peixes foram mantidos nos sacos plasticostduzdrhoras, no porta-
malas de um automével que alternou periodos em movimento do p&a demais
peixes foram eutanasiados por excesso de anestésico (400itag de cravo.t de
agua) para a coleta das amostras bioldgicas. Antes dpdremdoi observado efeito
linear crecente da curcuma na espessura da tinica musadasitera e largura das
pregas dos intestinos. No figado, houve efeito quadraticeudzuma sobre a
porcentagem de citoplasma dos hepatdcitos, sendo o vhtoa@ds para maximizar
essa variavel de 86,88 g de curcuma.&gfeito linear decrescergebre o percentual
de capilares sinusoides. Foi observado efeito quadraticardama sobre o0s niveis de
glicogénio hepatico, sendo o valor que maximiza essa vardeed5,00 g de
carcuma.kg. Nas andlises histopatoldgicas, foi observado efeito cticmrda
curcuma para o indice de branquiagA), sendo o valor estimado que minimiza esse
indice igual a 30,23 g de curcumalkd\pds o transporte, pelo modelo descontinuo
LRP (Linear Response Plategugue melhor se ajustou aos dados (P<0,01), a menor
concentracdo estimada de curcuma que maximiza a taxa éeigébcia foi igual a
16,67 g.k¢. Houve efeito quadratico da ctircuma sobre o lactato sangs&mg o
valor estimado para minimizar essa variavel igual a 64,7 giomiroa.kgh. Foi
observado efeito quadratico da curcuma sobre a atividadeziiaae superoxido
dismutase e para a concentracdo do malondialdeido draguias dos peixes, sendo
os valores que minimizam essas variaveis de 42,50 e 83,33 g denaikg',
respectivamente. Dessa forma, concluimos gGerauma longana alimentacéo de
peixes € segura em doses até 30,23'glkglieta, e que a mesma tem efeito trofico no
epitélio e tunica muscular do intestino. Doses baixasidauma causam aumento da
deposicéo de glicogénio hepatico, no entanto, doses elezadasn diminuicdo dessa
variavel. Além disso, ap0s o transporte, a circuma miaiaszespostas de estresse e

melhora o estado antioxidante.
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ABSTRACT

FERREIRA, Pollyanna de Moraes Franca, D.Sc., Universidfadieral de Vigosa,
February, 2016Turmeric (Curcuma longg in diet of Astyanax aff bimaculatus
safety and efficacyin the production and transport stress.Adviser: Juliana Silva
Rocha Co-Advisers: Jener Alexandre Sampaio Zuanon and Ana LuciaoSala

In fish farming, diverse cultural practices can causssteanimals, such as handling
associated with the capture and sorting, the use of inadegtmtking density
transport, biological interactions, water quality and fegdnanagement. Among the
alternatives to minimize the effects of stress imfad fish, the use of medicinal plants
as feed additives stands amtfunction of these have fewer side effects, less tiyxici
and better biodegradability compared to antibiotics, which nteka potentially safe
in terms of animal health and for the environment. Duringldbedecade, attention
has been increasingly focussed on the use of medicimaspgapromote a sustainable
aguaculture, since such products can be used for various puspobess anesthetics,
growth promotersimmunostimulants, for the prophylaxisdtreatment of diseases
and stress reducers. In addition to evaluating the sfaess of plant extracts on
growth and increased resistance to stress is alsosaegds evaluate the safety of
their use, since plants may exhibit toxicity both fomams and for animals. Among
the plants with potential for use as additives in animed feheCurcuma longastands
out due to its wide range of biological properties such dsirdlammatory,
immunostimulant, antioxidant, antimicrobial and ant@wgenic. In addition, the
turmeric has beneficialeffects on the secretion of digestive enzymes, body
detoxification, the development of intestinal epitheliuipid metabolism, insulin
secretion and hypoglycemic. Thus, we aimed to assessfitecgfand safety of the
use ofCurcuma longan diets forAstyanax aff bimaculatusefore and after stress by
transport. Juvenildstyanax aff. bimaculatu®.83 + 0.04g) were kept in aquariums
24 (80L water), at a density of 0.5 fisht for 90 days. Six diets were evaluated
supplemented with 0.0; 20.0; 40.0; 60.0; 80.0 and 100.0'gkturmeric. After this
period, for the realization of transport were used 24 pléstis with 15 fish each,
containing 1.5 liters of water, filled with oxygen. Fish wkept in the plastic bags in
the trunk of a car for 24 hours, with alternating periodsmofvement and non-
movement. Other fish were euthanized by an excess ahatieg400 mg X clove

oil in water) for collection of biological samples. Befdransport, there was an

xiii



increasing linear effect of turmeric on the thicknesthefmuscular layer, and height
and width of the folds of the intestines. In the lieeguadratic effect was observed of
turmeric on the percentage of hepatocyte cytoplasm,tlamdestimated value to
maximize this variable was equal to 86.88 g turmeritau a decreasing linear effect
on the percentage of sinusoid capillaries. A quadratictedfieturmeric treatment was
also observed of turmeric on the liver glycogen and ddeevthat maximize this
variable vasequal to 45.00 g turmeric.RgIn the histopathological analysis, it was
observeda quadratic effect of turmeric to the gills Indexi(Ls), andthe estimated
value that minimize this index was iqual 30.23 g turmeric.kg§ After transport,
according to the discontinuous model LRP (Linear RespolaseaR), which best fit
to the data (P <0.01), the estimated lowest concentratiummeric that maximize the
survival rate was 16.67 g.RgA quadratic effects of turmeric to blood lactate was
observed, and the estimated value to minimize this variableegpasal to 64.7 g
turmeric.kg'. It was observed quadratic effect of turmeric on the enzymperexide
dismutase activity and the concentration of malondialdehiy the fish gills, and the
values that minimize these variables were of 42.50 and 83.33mperio.kg!,
respectively. Thus, we conclude tlaircuma longan fish feeding is safe at doses up
to 30.23 g.kg diet and that it has a trophic effect on epithelial andaular layers of
the intestines. Low doses of turmeric cause increaspdsdien of liver glycogen,
however, high doses lead to a decrease in this variatdeldition, after transport, the

turmeric minimizes the stress responses and improveiaiatid status.
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INTRODUCAO GERAL

O uso de plantas medicinais no tratamento e prevencaoedeasdoé muito
antigo ao longo da histéria da humanidade (Radomski 2003; Alndasgyr 2004)
Esse conhecimento popular tem motivado a realizagdo de @esgaia avaliaa
eficacia das propriedades bioldgicas das plantas medi@rsgus extratos tanto para
humanos como para animais de estimacéo e de producéo.

Durante a Ultima década, a atencdo tem sido cada veZonada no uso de
plantas medicinais para promover uma aquicultura sasentuma vez que esses
produtos podem ser utilizados para diversos fins como:&sness$ (Inoue et al. 2003;
Vidal et al. 2007; Ribas et al. 2007), prometxie crescimento (Shalaby et al., 2006;
Nya & Austin 2009a,bAbdel Tawwab et al. 2010; Ahmadifar et al. 2011; Ferreira et
al. 2014), imunoestimulantes (Rao et al. 2006; Sahu @0@al; Sahu et al. 2008
Talpur 2014) na profilaxia e tratamento de doencas (Malheiros 2014; Boijink et al.
2015) e como redutesde estresse (Aly & Mohamed 2010; Zeppenfeld et al. 2014).

Durante a criacdo de peixes, diversas praticas podemr cagtsasse aos
animais, como por exemplo, manipulacéo associada a capinmgemdensidade de
estocagem inadequada, transporte, interacdes bioldgicas, dealal@gua e manejo
de alimentacao (Urbinati et al. 20@4ma et al. 2006; Oba et al. 2009

Dentre as principais praticas causadoras das respostatretse agudo, a
captura, o transporte e as mudancas na qualidade de aguadassaa transporte
merecem destaque por serem utilizadas em diversas etapasgda cle peixes.
Durante o transporte, seja pela utilizacdo de sacos pkst@m agua e oxigénio
(Snow et al. 1978; Vollmann-Schipper 1978) ou pela utilizacdo de cdesnh
adaptadostfansfisl), ocorre o acumulo de metabdlitos como a amonia, efiesado

pH, aumento da concentragdo de ,C® ainda, deplecdo dos niveis de oxigénio

1



dissolvido na agua (Amend et al. 1982). Essas alteracfes hdadaeada agua
representam fatores estressantes para os peixes, podenalo ecaustalidade dos
peixes e perdas financeiras aos produtores.

O estresse é um estado fisiol6gico no qual a homedost@seacada mediante
uma mudanca ambiental (Squires 2010). As respostas fisiafdgos fatores
estressores permitem que o animal possa lidar com gawrwediental, especialmente
durante o estresse agudo. Porém, quando o fator estresssie fesiresse cronico)
as respostas fisioldgicas perdem o valor adaptativo ermansis prejuizos ao bem
estar e a homeostase animal (Lima et al. 2006

As respostas dos peixes ao estresse compreendem uenaesé@iteracoes
fisiologicas e seus efeitos sédo divididos em primaresyrsdarios e terciarios. Entre
os efeitos primarios observa-se 0 auments miveis dos hormdnios adrenalina,
noradrenalina e cortisol no plasma. Os efeitos secundsi@slecorrentes da acao
desses hormoénios e sdo caracterizados por aumento naiglice acido lactico
plasmatico, reducdo no glicogénio hepatico e muscularagites no hematdécrito
proteinas plasmaticas e no numero de linfocitos, alérefddes hidrominerais, como
alteracdes na concentracdo plasmatica de cloro, spokdssio. Os principais efeitos
terciarios, decorrentes da exposicdo crbnica a agestessores sao reducdo n
desempenho produtivo e reprodutivo e a diminuicdo na capadidadeldgica, com
gueda na resisténcia as doencas (Wendelaar Bonga 1997; Laha2@06). Além
disso, o estresse ainda pode causar aumento na producacaie fades, que levam
ao estresse oxidativo (Cordova & Navas 2000; Cruzat et al. Ba@iipsa et al. 20)0
e comprometer a intregridade do trato gastrointestinalo(@asal 2008; Lambert
2008), reduzindo a absor¢éo dos nutrientes e causando um tesedqla microflora

intestinal (Suzuki et al. 1983; Jones 1991; Canalli 1992



Dentre as alternativas para minimizar os efeitos doess® em peixes
cultivados destacse o uso de extratos vegetais como aditivos em dietas egadun
destes apresentarem menos efeitos colaterais, mendacidaole e melhor
biodegradabilidade, o que os tornam potencialmente seguros ens téangalude
animal e para o meio ambiente. Em fung&o dos princigiiasgresentes nos extratos
vegetais e suas propriedades bioldgicas, estes também pedartilizados para
aumentar a produtividade, tendo em vista que 0s possiveiis®os de acdo dos
extratos vegetais no organismo dos animais sdo: 1) comteolpatégenos pela
atividade antimicrobiana (Juven et al. 1994); 2) controle deepsocde oxidacao por
meio da atividade antioxidante (Pulla Reddy & Lokesh 1992; Raatkset al. 2000;
Balogun et al. 2003; Braga et al. 2003; Priyadarsini et al. 2008nG008; Ramadan
et al. 2011); 3) modulacéo da atividade do sistema imune (Ndorgjl 0A.1); 9
melhora na digestdo por meio da estimulacdo da secrée enzimas digestivas
(Mitsch et al. 2004; Rojtinnakorn et al. 2012) e 5) melhoreapacidade de absorcéo
dos nutrientes devido a efeitos benéficos sobre a altanaldasidades e profundidade
das criptas do epitélio intestinal (Bona et al. 2012).

Além de avaliar a eficacia dos extratos vegetais noigresto e no aumento
da resisténcia ao estresse, € necessario avaliarnambéguranca do seu uso, uma
vez que as plantas produzem uma grande variedade de megabolih diversas
propriedades biolégicadpesar das plantas possuirem muitos usos terapéutass, e
podem apresentar toxicidade tanto para 0 homem quanto para asdMartinez et
al. 2011; Rodrigues et al. 2010), sendo que essa toxicidade pedpé&se-especifica,
dose-dependente e tempo-dependente. De acordo com dado®da Slscional de

Informacgdes Toxicoldgicas (SINITOX), no ano de 2012 no Bréwim registrados



113 casos de intoxicagcdo animal por uso de plantas, o que répi®g@% dos casos
de intoxicagado animal (SINITOX, 202

Dentre os extratos vegetais com potencial para seradblizomo aditivo em
dietas, &urcuma longalestaca-se por apreserikos essenciais como a-felandreno,
p-cinemo, terpinoleno, 1,8meol, curcumeno a-zingibereno, tumerol, sabineno,
borneol, e sesquiterpenos (Chattopadhyay et al. 2004) emigsncomo curcumina,
desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina (Braga et al. 209§ 8i al. 2011;
Sueth-Santiago et al., 2015), que |lhe conferem grande diwdestiapropriedades
biolégicas como: anti-inflamatdria (Ramadan et al. 2011ndde et al. 2014),
imunoestimulante (Varalakshmi et al. 2008; Srivastava eRGill), antioxidante
(Braga et al. 2003; Ramadan et al. 2011), antimicrobiana (8$trg/h2011; Gaikwad
et al. 2014) e anticarcinogénica (Anand et al. 2008; Liu €20dl3). Além disso, a
curcuma apresenta efeitos estimulantes da secrecauwziteas digestivas (Pransin
2006), na desintoxic@io do organismo (Agarwal et al. 2010), sobre o
desenvolvimento do epitélio intestinal (Rajput et al. 204&pre o metabolismo do
lipidios (Chattopadhyay et al. 2004; Seo et al. 2008), sobreracde de insulina
(Wickenberg et al. 2010), sendo hipoglicemiante (Chattopadhyay2&0d ).

A Curcuma longapertencente a familia Zingiberaceae, conhecida como
circuma, acafroeira, acafrdo-da-terra, acafrdo da,imditatinha amarela, gengibre
dourada ou mangarataia. E uma planta herbacea e perigiar@a do sudeste da
Asia, sendo cultivadeem varios estados do Brasil. Atinge em média 120 a 150
centimetros de altura em condi¢cBes favoraveis de dis@o. A parte utilizada da
planta é o rizoma, que pode ser arredondado ou com ragdiis secundarias laterais,
compridas, também tuberizagdasque quando cortado mostra uma superficie de cor

vermelha a alaranjada (Hertwig 1986; Cecilio filho et al. 20Big) (). O rizoma de



curcuma é constituido de 6,3% de proteinas, 5,1% de lipiB@¢a% de minerais,

69,4% de carboidratas13,1% de agua (Chattopadhyay et al. 2004).

Fig. 1. Rizoma deCurcuma longaFonte: http://en.mr-ginseng.com/turmeric/

Para a utilizacdo da curcuma como aditivo em racOesmxes ainda sao
necessarios estudos para avaliar sua eficacia em redspaostas de estresse, atuar
como imunomodulador e como promotor de crescimento. Desges estudos, ainda
incipientes, destacase os de Mukherjee et al. (2009), Moreira (2013), Nascimento
(2013) e Mahmoud et al. (2014). Além disso, ainda sdo necessarios esiadns
avaliar a seguranca de seu uso em dietas para peixes. Apesaioria dos estudos
terem demonstrado que a curcuma nao é toxica em dietaspaaisa seres humanos
(Commandeur & Vermeulen 1996; Cheng et al. 2001; Chauhan 2002aGké/u
2003; Agarwal et al. 2010; Liju et al. 2013), devido a lixiviagdoatapostos da dieta
na agua (Potrich et al. 2011), € possivel que os comporgnt@gcuma afetem as
branquias dos peixes, uma vez que estas sdo Orgdos emsivess aos tOxicos
presentes na agua.

Dentre as diversas espécies de peixes nativos, o0s riantzspertam o
interesse do mercado, por esercomercializados principalmente como iscas vivas
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para a pesca esportiva (Silva et al. 2011), com franca s&paio mercado como
petisco e ainda apresentam potencial para serem conzaadeienlatados (Dutra et
al. 2012).

O lambari-do-rabo-amareldstyanax aff. bimaculatyJeleostei, Characidae)
distribui-se desde o Nordeste brasileiro até a bacRraia (Vilela & Hayashi 2001).
E encontrado em uma grande variedade de ambientes, amndagos e riachos.
Atinge de 10 a 15 cm de comprimento e até 60 gramas de pmto-FBresti et al.
2010), porém normalmente é comercializado com 8 a 12 crorme fde isca viva
(Sabbag et al. 2011). A atividade reprodutiva se inicia a jgarsid meses de idade,
apresenta dimorfismo sexual durante o periodo reprodsgwvalo as fémeas maiores,
com o corpo arredondado e os machos menores, com @ @orgado e nadadeira
anal com espiculas asperas (Porto-Foresti et al. 2010)

O lambari-do-rabo-amarelo apresenta caracteristicasvpgspara o cultivo
como: habito alimentar onivoro (Adrian et al. 2001) acdidmem dietas secas, alta
taxa reprodutiva e ciclo de producéao curto (Porto-Foresti 2020). Além disso, por
tratar-se de uma espécie amplamente distribuida, podelisesida em varias regides
do pais, sem o risco de introducéo de espécie exotica.

Dessa forma, a realizacdo de estudos sobre os eft@srcuma como
modulador morfofisioldégico intestinal, hepatico e loaial e minimizador das
respostas de estresse em lambaris-do-rabo-amarelo padebuip para o
conhecimento dos mecanismos de acdo desta planta nosorgadie peixes

estressados e ndo estressados.
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Curcuma longaas a morphophysiologic modulator of the liver and intestines in

Astyanax aff. bimaculatugTeleostei, Characidae)

Running title: Turmeric in liver and gut oA. bimaculatus

Keywords: curcumin, energy metabolism, histology, growth promoteidagive

stress, plant extracts.

Summary statement:
Turmeric has a trophic effect on the fish intestines. idalthlly, low dosages
of turmeric cause increased deposition of liver glycogehdd plasma triglycerides;

however, high doses cause a decrease.
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ABSTRACT

The use of plant extracts in diet has beneficialog$féor the metabolism and
growth of animals and to the integrity of tissues and otgBinerefore, we aimed to
evaluate turmeric Qurcuma longa)as an intestinal and liver morphophysiologic
modulator inAstyanax aff. bimaculatugish (0.83 = 0.04 g) were fed with six diets
containing 0.0, 20.0, 40.0, 60.0, 80.0 and 100.0 g turmeric per kg feed.Was an
increasing linear effect of turmeric on the thicknesthefmuscular layer, and height
and width of the folds of the intestines. In the lieeguadratic effect was observed of
turmeric on the percentage of hepatocyte cytoplasm aedraasing linear effect on
the percentage of sinusoid capillaries. A quadratic eff@stalso observed of turmeric
on the liver glycogen. There was no effect of turmendlee antioxidant activity in
the liver, carcass composition or productive performaotehe fish. Thus, we
concluded thaCurcuma longahas a trophic effect on the epithelium and muscular
layer of the intestines oAstyanax aff. bimaculatusAdditionally, low dosages of
Curcuma longanduced increased deposition of liver glycogen anddrigbses cause

a decrease.
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INTRODUCTION

Turmeric Curcuma longa stands out in disease prevention and health
promotion in both humans and animals (Cheng et al., 2001; Anahd2008; Huang
et al., 2015) because it is rich in essential oils (tungra- tumerona ands-
zingiberene) and pigments (curcumin, demethoxycurcumin and
bisdemethoxycurcumin) (Braga et al., 2003; Singh et al., 20f.afjets a wide range
of biologic properties, being considered as an anti-inflatony (Ramadan et al.,
2011; Nonose et al., 2014), immune stimulant (Varalakshmi,é10f18; Srivastava et
al.,, 2011.), antioxidant (Braga et al., 2003; Ramadan et al., 2B@1antimicrobial
(Singh et al., 2011; Gaikwad et al., 2014.). In addition, tunfexgcstimulating effects
on the secretion of digestive enzymes (Pransin, 2006}, @etoxification (Agarwal
et al.,, 2010), the development of intestinal epitheliurajg& et al., 2013), lipid
metabolism (Chattopadhyay et al., 2004; Seo et al., 2008), insatret®n
(Wickenberg et al., 2010) and on anti-diabetic agents (Gladtyay et al., 2004).

The use of plant extracts in diet has beneficialotfféor the metabolism and
growth of animals and to the integrity of tissues and argBne to the small number
of products approved for use in the cultivation of aquati@isms, it is essential to
search for natural products with fewer side effects, lesgcity and better
biodegradability than antibiotics, which would make them safeerims of human
health, animal health and the environment.

Knowledge of gastrointestinal histology and the processigdstion and
absorption of nutrients is essential for understandirg rdlationship between
physiology and fish nutrition. Such knowledge may contribatdhe development of
more adequate diets and thus increase productivity and redacefioa costs (Castro
et al., 2002; Faccioli et al., 2014). In addition, the nutsief a diet can directly affect
the function and morphology of the liver, important meyy metabolism, lipid
emulsification and detoxification of the body (Bombarddlkak, 2009).

Among the various fish species with potential for faetming, those from the
genusAstyanaxare popular in the consumer market and are widely usedeasalit
for sport fishing. It is also appreciated as a fried snackhas the potential to be
marketed as a canned product (Dutra et al., 2012). The yellovetea Astyanax aff.
bimaculatuy shows excellent potential for fish farming due to its ragdwth,

omnivorous feeding habits (Adrian et al., 2001), good acceptEnu®cessed diets,
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high reproductive rate without hormonal induction and short ptexducycle (Porto-
Foresti et al., 2010).

Thus, the present study aimed to evaluatreneric Curcuma longa as a
morphophysiologic modulator of intestinal and hepatsues ofA. aff. bimaculatus
and its role in growth and carcass quality of these animals.

MATERIAL AND METHODS

Animals and experimental conditions

The experiment was approved by the Ethics Committee for #rise (CEUA) of
the Federal University of Vigosa (Protocol 93/2013). It usedwpteiely randomized
design with six treatments and four replications. Tmeaits consisted of six
isonitrogenous and isocaloric diets (Table 1) containing 20®, 40.0, 60.0, 80.0
and 100.0 g.k§ turmeric rhizome.

The Curcuma longapowder was premixed with the other ingredients of the
diet. The mixture was pelletized, dried in a forced agr{40 °C for 24 h), broken
into small pieces, sieved and stored at -20 °C.

Juveniles ofA. aff. bimaculatusvith an average weight of 0.83 + 0.04 g were
kept in aquariums containing 80 L of water, which were fitted \aghation and
biological filters, and temperature controlled by hea&eisthermostats (27 °C). The
stocking density was 40 fish / aquarium (0.5 fishvater).

The fish were fed to satiation three times daily for 9¢gsdat the end of the
trial period, the fish were euthanized by excess anésttaddve oil 400 mg.L) to
collect the samples.

The water temperature was checked daily at 0&0Biweekly, dissolved
oxygen was measured by oximeter, pH using a pH meter, and ammdmidrde by
colorimetric kits. The toxic ammonia (NHwas calculated using the formula: toxic
ammonia = total ammonia / (1 + 10 ((0.0902-pH) + (2730 / (273.2 + terapexay}.
After verification of the water quality parameters, the aiguaere siphoned to remove

the feces.
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Intestinal and hepatic histomorphometry

Histologic analyses were performed at the LaboratorCelf Biology and
Structural Department of General Biology of Federal Univerditvicosa. Livers and
intestines of two fish from each experimental unit (efiggh / treatment) were used.
The intestines (anterior portion) and whole livers wieted in Karnovsky fixative
solution (Karnovsky, 1965) for 24 h at room temperaturesfeared to 70% ethanol,
dehydrated in an ascending series of ethanol and embeddéatah methacrylate
(Historesin®, Leica, Germany). Semi-serial sectior3 o thick were made with an
interval of 30 um obtained by a rotary microtome (Leica, Germany), using glass
knives. Sections were fixed on glass slides and processedtdoring with
hematoxylin and eosin. They were visualized under a lightascope for an initial
tissue scan for possible morphologic changes and alsooiphometric analysis. The
intestines were subjected to histochemistry analysis usimgdpeacid-Schiff (PAS)
staining in conjunction with alcian blue (AB), for detentiof acidic and neutral
mucopolysaccharides, and the livers were submitted to PAfingtdor the detection
of liver glycogen. Histologic preparations were mountethviintellan® (Merck,
Frankfurt, Germany), photo documented with the Olympus BX53 ligbtostope
(Tokyo, Japan) with the Olympus DP73 camera attached and analyzbd image
analysis software Image-Pro Plus 4.5® (Media CyberndRioskville, MD, USA).

In the morphometric analysis of the intestines, thghteind width of the folds
and the thickness of the muscular tunic were measuredhdigbt of the fold (HF)
was taken from its base to the apex, in five folds fchémage (50 measurements per
animal). The width of the fold (WF) was taken in the sdive folds in two points,
one closer to the apex and the other closer to the b@@emeasurements per animal).
For the thickness of the muscular tunic (TMT), the inamed outer muscle layers
together were measured at two points per image (20 measurgeeatsimal). The
absorption surface area (ASA) was calculated accordingpetdarmula given by
Kisielinski et al. (2002) with the following adaptation:

ASA = (fold width x fold height) / (fold width / 2)

For the histochemical detection of intestinal glycocortegagoblet cells
producing neutral mucin that stained PAS-positive (magentadjcamucin that
stained AB-positive (blue) and mixed mucins that stained PAS pdditive (purple)

were counted in five images per animal.
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The liver morphometric analysis was performed on 10 fipetsanimal. The
proportion of liver components including the cytoplasm audleus of hepatocytes
and sinusoidal capillaries was determined using a checkered @&9 gfoints (2890
points per animal), with numbered points (intersectioinknes) on the nuclei and
cytoplasm of hepatocytes and on capillary sinusoids didmeters of 20 nuclei from

each image were also measured, totaling 200 nuclei per animal.

Energy metabolism

Glucose, lactate, triglyceride and cholesterol blood swadre measured by
test strips in the digital display devices Accutrend@sRind Accu-Chek ACTIVE®
(Roche, Brazil). Blood was collected by cutting the tiailpeduncle with a scalpel
from two fish of each experimental unit (eight fish / tneant).

To determine liver and muscle glycogen concentration, baenples were
pooled (from ten fish / aquarium) to obtain a minimum of 100aihgample, and
muscle samples were collected from two fish per aquariline samples were
collected in centrifuge tubes containing 30% KOH. The sampées hydrolyzed in a
boiling water bath for one hour, with five drops of saturdegS5Q; withdrawal from
the bath. The tubes were then centrifuged at 840 g for 1@iesinT he supernatant was
discarded, and the liver and muscle glycogen concentratierss measured by the
colorimetric method described by Sjoérgren et al. (1938)pbgtsophotometry at 620

nm.

Carcass chemical composition

To evaluate the chemical composition of the carcasayple was collected
from 15 fish from each experimental unit (60 fish / treatth It was considered
carcass, the fish gilled and scales. The crude proteimatter, crude lipid and total

ash were assessed according to the protocol by Detmanii2&1sl).

Antioxidant activity

To analyze the activity of antioxidant enzymes and theceatnation of

metabolites resulting from the action of reactive oxygleecies in fish, liver samples
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were pooled (from ten fish / aquarium) to obtain the mininammount of sample (100
mg). These samples were homogenized in phosphate buffer gHaiad the
suspension centrifuged (3500 g at 4 °C for 10 min).

The total protein concentration of homogenate was mehsaran ELISA
reader at 700 nm according to Lowry et al. (1951), using bovinensglhumin as a
standard, and the results were expressed in mg of proteilg pé tissue. The
concentration of total protein was used to express the date @hzymes CAT and
SOD, and the malondialdehyde (MDA) concentration in mgrofein (prt).

The activity of catalase (CAT) were determined by the hyeinoperoxide
decay rate (10 mmol}) in a spectrophotometer at 240 nm for 60 s (Aebi, 1984).
Catalase activity was expressed in units (U) CAT / mg prt.

The activity of superoxide dismutase (SOD) was determined iELdSA
reader at 570 nm according to Dieterich et al., 2000, witthfloations, based on the
ability of this enzyme to catalyze the reaction of sopele (@) into hydrogen
peroxide and thus decrease the ratio of self-oxidatigoyafgallol. The activity of
SOD was expressed in U SOD / mg prt.

The activity of glutathione-S-transferase (GST) was meastirough tk
formation of glutathione-2,4-dinitrobenzene which was esiéth by the change in
absorbance at 340 nm for 60 sec, in a spectrophotometer.ofithatibn of the
conjugate occurs spontaneously on the substrate 1-chlodir&dbenzene (CDNB)
in @ non-enzymatic reaction and is accelerated by GSynenactivity. One unit of
GST is the amount of enzyme which forms 1 mol of glutathi@s-dinitrobenzene
conjugate per minute. The molar extinction coefficient 3406=mM CDNB.cnt?
was used for calculatiofiabig et al., 1974). The GST activity was expressed as pumol
mint.g™.

To determine the metabolites resulting from the actibmeactive oxygen
species (indicative of lipid peroxidation), the concatibn of MDA was measured.
To the supernatant was added TBARS solution was added (15%romtetic acid,
0.375% thiobarbituric acid and 0.25 N HCI). It was then placednatar bath for 15
min, cooled, and centrifuged at 10,000 g for 10 min, and the matpet measured in
a spectrophotometer at 535 nm (Buege and Aust, 1978). CalculaBomsnade using
the molar extinction coefficient of 1.56 x 1®1.cnit. The concentration of MDA was

expressed in nmol / mg prt.
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Productive performance

The fish were counted and weighed for calculation ofi@llewing variables
of productive performance:
Survival rate (SR) = initial number of fish/final numbérieh x 100;
Weight gain (WG) = average final weight - average inwiaight;
Feed intake (FI) = (weight of initial feed — weight of finished feed) / number of fish;
Feed conversion ratio (FCR) = FI/WG;
Protein efficiency ratio (PER) = weight gain/protein k&a
Specific growth rate (SGR), using the equation shown befekér, 1979):

INWF(g) —InWI(g)
timegday)

SRG= x10G

WI = initial weight of fish (g);

WEF = final weight of fish (Q);

Carcass Yield (CY) = (carcass weight (CW)/final weidghtv) x 100;
Viscero-somatic index (VSI) = (weight of viscera/bodygve) x 100;
Hepatosomatic index (HSI) = (liver weight / body weight) x 100;

Male gonadosomatic index (GSIm) = (testes weight / body weigh00;
Female gonadosomatic index (GSIf) = (weight of ovarieslylveeight) x 100.

Statistical analysis

The evaluation of the effect of different dietary terio levels on the
parameters of intestinal and liver morphometry, energgtabolism, chemical
composition of the fish carcass, antioxidant activind ayield performance was
performed by analysis of variance and polynomial regressid® probability. To
check the errors of assumption of normality, the Lillisftest was applied, and when
there was no normality, data were transformed. To clechdmogeneity of variances
of errors among treatments, the Bartlett test wadeahplsing the SAEG (2007). In
order to choose the most appropriate regression model, wide@@uakthe significance
of the regression coefficients by Student’s t-test, the magnitude of the coefficient of

determination and the behavior of the variables under study.
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RESULTS

Intestinal and hepatic histomorphometry

Histologic analysis of the intestine Af aff. bimaculatusevealed that the intestinal
wall was composed of four coats: the mucosa, submucosa, lamiseund serosa. In
the inner lining there were folds formed by projectionthefmucosa and submucosa
layers. The mucosa of this organ contained simple columpithelial tissue with
brush border and goblet cells. The muscle layer was thohewvo layers of smooth
muscle: internal (circular) and external (longitudinaBig( 1). Very vascular
pancreatic tissue was found near the intestinal tratiating that these animals have
a diffuse pancreas.

We observed an increasing linear effect of turmeric tesimal components such
as height of the folds (HF), width of the folds (WF§lahickness of the muscular layer
(TML). (Fig. 1)There was no effect of turmeric on thesarption surface area (ASA),
the total number of goblet cells (GCt), the number of godddls secreting mixed
mucins (GCmm), the number of goblet cells secreting akmotucins (GCnm) or the
number of goblet cells secreting acidic mucins (GCam) €rapl

Histologic analysis of the livers d&. aff. bimaculatugevealed hepatocytes
with one or two large and rounded nuclei (predominantly &xtaéntrally), prominent
nucleoli, cytoplasm with granules and vacuolated appearAnueng the hepatocytes,
there were sinusoid capillaries containing nucleated redlldels (Fig. 2). There was
also exocrine pancreatic tissue in the liver parenchyitha.exocrine pancreas was
formed by serous acinar cells that were rich in zymogemules in the apical
cytoplasm. These cells were typically basophilic stainingt ne the base, and
eosinophilic closer to the apex of the cell. There werenalanomacrophage centers.

No morphologic abnormalities were observed in the fishrdivéhere was a
guadratic effect of turmeric on the percentage of hepategytplasm (CT), and the
value that maximized these variable was 86.88 g turmeticAglecreasing linear
effect was observed for sinusoid capillaries (SC). &@kesre no effects of turmeric on
the percentage of hepatocyte nuclei (NU) or the dianodtdne nuclei (DN) (Table 3,

Fig. 2.
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Energy metabolism

There was a quadratic effect of turmeric on liver glycogew blood
triglycerides. The values that maximized these variablese 45.00 and 39.60 g
turmeric.kg!, respectively. However, the result of turmeric on tdgljdes was
disregarded in view of the low value of R2. For muscle gjgen glucose, lactate and
blood cholesterol, there was no significant effect of aricnlevels in the diet (Table
4).

Carcass composition

There was no effect of turmeric on dry matter, crudeepmpether extract or

ash in the carcass (Table 5).

Antioxidant activity

There were no effects of turmeric on the enzyme aietsvof SOD, CAT, GST
or the concentration of the product of lipid peroxidatiorD@J in the fish livers
(Table 6).

Productive performance

There was no effect of turmeric on WG, CW, SGR, SRFER, PER, CY,
VSI, HSI, GSIm or GSIf (Table 7).

DISCUSSION

The increase in the height and width of the intekflds of the animals fed
turmeric may be related to the well-known antimicrobiaivity of turmeric (Araujo
and Leon, 2001; Singh et al., 2011; Gaikwad et al., 2014). Turnmgré&ass to cause
a reduction of unwanted bacteria (Allen et al., 1998) asasallears parasites (Pérez-
Arriaga et al., 2006), reducing damage to the intestinal mibteamoud et al., 2014)
with consequent enhancement in the development daftinéd mucosa. Furthermore,

the increase in the height and width of intestinlldacould result in a greater number
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of enterocytes and hence greater amounts of enzyrhe ioraish border and a larger
contact area for nutrient absorption, which could ireeefgsh growth. However, in
this study, there were no effects of turmeric on the prodeigierformance of the
animals. Mahmoud et al. (2014) did not observe improvementhen growth
performance of tilapia fed with 2.5 or 5.0 gkiyirmeric for three months. When these
animals were exposed to the bactétseudomonas fluoresceribe turmeric helped
reducing intestinal and liver damage. However, Rajput et al. (20d9rved that
broilers fed with 200 mg.kgof curcumin for 42 days showed an increased absorption
area of the small intestinal villi, resulting in improveatnient absorption and body
growth.

The mechanisms of action of turmeric related to theeas®d thickness of the
intestinal muscularis are still unclear. However, thisafmay be related to its actions
as an insulin agonist and a stimulant of insulin secrdtickenberg et al., 2010;
Ghorbani et al., 2014), since Horvath et al. (2006) foundlimsaceptors in the
muscular wall of the digestive tract in rats, and Cbharkt al. (2000) reported that
insulin stimulates protein synthesis in the mucous layethefhuman intestines.
However, there are conflicting results in the literaagd@rshami et al. (2013) reported
an increase in the thickness of the muscular laydrens fed with turmeric, while
Maneewan et al. (2012) reported a reduction in the thiskoethe muscular layer in
the duodenum of pigs fed with turmeric.

The lack of effect of turmeric on GCt, GCmm, GCnm and G@am. aff.
bimaculatusobserved in this study was consistent with the resblisrved by Kumar
et al. (2012), who found that there was no effect of turnmrithe number of goblet
cells per crypt in albino Wistar rats. In addition, thek of effect of turmeric on the
number of goblet cells may be related to the fact thamdric does not irritate the
intestinal mucosa (Labban, 2014), and thus does not stenoiatus secretion by
goblet cells.

In this study we observed that fish livers in all treattmezxhibited normal
structure without morphologic abnormalities, indicatingttturmeric had no toxic
effect on liver, as observed by Commandeur and Vermeli#96), Chauhan (2002)
and Agarwal et al. (2010) in rats. The percent increaeinytoplasm of hepatocytes
in animals fed turmeric may be related to liver glycogecumulation. Glycogen
accumulation may be related to the action of turmergtimulating insulin secretion

from pancreatic tissues (Wickenberg et al., 2010; Ghorbahi &014), thus favoring
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glycogen synthesis. Moreover, as turmeric is rich flavonoids (isoflavones)
(Gaikwad et al., 2014), and these substances have hypoglyaivity #Cheng et al.,
2004), turmeric may have directly stimulated liver glycoggnthesis inA. aff.
bimaculatus Bustaniji et al. (2009) observed that in albino Wistés tlaat received
injections of curcumin, there was an increase in livgeagen due to inhibition of the
enzyme glycogen synthase kinase 3 beta (GSK-3B). The redustisinusoid
capillaries in the liver, observed in this study, confirntexldbservation that curcumin
has an antiangiogenic effect on tissues and organs swadipose tissue (Ejaz et al.,
2009), the peritoneal lining (Gururaj et al., 2002), the corAebider et al., 1998;
Mohan et al., 2000) and tumors (Bhandarkar and Arbiser, 20073. efffact of
curcumin is due to a decreased expression of genes assodtatangiogenesis, such
as vascular endothelial growth factor (VEGF) and gelatiBg$4MP-9) (Hahm et al.,
2004). The lower capillarization in the fish livers whicheieed higher doses of
turmeric (above 45.00 gky may explain the lower glycogen deposition, since the
liver had less blood flow which decreased the amount ofrabdor the synthesis of
glycogen.

Turmeric has antioxidant action due to the ability of curcumiscavenge free
radicals, inhibit lipid peroxidation and maintain the atyiaf the antioxidant enzymes
SOD and CAT (Pulla Reddy and Lokesh, 1992; Ramsewak et al., RAgadarsini
et al., 2003; Gulgin, 2008; Manju et al., 2012). However, in this stingye was no
significant effect of turmeric on lipid peroxidation or ¢time activity of enzymes
evaluated in the fish livers. This may be related to tbetfat the animals were not
under adverse conditions (stress) which generates flémlsaand reactive oxygen
species (ROS), such as occurs by routine management ddirfimimg (Azambuja et
al., 2011; Zeppenfeld et al., 2014), environmental pollution by hestgls (Ahmad
et al., 2000; Farombi et al., 2007; Condessa, 2014) and insecfiSidgsed et al.,
2003; Monteiro et al., 2006).

The absence of an effeat turmeric on the productive performancefofaff.
bimaculatusis in accordance with the results observed for Nile tilgdMahmoud et
al., 2014). However, Nascimento (2013) and Moreira (2013) obsarveduction in
the productive performance ofrichogaster labiosaand Pterophyllum scalare
respectively, when they were fed diets with turmeric, and Mrijkh et al. (2009)
observed an improvement in growth rate and feed converaiio in guppiesRoecilia

reticulata) fed diets with turmeric.

32



In conclusion, this study showed ti@&trcuma longaas trophic effects on the
epithelium and the muscular layer of the intestines. @fff. bimaculatusAdditionally,
low levels ofCurcuma longacause increased deposition of liver glycogen and high

levels cause a reduction.
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Fig. 1. Structural organization of the intestine of Astyanax aff. bimaculatusEp =

epithelium; MT = muscular tunic; Em = external muscihe;d internal muscle; SubT
= submucosa tunic; Lu = lumgh = goblet cells. Hematoxylin / eosin staining. Bar:
20 um.
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Fig. 2. Structural organization of liver of the Astyanax aff. bimaculatusArrow =

sinusoids capillaries; arrow head = nucleus of the hepoHematoxylin / eosin
staining. Bar: 1Qum.
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Table 1.Formulation of the experimental diets

Curcuma longdevels in experimental diets (g-Kp

Ingredient

0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 100.0
Soybean meal 707.0 710.0 713.0 715.0 715.0 714.0
Cornmeal corn 102.7 99.2 96.2 93.6 78.6 64.6
Curcuma longa 0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 100.0
Wheat bran 100.0 80.0 60.0 40.0 35.0 30.0
DL - Methionine 4.6 4.6 4.6 4.7 4.7 4.7
Soy oil 40.0 40.0 40.0 40.0 40.0 40.0
Dicalcium phosphate 39.0 39.5 39.5 40.0 40.0 40.0
Salt 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Vitamin and mineral
premi}@ 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0
BHTP 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

Chemical composition of the diets (g-Rg

Gross enerdy 4100.93 4099.18 4099.41 4097.68 4097.62 4097.39
Crude proteif 330.7 330.7 330.7 330.3 330.8 331.0
Crude lipicf 77.2 77.5 77.7 78.0 78.2 78.4
Crude fibef 52.0 52.3 52.7 53.0 53.8 54.7
Total calciuni 11.5 11.7 11.7 11.8 11.8 11.8

Available phosphoris 7.1 7.1 7.0 7.0 7.0 7.0

& Assurance levels per kilogram of product: Vit. A 1.200 Ul; B8, 200,000 UlI;

Vit. E, 12.000 mg; Vit. K3, 2.400 mg; Vit. B1, 4.800 mg; Vit. BR800 mg; Vit. B6,
4.000 mg; Vit. B12, 4.800 mg; folic acid, 1.200 mg; Ca pantothehat€00 mg;

Vit. C, 48.000 mg; biotin, 48 mg; choline, 65.000 mg; niacin, 24.0@0inon,

10.000 mg; copper, 6.000 mg, manganese, 4.000 mg, zinc, 6.000 mg, 26ding,
cobalt, 2 mg, selenium, 20 mg.

b Butyl hydroxy toluene (antioxidant).

“Values calculated according to the chemical compositidnarfs (Rostagno et al.,
2005).

dValues calculated for Nile tilapia (Miranda et al., 2000).
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Table 2. Curcuma longan the intestinal morphology @fstyanax aff. bimaculatus.

Curcuma longdevels in experimental diets (g-Ky CV
(%)

Variables

0.0 2000 40.0 60.0 80.0 100.0

Height of the folds

(um) (HFY!

Width of the folds

(um) (WFY

Absorption surface

area (mmA)? (ASAY 8.93 9.88 10.78 10.42 11.05 11.16 10.21
Thickness of

muscular layerm) 35.75 37.52 37.48 41.14 43.78 50.05 12.47
(TML)3

Total number of

goblet cells (GCty

Goblet cells

secretory of mixed 4.95 6.40 955 7.20 945 10.15 73.21
mucins (GCmmiy

Goblet cells

secretory of neutral 26.95 28.85 2855 22.10 28.05 15.20 50.52
mucins (GCnmiy®

Goblet cells

secretory of acidic 10.00 17.25 18.25 15.00 19.15 13.80 63.42
mucins (GCamf

244.50 277.86 310.85 314.07 343.81 366.54 8.70

110.05 112.89 115.10 120.64 125.08 131.45 5.08

41.90 52.50 56.35 44.30 56.65 39.15 42.62

'HF = 1.1589x + 251.6580, R2 = 0.9p=(0.01);
2WF = 0.9148x + 110.1420, Rz = 0.99=(0.01);

3 TML = 0.1342x + 34.2420, R2 = 0.8+ 0.01);
"S Not statistically significant> 0.05)

45



Table 3.Curcuma longaon liver morphometry oAstyanax aff. bimaculatus.

Curcuma longdevels in experimental diets

. X cv
Variables (9.kg")
(%)
0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 100.0
Nuclei (%) (NUJ® 898 857 809 827 853 833 9.10

Cytoplasm (%) (CT)  81.44 83.03 83.79 84.16 84.63 84.72 1.82

Sinusoids capillaries

957 840 811 7.57 6.83 6.94 1530

(%) (SC¥
Diameter of the nuclei

772 782 770 7.72 781 7.84 3.55

(nm) (DN)®

1CT =-0.0004x + 0.0695x + 81.572, Rz = 0.9854=0.01);
2SC =-0.0263x + 9.2199.2R 0.9199 p=0.01);
"S Not statistically significant> 0.05)

Table 4. Energy metabolism ofkstyanax aff. bimaculatued withCurcuma longa.

Curcuma longdevels in experimental diets (g.Ky
Energy metabolism

0.0 2000 40.0 60.0 80.0 100.0

cv
(%)

Liver glycogen

2904 3.605 4.526 3.608 3.863 2.561 23.56

(9/1009) (LG}

Muscle glycogen

0.015 0.016 0.013 0.013 0.010 0.009 30.75

(9/100g) (MGY)*
Glucose (mg/dL)

72.25 134.63 85.63 73.75 75.38 93.25 32.04

(G L)I’\S
Lactate (mmol/L)

535 448 355 340 535 415 3948

(LC)ns
Triglyceride

452.29 339.25 578.83 504.25 348.33 293.50 31.31

(mg/dL) (TRY
Cholesterol (mg/dL)

335.79 298.88 330.50 307.50 247.29 323.00 27.19

(coys

1LG =-0.0006¥% + 0.0540x + 2.8878, R2 = 0.8034=(0.04);
2TR =-0.0688% + 5.7684x + 393.7174, R2 = 0.493p,5 0.01);
"S Not statistically significant> 0.05)
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Table 5.Carcass composition éfstyanax aff. bimaculatued with Curcuma longa.

Curcuma longdevels in experimental diet:
Carcass composition (9.kg?h) CV (%)
0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 100.0
Dry matter (%) (DM)*  29.44 29.17 28.78 28.47 28.35 29.47 3.29
Crude protein (%) (CP) 58.26 58.15 59.30 61.00 60.57 56.69 3.55
Crude lipid (%) (CL}®*  31.09 29.78 30.29 28.01 27.01 26.26 9.67
Ash (%) (A 12.79 14.50 15.40 14.94 1529 14.44 8.25
" Not statistically significant> 0.05)

Table 6. Antioxidant activity in the liver ofAstyanax aff. bimaculatufed with

Curcuma longa.

Curcuma longdevels in experimental diets
Ccv

(%)
0.0 200 40.0 60.0 80.0 100.0

Antioxidant activity (9-kg")

Superoxide dismutase (L
097 084 066 097 0.98 0.83 46.75
SOD/MG prt)*®

Catalase (U CAT/mg

prt)ns

Glutathione-S-transferas:
9.19 8.72 11.80 8.49 13.18 7.88 37.14

170 1.79 1.08 1.79 166 1.41 34.52

(umol/mirttgt)ns

Malondialdehyde
0.010 0.014 0.005 0.013 0.007 0.010 49.00
(nmol/mg prt)*®

"S Not statistically significantd> 0.05)
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Table 7. Productive performance distyanax aff. bimaculatufed with Curcuma

longa.

Curcuma longdevels in experimental diets
cv

(%)
0.0 200 40.0 60.0 80.0 100.0

Survival rate (%) (SR}  98.03 94.95 93.72 96.95 98.14 98.78 3.60
Weight gain (g) (WGY 271 229 197 210 1.80 2.38 25.82

Productive performance (9-kg")

Feed intake (g) (F 415 3.77 358 338 355 3.85 15.69
Feed conversion ratio

159 165 188 1.65 2.02 1.62 15.07
(FCRY*
Protein efficiency rate

053 055 0.62 055 0.67 053 15.07
(PER)®
Specific growth rate (%

238 221 201 209 191 223 1464
day?) (SGR})*
Carcass weight (g)

267 238 215 220 207 244 17.43
(C\N)ns

Carcass yield (%) (CYj 76.00 76.49 76.86 75.71 78.59 75.98 3.18
Viscerossomatic index
(%) (VSI)*®
Hepatosomatic index (%
134 087 141 101 098 0.97 31.22
(HSI)™
Male gonadossomatic
index (%) (GSIm)®

Female gonadossomatic
. 11.29 11.06 11.08 11.99 12.07 10.69 14.24
index (%) (GSIf)*®

13.32 13.03 13.18 12.54 12.93 13.17 10.86

319 225 260 204 177 274 39.45

"S Not statistically significant> 0.05).
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CAPITULO 2 - Altas doses de clrcuma podem ser toxicas para peixes?
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Altas doses de curcuma podem ser toxicas para peixes?

Running title: Clrcuma pode ser toxica para peixes?

Resumo

Com o presente estudo, objetivamos avaliar a seguranca dta Gsircuma
longa na alimentacdo de peixeRivenis deAstyanax aff. bimaculatu®,83 + 0,04Q)
foram mantidos em 24 aquarios (80L de agua), na densidade de @slfenturante
90 dias. Foram avaliadas seis dietas suplementadas co2®@040,0; 60,0; 80,0 e
100,0 g de curcuma.KgAs analises histopatoldgicas das branquias demonstraram que
houve efeito linear crescente da curcuma para o aneurangal, hipertrofia de
células mucosas, edema e necrose. Houve efeito quaddatisoplementacéo de
curcuma para a frequéncia de fusdo e desorganizacdo daaslaseelindarias,
vacuolizacdo e hipertrofia das ceélulas epiteliaisdsens valores estimados que
minimizam essas variaveis de 4,63; 25,93 e 24,46grdama.k¢, respectivamente.
Houve efeito quadratico da curcuma para o indice de brar(dgrias sendo o valor
estimado que minimiza esse indice igual a 30,23 gudesuma.kg. Ndo foram
observados efeitos da cuircuma sobre a atividade das eazitieagdantes superoxido
dismutase, catalase e glutationa-S-transferase e aafwrcentracdo do produto da
peroxidacao lipidica, malondialdeido nas branquias dos eikessa forma,
concluimos que €. longana alimentacao de peixes € segura em doses até 30,23 g.kg

lde dieta.

Palavras-chaves: Branquias, histopatologiagstresse oxidativo,Astyanax aff.

bimaculatus
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INTRODUCAO

O aumento da produtividade na aquicultura, em funcdo da integéid dos
sistemas produtivos, tem possibilitado o uso racional da @wamenor impacto
ambiental (Bjornsson, 1994; Kubtiza, 1999). Entretanto, azag#io de sistemas
intensivos de producdo tem causado aumento das resposasadse nos peixes
(Cruzat, et al.,, 2007; Abele, et al., 2012), diminuicdo da capmidaunolégica
(Segner, et al., 2012) e consedgeeaaumento da ocorréncia de doencas (Segner, et al.,
2012; Souza-Filho & Cerqueira, 2003; Hasan, et al., 2014). Comitide reduzir
esses efeitos, tém-se pesquisado 0 uso de aditivos &® gie possam aumentar a
capacidade imunoldgica (Rao, et al., 2006; Sahu, et al., 20@8)jst&ncia ao estresse
(Zheng, et al., 2009; Aly & Mohamed, 2010; Zeppenfeld, et al., 20@4&yescimento
(Shalaby, et al., 2006; Nya & Austin, 2009aAbdelTawwab, et al., 2010;
Ahmadifar, et al., 2011; Ferreira, et al., 2014), bem comandima incidéncia de
patologias (Sahu, et al., 2008) em pei¥as funcdo do reduzido niumero de produtos
aprovados para uso no cultivo de organismos aquaticos, &iakserbusca por
produtos naturais que possam atender tal demanda.

Os extratos vegetais apresentam potencial para uso cotivosaeéim dietas
para peixes em funcdo de suas propriedades profilaticasrapétiticas, boa
disponibilidade e seguranca do ponto de vista da saude dos aairdaismeio
ambiente. Dentre os extratos vegetais, a curcuidoac(ma longa destaca-se por
apresentar 0leos essenciais ricos em terpenos voléter® turmerona, curlona e
curcufenol) e pigmentos (como curcumina, desmetoxicurcumina e
bisdesmetoxicurcumina) (Ahsan et al., 1999; Sueth-Santiago, &04ab), que lhe
conferem as seguintes propriedades biolégicas: anti-infaima(Ramadan et al.,
2011; Nonose et al., 2014); imunoestimulante (Varalakshmi, &0418; Srivastava et
al., 2011); antioxidante (Braga et al., 2003; Ramadan et al., 20adjimicrobiana
(Singh et al., 2011; Gaikwad et al., 2014). Além disso, a curapmesenta efeitos
desintoxicantes do organismo (Agarwal et al., 2010), estimagdana secrecdo de
enzimas digestivas (Pransin, 2006) e do desenvolvimento doecmitésitinal (Rajput
et al., 2013), reguladores do metabolismo dos lipidios (Giaattyay et al., 2004; Seo
et al., 2008) e da secrecao de insulina (Wickenberg et al., 2010).

Para a utilizacdo da curcuma como aditivo em dietas pabees sao
necessarios estudos para avaliar sua eficacia em redspdastas de estresse, atuar

como imunomodulador e como promotor de crescimento. Dessies estudos, ainda
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incipientes, destacam-se Mukherjee et al. (2009), Mof2@a3), Nascimento (2013)
eMahmoud et al. (2014). Além disso, sdo necessérios estudoavadiar a seguranca
de seu uso em dietas para peixes. Dentre os Orgdos de peigeafatados por
compostos toxicos destacame figado e as branquias. Apesar da maioria dos estudos
terem demonstrado que a circuma nao € toxica em dietaspaassa seres humanos
(Commandeur & Vermeulen, 1996; Cheng et al., 2001; Chauhan, @B8Ryani-Wu,
2003; Agarwal et al., 2010; Liju et al., 2013), devido a lixiviagdacampostos da
dieta na 4gua (Potrich et al., 2011), € possivel que os cemigs da carcuma afetem
as branquias dos peixes, pois estas apresentam granadke &ggerficie e estdo em
contato direto e permanente com potenciais agentes toxio@odina agua (Bernet
et. al., 1999). Dessa forma, as alteracfes histologicastabolicas nas branquias
podem revelar se os componentes quimicos de um extratah@getsentam efeitos
toxicos para o0s peixes.

Os lambaris vém sendo amplamente utilizados em pesgigsai$icas devido
ao interesse em seu potencial para producdo comerniasgecial as relacionadas a
nutricdo (Ferreira et al., 2014; Campelo et al., 2014), prodittaigashi et al., 2004;
Meurer et al.,, 2005; Sabbag et al., 2011), reproducdo (Chaves, 2@Enetca
(Almeida, 2007). Além disso, recentemente vem sendo cordae&@mo modelo
experimental adequado por ser um peixe tropical de agua doceguEnpeporte,
facilmente mantido em laboratorio, com reproducéo ao ldogano todo. As espécies
do géneroAstyanaxvem sendo utilizadas como bioindicadores em estudos de
contaminacdo aquatica (Corredor-Santamaria et al., 20d2; & Ghisi, 2014).
Portanto, com o presente estudo, objetivamos avaliar a sega@uso d&€urcuma

longana alimentacéo de peixes

MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica para Usoimiais (CEUA)
da Universidade Federal de Vicosa (UFV), protocolo n® 93/2013.

ANIMAIS E CONDICOES EXPERIMENTAIS

O experimento foi realizado em delineamento inteiramersgatiaado, com

seis tratamentos e quatro repeticoes. Os tratamentosstcans de seis dietas
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isoproteicas e isoenergéticas (Tab. I) contendo 0,00; 20,0; 60,0; 80,0 e 100,0 g

de rizoma de circuma em pdkg

Tabela I. Formulag&o das dietas experimentais

Niveis de circuma nas dietas experimentais (§.kg

Ingrediente

0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0
Farelo de soja 707,0 710,0 713,0 7150 7150 714,0
Fubéa de milho 102,7 99,2 96,2 93,6 78,6 64,6
Curcuma 0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0
Farelo de trigo 100,0 80,0 60,0 40,0 35,0 30,0
DL - Metionina 4,6 4,6 4.6 4.7 4.7 4.7
Oleo de soja 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0
Fosfato bicalcico 39,0 39,5 39,5 40,0 40,0 40,0
Sal comum 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Supl. vitam/mir? 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
BHT® 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Composicao quimica das dietas (gtkg

Energia brut& 4100.93 4099.18 4099.41 4097.68 4097.62 4097.39
Proteina bruté 330.7 330.7 330.7 330.3 330.8 331.0
Extrato etére6 77.2 77.5 77.7 78.0 78.2 78.4
Fibra Bruta® 52.0 52.3 52.7 53.0 53.8 54.7
Calcio total° 11.5 11.7 11.7 11.8 11.8 11.8
Fésforo disponivet 7.1 7.1 7.0 7.0 7.0 7.0

2 Niveis de garantia por quilograma do produto: Vitamina (¥it}.200.000 Ul; Vit.
D3; 200.000 UlI; Vit. E, 12.000 mg; Vit. K3, 2.400 mg; Vit. B1, 4.800 M, B2,
4.800 mg; Vit. B6, 4.000 mg; Vit. B12, 4.800 mg; Ac. Fdlico, 1.2@) Rantotenato
Ca, 12.000 mg; Vit. C, 48.000 mg; Biotina, 48 mg; Colina, 65.00Niagjna, 24.000
mg; Ferro, 10.000 mg; Cobre, 6.000 mg; Manganés, 4.000 mg; Zifé8, &g; lodo,
20 mg; Cobalto, 2 mg; Selénio, 20 mg.

b Butil hidroxi tolueno (antioxidante).

¢ Valores calculados de acordo com a composicédo quimicalicest@s (Rostagno
et al., 2005).

dValores calculados para tilapia do Nilo (Miranda et al., 2000).
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As dietas foram peletizadas, secas em estufa de éwtifarcada (40 °C por
24 h), quebradas em pequenos pedacos, peneiradas e estocadazerm £20 °C.

Juvenis de lambari-do-rabo-amareldsfyanaxaff. bimaculatuy com peso
médio de 0,83 £ 0,04 g foram mantidos em aquérios contenda@8@gua, os quais
eram dotados de aeracdo e filtro biolégico, sob temparatontrolada por
aquecedores e termostatos (27 °C), em densidade de estatzag@rpeixes / aquario
(0,5 peixes.I* agua).

Os peixes foram alimentados até a saciedade trés edes durante 60 dias.
Ao final do periodo experimental, os peixes foram eutadasi por excesso de

anestésico (6leo de cravo 400 m§).ppara a coleta das amostras.

HISTOPATOLOGIA BRANQUIAL

Foram utilizadas as branquias de dois peixes de cada uniiaelemental
(oito peixes/tratamento). Os tecidos foram fixados porrotem solucéo fixadora
Karnovsky (Karnovsky, 1965), durante 24 horas, em temperaaumbiente,
transferidos para alcool 70%. Foram utilizados fragmedesegido mediana do
segundo arco branquial, que foram desidratados em séseente de etanol e
incluidos em glicol metacrilato (Historesin®, Leica, Akmha). Foram realizados
cortes semisseriados de 3 um de espessura, com intervalo de 30 um, obtidos com o
auxilio de microtomo rotativo (Leica, Alemanha), utilizandaiaealhas de vidro. Os
cortes foram fixados em laminas de vidro e processados pafaracédo por azul de
toluidina borato de sédio 1 %. As preparacdes histologmasnf montadas com
Entellan® (Merck, Frankfurt, Alemanha).

As analises histopatoldgicas das branquias foram realizatamicroscopia
de luz (Olympus BX-50) através dustological health indeXHHI) descrito por
Bernet et al. (1999) modificado, o qual é baseado na severfdpde fator de
importancia patolégicay) das lesées.

As alterac@es histologicas foram identificadas por arenpera cada alteracao
histologica encontrada foi atribuido um fator de impanithpatolégica ) entre 1 e
3, determinado por Bernet et al. (1999), que classificans@sdedesde reversiveis a
irreversiveis. Além disso, foi atribuido, para cada aft®o, um valor de severidade

(a) variando de 1 a 6, o qual € baseado nas porcentagens degigpai(d abela Il).

54



Tabela Il: Fator de importancia patoldgica e grau da severidade das (@eet et
al. (1999) modificado)

Classificacao
1 2 3

Reversiveis Moderadas Irreversiveis

Fator de importancia

patolégica ()

Valor de severidade

_ . lou2 3ou4 5o0ub

Severidade das lesdes) _ _ _
Alteracdes Alteracoes Alteracoes

leves moderadas graves

Com base nos valores de severidade das lesdes etores fde importancia
atribuidos a cada patologia/peixe foi calculado um indiceréegbias (¢ra) que
determina o nivel de alterac&do histologica das branquiasdke peixe, atraves da
formula:

lgra =X (X ®),
onde kra € 0 indice de branquiaas¢ o valor de severidade da lesdo e ® ¢é o fator de
importancia da leséo, por peixe (Bernet et al.,1999; Corbaitt 2015). Estes valores
foram enquadrados em uma classificacéo final, propostZipwnerli et al. (2007),
modificado por Van Dyk et al. (2009) (Tabela III).

Tabela Ill: Sistema de classificacdo dos indices de 6rgaos acidcukravés do
histological health indegHHI) (Zimmerli et al., 2007, modificado por Van Dyk et al.,
2009)

HHI Descri¢édo do tecido
Estrutura normal do tecido com alteracdes
<10 histologicas leves
10— 20 Estrutura normal do tecido com alteracdes

histologicas moderadas

21-30 AlteracOes histolégicas pronunciadas

>30 Alteracdes histologicas severas

Foi calculada a frequéncia de alteracdes patoldgicas (fe@}jpo de leséo,
por peixe, dividindo o numero de vezes em que a lesdo fongada pelo nimero

total de animais:
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FQ% = 1% x 100
NTotal
ondeniesses€ 0 NUMero de vezes que a lesdo foi detectagzie o nimero total de

animais.
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para a andlise da atividade das enzimas antioxidantes e tcaggendos
metabdlitos da acdo de espécies oxidantes nos peixesaligada a coleta de duas
branquias de 8 peixes/tratamento. Tais amostras foramdeneizadas em tampao
fosfato pH 7,4 e a suspensao centrifugatid000g a 4 °C por 10 minutos.

Para que as atividades das enzimas e concentracdo deiald&idd fossem
expressas em unidades da enzima por mg de proteina, foi deidarai concentracéo
da proteina total dos homogenatos segundo Lowry et al. (1951zanditi-se
albumina de soro bovino como padréo.

A atividade da catalase (CAT) foi determinada pela taxa de gloeperéxido
de hidrogénio (k02) (10 mmol.LY) em espectrofotémetro a 240 nm durante 60 s
(Aebi, 1984). A atividade da CAT foi expressa em U CAT.mg prt.

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi determinadaitmde Elisa
em 570 nm, baseada na capacidade desta enzima em cata&agicado superoxido
O2 em peroxido de hidrogénio e, assim, diminuir a razdo de aidagdo do
pirogalol (Dieterich et al., 2000, modificado). A atividadie SOD foi expressa em U
SOD.mg prt.

A atividade da glutationa-S-transferase (GST) foi mensuradevéas da
formacdo do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno e estipaldavariacdo da
absorbancia em 340 nm por 60 s. A formacédo do conjugado ocoorgasgeamente
no substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) em reat@w-enzimatica, sendo
acelerada pela atividade da enzima GST. Uma unidade (U) de GST ecuival
guantidade de enzima que forma 1 mol do conjugado glutationa-2eblomzeno
por minuto. O coeficiente de extingdo molar do CDNB 340 = 9%*rom? foi
utilizado para os calculos (Habig et al., 1974). A atividade da fGiS3xpressa em
umol mint.g2.

Para determinacdo dos metabolitos da acdo de espéciestesifiadicativo
da peroxidacéo lipidica) foi feita a mensuracéo da caragEio de malondialdeido

(MDA). Ao sobrenadante foi adicionado solucdo TBARSd@¢ricloroacético 15%
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e 0,375% de &cido tiobarbittrico, e HCL 0,25 N) em banho-marid paoninutos,
resfriado, centrifugado a 100@Dpor 10 minutos e o sobrenadante mensurado em
espectrofotometro a 535 nm (Buege & Aust, 1978). Os calculos fde#os
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar 1,56 X Mocml. A concentragéo do
MDA foi expressa em nmol/mg prt.

ANALISE ESTATISTICA

A avaliagdo do efeito da administracéo de diferentes rieaisircuma na dieta
sobre os parametradsistological health indexfrequéncia das lesbes e atividade
antioxidante foram realizadas por meio de analise de wca@ién de regresséo
polinomial ao nivel de 5 % de probabilidade. Para verificgoressuposto de
normalidade dos erros foi aplicado o teste de Lillieforguando ndo houve
normalidade, os dados foram transformados. Paracarii homogeneidade das
variancias dos erros entre os tratamentos, foi ajaioaeste de Bartlett, utilizando-se
o software SAEG (2007). Para escolha do modelo de regresssi@aaequado, foi
considerada a significancia dos coeficientes de regrepséintestd de Student, a
magnitude dos coeficientes de determinacdo, bem como o dampato das

variaveis em estudo.

RESULTADOS
HISTOPATOLOGIA BRANQUIAL

Foram observadas alteracfes histopatologicas nas brérdpsapeixes de
todos os tratamentos (Fig.1). Houve efeito linear créeceéla circuma para o
aneurisma lamelar, hipertrofia de células mucosas, edengcrose. Houve efeito
guadratico da suplementacéo de curcuma para a frequénciaale fissorganizacéo
das lamelas secundarias, vacuolizacdo e hipertrofia&alas epiteliais, sendo os
valores estimados que minimizam essas variaveis de 4,63; 25244@ g de
ctrcuma.kd, respectivamente. Ndo foi observado efeito da clrcunsaditatacio
dos vasos lamelares e deformacédo da lamela priméariabeivado efeito cubico da
curcuma para hipertrofia das células ricas em mitocénaesudo com valor de R2
muito baixo (R2 = 0,3017) sendo entédo desconsiderada (Fap&jarlV).
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Houve efeito quadréatico da circuma para o indice de branigHals sendo o
valor estimado que minimiza esse indice igual a 39 @cdrcuma.kd. A partir dos
valores do dra, cOnstatou-se no sistema de classificacdo proposto iponetii et al.
(2007), modificado por Van Dyk et al. (2009), que as branquiaardosis tratados
com dietas suplementadas com 0.0, 20.0, 40.0, 60.0, 80.0 e 100cOrguea.kd,
apresentaram HHI iguais a 6,67; 5,71; 8,14; 14.0; 24.88 e 25.75, respeot®am
(Tabela V).

Tabela IV: Frequéncia das histopatolégias (FQ%) encontrada®styanaxaff.

bimaculatusalimentados com dietas contendo clrcuma

Niveis de curcuma nas racdes experiment

AlteracGes Patoldgica (9.kg?)
(%) cV
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0
(%)
Edema (E) 0.00 429 571 3.33 16.25 20.00 130,01
Aneurisma (AY 46.67 52.86 60.00 68.33 65.00 78.75 18,54

Fuséo e desorganizagi

das lamelas secundari 13.33 15.71 20.00 25.00 36.25 50.00 62,24
(FDLS)?

Dilatacao dos vasos

lamelares (DVL)*®

Deformacéo da lamela
10.00 24.29 31.43 23.33 23.75 28.75 50,73

10.00 12.86 7.14 10.00 5.00 12.50 63,74

primaria (DLP)"®
Necrose (N} 0.00 0.00 0.00 15.00 12.50 13.75 121,00
Vacuolizacdo (V§ 10.00 7.14 0.00 16.67 41.25 65.00 99,99

Hipertrofia das células
epiteliais (HEF 13.33 30.00 11.43 25.00 56.25 75.00 66,00
Hipertrofia das células
ricas em mitocéndrias 10.00 0.00 10,00 8.33 22.50 15.00 104,34
(HCRM) ’
Hipertrofia das células
mucosas (HCM¥
1E =0,2021x 1,7580, R2 = 0,8047, (p = 0,0158)
2 A =0,2884x + 47,4277, R2=0,9219, (p = 0,0001)

23.33 44.29 58.57 93.33 100.00 100.00 36,75
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3 FDLS = 0,0039%- 0,0361x + 14,3770, R2 = 0,9966, (p = 0,0001)

4N =0,18119x%- 2,6180, R2 = 0,7325, (p = 0,0001)

°V =0,0117% - 0,6067x + 11,0953, R2 = 0,9793, (p = 0,0001)

SHE =0,0104% - 0,5088x + 23,6107, R2 = 0,8798, (p = 0,0001)

"HCRM = -0,0002% + 0,0237% - 0,7967x + 9,3873, R2 = 0,3017, (p = 0,0061)
8 HCM = 0,7983x + 30,1979, R2 = 0,9208, (p = 0,0001)

"*N&o significativo a 5% de probabilidade.

Tabela V: indice de branquiasefs) e HHI das patologias encontradas &styanax

aff. bimaculatusalimentados com dietas contendo clrcuma

Niveis de curcuma nas racdes experimen

AlteracGes Patoldgicas (9.kg?)
(%) cV
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0
(%)
indice de branquiase#a) T 6.67 5.71 8.14 14.00 24.88 25.75 56,26

HHI <10 <10 <10 10-20 21-30 21-30
1gra =0,0015% + 0,0907x + 4,0806, R2 = 0,9252, (p = 0,0001)
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Fig. 1. Organizacao estrutural dos filamentos branquighstyanaxaff. bimaculatus.
Legenda: Aneurisma (A); Célula de cloreto (CC); Célulxzasa (CM); Deformacéo
da lamela primaria (DLP); Edema (E); Fusdo e desorganizasiamelas secundarias
(FDLS); Hipertrofia das células mucosas (HCM); Hipertrafo epitélio (HE); Lamela

priméria (LP); Lamela secundaria (LS); Vacuolizacaa (V)
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ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

N&o foram observados efeitos dos niveis de curcuma piidadé das
seguintes enzimas: superoxido dismutase (SOD), catalase) (EAjlutationa-S-
transferase (GST) e para a concentragcdo do produto da peé&mxidipidica,

malondialdeido (MDA) nas branquias dos peixes (Tabela VI).

Tabela VI. Atividade antioxidante nas branquias dstyanaxaff. bimaculatus

alimentados com dietas contendo clrcuma

Niveis de clUrcuma nas racdes experimen
Atividade antioxidante (9.kg?)

(%)
00 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0

Superoxido dismutase
(U SOD/ mg prt)*®
Catalase

(U CAT/ mg prt)*®

Glutationa-S-transferase
383 461 528 4,18 4,02 452 36,84

243 298 255 2,71 3,05 223 24,39

0,06 0,10 0,08 0,21 0,08 0,08 56,12

(umol/mirtigt) s

Malondialdeido (nmol/mg
ore 0,001 0,001 0,001 0,001 0,002 0,001 91,70
pr

"S N&o significativo a 5% de probabilidade

DISCUSSAO

O aumento da vacuolizacdo nos animais tratados com curpod® ser
resultante de um desequilibrio entre a taxa de sintes’ébdgincias na célula e a taxa
da liberacdo destas para o sangue, resultando em acunmsubsdéncias dentro da
célula e consequente degeneracédo celular (Pacheco & S200@3 O aumento da
necrose nos animais que receberam curcuma pode estaionaid com a
degeneracéo celular causada pela vacuolizacéo.

O aumento do aneurisma lamelar, do edema, da hipertrofia éliassc
mucosas, da hipertrofia do epitélio e da fusdo e desorganizigsidamelas
secundarias normalmente ocorre em resposta a condagessas antropicas

(poluicdo por metais pesados, inseticidas e pesticidas) refturais (parasitas e
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variagfes abidticas) (Fontainha-Fernandes et al., 2008jacantos et al., 2007)
Contudo, como neste estudo as condicdes estavam prosdomésmo, podemos
atribuir tais efeitos a acéo irritante da circuma. Apdaamaioria dos estudos que
avaliaram a suplementagdo de curcuma na dieta ndo tesetrado efeitos toxicos
(Commandeur & Vermeulen, 1996; Cheng et al., 2001; Chauhan, @B8Ryani-Wu,
2003; Agarwal et al., 2010; Liju et al., 2013), no presente estudteibgs adversos
da curcuma devem ter ocorrido em funcdo da lixiviagdo dgeooentes da circuma
da racédo para a 4gua, como observado por (Potrich et al. p204 Hiversos nutrientes
das racdes. A observacao de filme oleoso na superfidgudados aquarios apos o
oferecimento das dietas experimentais reforca essa lapotes

Com base nos valores de HHI observados, os peixes aidosntom 0,0; 20,0
e 40,0 g de circuma.k@presentaram estrutura normal das branquias, concaksra
histologicas leves. Ja os animais que receberam dietlasnsupadas com 60,0 g de
carcuma.kg apresentaram estrutura normal das branquias, comacalesr
histologicas moderadas e por fim, nos peixes que reoeb80,0 e 100,0 g de
carcunakg? apresentaram branquias com alteragdes histolégicasiqmiadas. O
aumento nos indices IBRA e HHI encontrados nas brésgioia peixes alimentados
com curcuma provavelmente ocorreu em funcdo da lixiviagi@omponentes da
curcuma da racéo para a agua. Esses resultados indicarapjiéi@ branquial € mais
sensivel que os demais epitélios, uma vez que a curcusas &@mponentes Sao
considerados seguros quanto a sua toxidez (Commandeur & Venni86; Cheng
et al., 2001; Chauhan, 2002; Chainani-Wu, 2003; Agarwal et al., 2010etLall,
2013.

Algumas alteracdes patologicas, como aneurisma lamdlmae hipertrofia
das células mucosas, hipertrofia do epitélio, fusdo e gsancdo das lamelas
secundarias, a principio protegem os peixes, uma vez tageadteracdées aumentam
a distancia entre o meio externo e o sangue (WendelagaBb997; Thophon et al.,
2003) e diminuem a area de superficie das branquias (Mallatt, K885son-
Norrgren et al., 1985; Hinton & Laurén, 1990; Erkmen & Kolanka9ap0; Fernandes
& Mazon, 2003), o que reduz a entrada de contaminantes. Biiretais efeitos
também dificultam as trocas gasosas e 0s procesao®reldos com osmorregulacao,
ionorregulacéo, equilibrio acido-basico e excrecdo de amAssim, altas doses de
curcuma ndo sdo seguras para peixes, pois 0 aumento deBHagigsa pode

prejudicar a manutencéo da homeostase. Com base n@s@oado que minimiza o
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indice de branquias, consideramos segura a utilizac@o ldagana alimentacéo de
peixes em doses até 30,23 ¢-kig dieta, uma vez que nessas concentragcdes o HHI
estimado é menor que 10, o que indica que a estrutura da ier@&garmal, com
alteracdes histologicas leves (Zimmerli et al., 2007, ificado por Van Dyk et al.,
2009.

Apesar de diversos estudos terem comprovado a acao astitexath carcuma,
da curcumina e seus derivados (Pulla Reddy & Lokesh 1992; Rameewalak?2000;
Priyadarsini et al., 2003; Gulgin 2008; Manju et al., 2012), nestedo, ndo foi
observado efeito significativo da suplementacdo de curcomalieta sobre a
peroxidacao lipidica nem sobre a atividade das enzimaidantes nas branquias.
A auséncia de efeito antioxidante da curcuma, no presetudoegpode estar
relacionada ao fato dos animais néo estarem expostogig@es adversas que causam
estresse oxidativo, como qualidade de agua inadequada devidessoede amonia,
falta de oxigénio (Azambuja et al., 2011; Zeppenfeld et al., 2Q&kékenca de
inseticidas, pesticidas e herbicidas (Sayeed et al., 2008telvb et al., 2006; EI-
Gawad & Hamid, 2014; Yonar, 2013; Patil & David, 2013) ou metais pesAtosd
et al., 2000; Farombi et al., 2007; Zagal & Mazmanci, 2011; Cead&1J.

Em conclusao, a utilizacdo @ longana alimentacdo de peixes € segura em
doses de até 30,23 g-kde dieta.
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CAPITULO 3 - Curcuma longaem dietas paraAstyanax aff. bimaculatusomo

preparativo para o transporte

Artigo redigido segundo as normas da revist@aculture.
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Curcuma longaem dietas paraAstyanax aff. bimaculatuzomo preparativo para

0 transporte

Resumo: A curcuma, Curcuma longa apresenta propriedades antiinflamatoria,
imunoestimulante, antioxidante, antimicrobiana e efegobre o metabolismo
energético. Assim, objetivamos avaliar o efeito da clecoas respostas de estresse e
estado antioxidante de juvenis de lambari-do-rabo-amarbfoetidos ao transporte.
O delineamento experimental foi inteiramente ao acasuo,s®s tratamentos (0,0;
20,0; 40,0; 60,0; 80,0 e 100,0 g de circuma em p¥ &guatro repeticdes. Os peixes
(0,83 £ 0,04 g) foram distribuidos em 24 aquarios contendo r88 lite agua, na
densidade de 0,5 peixed,le alimentados até a saciedade aparente, trés vedias ao
durante 60 dias. Ao final desse periodo, para a realizacdmauagporte foram
utilizados 24 sacos plasticos com 15 peixes cada, contendatraéss de agua
preenchidos com oxigénio. Os peixes foram mantidos nos pksbisos durante 24
horas, no portandas de um automovel. Houve efeito cubico (p<0,01) da cuircuma
sobre a taxa de sobrevivéncia dos peixes. Entretantomoelelo descontinuo LRP
(Linear Response Plateguque melhor se ajustou aos dados (p<0,01), a menor
concentracdo estimada de curcuma que maximiza a taxa eéeigébcia foi igual a
16,67 g.k¢. Houve efeito quadratico da ctircuma sobre o lactato sangs&m o
valor estimado para minimizar essa variavel igual a 64,7 gud®ima.kdg. Foi
observado efeito quadratico da curcuma sobre a atividadezilmae superoxido
dismutase e para a concentracdo do produto da peroxidaichcal malondialdeido
nas branquias dos peixes, sendo o0s valores que minimizasesiaveis de 42,50 e
83,33 g de clrcuma.Kg respectivamente. Dessa forma, concluimos qQarauma
longaminimiza as respostas de estresse e melhora o estadidamte em juvenis de
Astyanax aff. bimaculatu®ibmetidos ao transporte.

Palavras-chave:Curcumina, estresse oxidativo, extratos vegetais, lardbarabo-

amarelo
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1. Introducéo

Entre as espécies de peixes cultivados, o lambari-do-rabem, Astyanax
aff. bimaculatusse sobressai em funcéo de sua alta taxa reprodabvin{Foresti et
al.,, 2010), habito alimentar onivoro (Adrian et al., 2001pa &ceitacdo de dietas
processadas. Atualmente o lambari é comercializado prinEpge como isca viva
(Silva et al., 2011), com franca expansdo do mercado cotiszgeAlém disso,
apresenta potencial para ser comercializado enlatado @uwtka2012).

No processo produtivo de lambaris, o transporte é wiizan varias etapas,
como na comercializacdo de pdés larvas, alevinos, juvemmtrizes (Silva et al.,
2011). A garantia de sobrevivéncia dos peixes até sua chegeatesamidor depende
principalmente das condigOes fisiolégicas dos mesmos eatalicdes de transporte.
Durante o transporte, seja pela utilizacdo de sacos pksti@m agua e oxigénio
(Snow et al.,, 1978; Vollmann-Schipper, 1978) ou pela utilizacdo denbées
adaptadostfansfish podem ocorrer o acimulo de metabdlitos como a an®oia
CO,, alteragdes do pH e deplecao dos niveis de oxigénio dissolidgua (Amend
et al.,, 1982; Carvalho-Gomes et al., 2003; Luz et al., 2013). BA#saacdes na
gualidade da agua representam fatores que podem causar perdaedatdsane
estressar os peixes, podendo levar a prejuizos por dadali

Dentre as alternativas para reduzir as perdas associattagsporte, tém sido
utilizados aditivos na agua como cloreto de sédio (Carnvalhmes et al., 2003;
Brandéo et al., 2008), anestésicos (Inoue et al., 2010; Raradi, 2014; Becker et.
al., 2015; Moreira et. al., 2015), bactérias nitrificanfP®anasir et al., 2011) e
probiodticos (Carvalho et al. 2009; Gomes et al., 2008, 2009). &miveto estado
fisioldgico dos peixes antes do transporte € um imporfatiena reducao de perdas
por mortalidade (Noga, 2000), uma vez que a taxa de sobrevid&sgEeixes apos o
transporte € influenciada pelos procedimentos antes do an@idarmon, 2009).
Dentre os procedimentos preparativos para o transpousg ae aditivos na dieta
ainda tem sido pouco explorado. A utilizacdo desses asliti@alieta dos peixes pode
contribuir para melhorar o seu estado fisioldégico, ptas melhoram a atividade do
sistema imune (Rao et al., 2006; Sahu et al., 2008), aumamesisténcia ao estresse
(Zheng et al., 2009; Aly e Mohamed, 2010; Zeppenfeld et al., 20d#hiruem a
incidéncia de patologias (Sahu et al., 2008

Diferentes classes de aditivos sdo utilizadas em dpees animais, onde

destacam-se os antibibticos, probibticos, prebidticosloa organicos, enzimas e
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extratos vegetais. Dentre as diferentes classes deoadjtie séo utilizadas em dietas
para animais destacam-se 0s extratos vegetais por apresemtanor toxicidade,
melhor biodegradabilidade e menores riscos de desenvolvimentesiiéncia
bacteriana quando comparados aos antibidticos. A curcumeauMma longy também
conhecida como acafréo, apresenta potencial paracmar aditivo em dietas, em
funcéo de ser rica em 6leos essenciais (principalnuengdcoois sesquiterpénicos e
cetonas tumerona, o-tumerona ¢ [-zingibereno) e o0s pigmentos curcumina,
desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina (Valente, 1998; NagBeoei). Tais
substancias Ihe conferem grande diversidade de propriedadesastimflamatoria
(Mesa et al., 2000; Araujo e Leon, 2001; Luthra et al., 2001tta}@hyay et al.,
2004), imunoestimulante (Mesa et al., 2000; Luthra et al., 200aptia2006),
antioxidante (Mesa, et al.,, 2000; Araujo e Leon, 2001; Lu#traal., 2001,
Chattopadhyay et al., 2004; Paolinelli et al. 2006), antimocrolfMesa et al., 2000;
Araujo e Leon, 2001; Luthra et al., 2001; Chattopadhyay €20f)4), além de efeitos
desintoxicantes do organismo (Valente, 1998) e diminuicéo #lets mie glicose no
sangue (Chattopadhyay et al., 2004; Wickenberg, et al., 2010).

Assim, com este estudo objetivamos avaliar o efeitaidaima nas respostas
de estresse e estado antioxidante de juvenis de lambafa@maarelo submetidos

ao transporte.

2. Material e Métodos
2.1 Animais e condi¢cOes experimentais
Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica para Usoimiais (CEUA)
da Universidade Federal de Vicosa (UFV), protocolo n°® 93/2013. Foiadbliz
delineamento inteiramente casualizado, com seis tratamerguatro repeticbes. Os
tratamentos consistiram de seis dietas praticas isigaiete isoenergéticas (Tabela 1)
contendo 0,00; 20,0; 40,0; 60,0; 80,0 e 100,0 g de rizoma de clrcuptakerh
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Tabela 1.Formulag&o das dietas experimentais

Niveis de circuma nas dietas experimentais (§.kg

Ingrediente

0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0
Farelo de soja 707,0 710,0 713,0 7150 7150 7140
Fuba de milho 102,7 99,2 96,2 93,6 78,6 64,6
Clrcuma 0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0
Farelo de trigo 100,0 80,0 60,0 40,0 35,0 30,0
DL - Metionina 4,6 4,6 4,6 4,7 4.7 4.7
Oleo de soja 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0
Fosfato bicalcico 39,0 39,5 39,5 40,0 40,0 40,0
Sal comum 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Supl. vitam/mif 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
BHT® 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Energia bruta
Proteina bruta
Extrato etéred
Fibra Brut&
Calcio totat
Fosforo

disponived

Composicdo quimica das dietas (gtkg
4100.93 4099.18 4099.41 4097.68 4097.62 4097.39

330.7 330.7 330.7 330.3 330.8 331.0
77.2 77.5 77.7 78.0 78.2 78.4
52.0 52.3 52.7 53.0 53.8 54.7
11.5 11.7 11.7 11.8 11.8 11.8
7.1 7.1 7.0 7.0 7.0 7.0

2 Niveis de garantia por quilograma do produto: Vitamina (¥it}.200.000 Ul; Vit.
D3; 200.000 UlI; Vit. E, 12.000 mg; Vit. K3, 2.400 mg; Vit. B1, 4.800 M, B2,
4.800 mg; Vit. B6, 4.000 mg; Vit. B12, 4.800 mg; Ac. Fdlico, 1.2@) Rantotenato
Ca, 12.000 mg; Vit. C, 48.000 mg; Biotina, 48 mg; Colina, 65.000Niagjna, 24.000
mg; Ferro, 10.000 mg; Cobre, 6.000 mg; Manganés, 4.000 mg; Zifé8, &g; lodo,
20 mg; Cobalto, 2 mg; Selénio, 20 mg.

b Butil hidroxi tolueno (antioxidante).

¢ Valores calculados de acordo com a composicao quimicalimests (Rostagno

et al., 2005).

dValores calculados para tilapia do Nilo (Miranda et2000).
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A curcuma em po foi previamente misturada aos demais iegted da racao.
A mistura foi peletizada, seca em estufa de ventilacémada (40 °C por 48h),
guebrada em pequenos pedacos, peneirada e estocada enafr@82€r

Juvenis de lambari-do-rabo-amarelasfyanax aff. bimaculatyscom peso
médio de 0,83 + 0,049 foram mantidos em aquarios contendo 8@uagesin sistema
estatico com renovacao parcial da agua (30% do volumenaémente), dotados de
aeracao, filtro bioldgico, temperatura controlada por agloges e termostatos (27
°C), em densidade de estocagem de 0,5 peixesld 4gua. Os animais foram
alimentados com as dietas experimentais durante 60 dias.

Apoés o periodo de tratamento com as dietas, os peiras fmantidos em
jejum por 48h e entdo alojados em 24 sacos plasticos de 35,6m, contendo 1,5 L
de agua (15 peixes/saco) e cerca de dois litros de oxigémdumtdo por mangueira
acoplada a um cilindro de oxigénio. Cada saco plastico feidenado uma unidade
experimental.

Os peixes permaneceram nos sacos plasticos durante &} kegaindo
metodologia descrita por Teo et al. (1989), os quais foranidos no porta-malas de

um automovel, que alternou periodos em movimento e parado.

2.2 Qualidade de agua

Apds a simulacdo do transporte, os sacos plasticos fatzrtos, e foi
guantificada a mortalidade dos animais. Amostras de agua toraadas para as
seguintes analises: temperatura e oxigénio dissolvido, afgridaneio de oximetro
digital, pH por meio de potencidbmetro portétil, aménia topalr meio dekits
colorimétricos. A amonia toxica (NgHfoi calculada com base na formula:

Amonia toxica = Amodnia total
1+ 1(0.0902-pH)+{2730/(273,2+°C)]}

2.3 Respostas de estresse

Para mensurar a glicose e o lactato sanguineos, dois peixes/a@gita
peixes/tratamento) foram eutanasiados por excesso désaoegyd00mg de 6leo de
cravo ! de agua), tiveram o pedinculo caudal cortado com bistusangue foi
depositado diretamente nas tiras reagentes do aparelho mwhgital (Accutrend®
Plus Roche).
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2.4 Atividade Antioxidante

Para a andlise da atividade das enzimas antioxidantes e tcag@&endos
metabdlitos da acdo de espécies oxidantes nos peixesalipado um pool de figados
(dez peixes) e coletadas duas branquias, por repetica@ phrancédo da quantidade
minima de 100 mg de amostra. As amostras foram homogeneg&adaspao fosfato
pH 7,4 e centrifugadas a 1209@ 4 °C por 10 minutos.

Para que as atividades das enzimas e concentracdo de ald&iddi fossem
expressas em unidades da enzima por mg de proteina, foi deiggirai concentracao
da proteina total dos homogenatos segundo Lowry et al. (19512anditi-se
albumina de soro bovino como padréao.

A atividade da catalase (CAT) foi determinada pela taxa de gloeperoxido
de hidrogénio (k02) (10 mmol.LY) em espectrofotémetro a 240 nm durante 60 s
(Aebi, 1984). A atividade da CAT foi expressa em U CAT.mg prt.

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi determinadaiemde Elisa
em 570 nm, baseado na capacidade desta enzima em catedisgiicado superoxido
O2 em peroxido de hidrogénio e, assim, diminuir a razdo de aidegdo do
pirogalol (Dieterich et al., 2000 modificado). A atividatie SOD foi expressa em U
SOD.mg prt.

A atividade da glutationa-S-transferase (GST) foi mensuradevés da
formacdo do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno e estipal@avariacdo da
absorbancia em 340 nm por 60 s. A formacdo do conjugado ocpomtasamente
no substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) em reat@w-enzimatica, sendo
acelerada pela atividade da enzima GST. Uma unidade (U) de GST ecuival
guantidade de enzima que forma 1 mol do conjugado glutationa-2bloémzen
por minuto. O coeficiente de extingdo molar do CDNB 340 = 9,6'rom? foi
utilizado para os calculos (Habig et al., 1974). A atividade da fGiS3xpressa em
umol mint.g2.

Para determinacdo dos metabdlitos da acdo de espéciestesifiadicativo
da peroxidacéo lipidica) foi feita a mensuracédo da céraEo de malondialdeido
(MDA). Ao sobrenadante foi adicionado solucdo TBARSd@¢ricloroacético 15%
e 0,375% de &cido tiobarbiturico, e HCL 0,25 N) em banho-marid %oninutos,
resfriado, centrifugado a 100@Jpor 10 minutos e o sobrenadante mensurado em

espectrofotometro a 535 nm (Buege e Aust, 1978). Os calcudos feitos utilizando-
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se o coeficiente de extingdo molar 1,56 X° M.cn’. A concentragdo do MDA foi
expressa em nmol.mg prt.

A avaliagcdo do efeito dos niveis de curcuma na dietee sabivariaveis de
gualidade de agua, taxa de sobrevivéncia, respostas de estatgsiade antioxidante
foram realizadas por meio de analise de variancia eydessgio polinomial e/ou LRP
(Linear Response Platepao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o software
SAEG (2007). Para verificar o pressuposto de normalidade dasferm@plicado o
teste de Lilliefors. Para verificar a homogeneidadevdai&ncias dos erros entre 0s
tratamentosioi aplicado o teste de Bartlett. Para escolha do modelegilesséo, foi
considerado a significancia dos coeficientes de regress@mmportamento das
variaveis em estudo e a magnitude dos coeficientes denileeéo, calculados em
funcdo da soma quadrados da regressao/soma quadradosnaenti@ta

3. Resultados

Houve efeito cubico (p<0,01) da carcuma sobre a taxa de scdmeid dos
peixes. Entretanto, pelo modelo descontinuo LRiRe@r Response Plateguque
melhor se ajustou aos dados (p<0,01), a menor congc@otestimada de curcuma que
maximiza a taxa de sobrevivéncia foi igual a 16,67 §(g. 1). Houve efeito
guadratico da curcuma sobre o lactato sanguineo, sendo oegtilmado para
minimizar essa variavel igual a 64,7 g de clircuma.kgouve efeito linear
decrescente da curcuma sobre a glicose sanguinea, cootudalor de R2 muito

baixo (R2 = 55,86%) sendo entdo desconsiderada (Tabela 2)
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Fig. 1. Efeito da curcuma na dieta sobre a taxa de sobreviv@edestyanax aff.

bimaculatusapés transporte.
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Tabela 2: Respostas de estressefdtyanax aff. bimaculatudimentados com dietas

contendo carcuma, apos transporte

Niveis de cUrcuma nas ra¢des experimental
Ccv

Respostas de estress (9-kg")
(%)

0,0 2000 40,0 60,0 80,0 100,0

Taxa de sobrevivéncie
90,00 100,00 98,33 96,67 98,33 100,00 4,92
(TS) (%)*

Glicose (G) (mg/df 107,75 82,63 102,00 70,13 75,75 74,38 25,47
Lactato (L) (mmol/)®* 2,58 2,05 1,60 1,20 1,27 1,57 36,49

1 TS = 0,500x + 90,000 (p= 0.0001)

2 G =-0,3134x + 101,1071, R? = 55,86%, (p= 0.0123)

3L =0,0003x2 - 0,0388x + 2,6348, R2 = 97,82%, (p= 0.001)
"*Nao significativo a 5% de probabilidade

Foi observado efeito quadratico da curcuma sobre a atividadenzima
superoxido dismutase (SOD) e para a concentracéo do produto ddggiodipidica,
malondialdeido (MDA) nas branquias dos peixes, sendo loeesagque minimizam
essas variaveis de 42,50 e 83,33 g de clrcuma.l@spectivamente. N&o foi
observado efeito da circuma para a atividade das enzitaiseg CAY e glutationa-

S-transferase (GST) nas branquias (Tabela 3).

Tabela 3: Atividade antioxidante nas branquias detyanax aff. bimaculatus

alimentados com dietas contendo clrcuma, submetidos aessegtelo transporte

Niveis de curcuma nas racfes experimenta

CcVv
Atividade antioxidante (9.kg")

(%)
00 20,0 40,0 60,0 80,0 100,

Superoxido dismutase
0,422 0,377 0,342 0,303 0,431 0,523 19,98
(U SOD.mg prt}

Catalase (U CAT.mg

pr)"

Glutationa-S-

transferase (umaohin- 1,140 1,890 1,640 1,590 1,758 1,453 35,07

lg—l) ns

0,014 0,015 0,15 0,13 0,14 0,27 29,64
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Malondialdeido
0,003 0,002 0,001 0,001 0,001 0,001 38,67
(nmol.mg prt¥

TSOD= 6E-05% - 0,0051x + 0,4342, R2 = 90,17% (p = 0,0016)
2MDA = 3E-07% - 5E-05x + 0,0027, R2 = 94,10% (p = 0,0001)

"SN&o significativo a 5% de probabilidade

Foi observado efeito cubico da curcuma sobre a atividadezima catalase
(CAT) e para malondialdeido (MDA) no figado dos peixesitedo com valor de R2
muito baixo (R? = 48,78 e 46,45%, respectivamente), sendo erisconsideradas
N&o foi observado efeito da curcuma para a atividade das anzoperoxido
dismutase (SOPe glutationa-S-transferase (GST) no figado (Tabela 4).

Tabela 4: Atividade antioxidante no figado destyanax aff. bimaculatudimentados

com dietas contendo curcuma, submetidos aos estresseapsioorte

Niveis de curcuma nas ragcdes experimen

Ccv
Atividade antioxidante (9.kg")

(%)
00 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0

Superoxido dismutase (U
SOD.mg prt)*®
Catalase (U CAT.mg prt) 0,790 1,638 0,860 1,218 0,673 0,860 33,61

Glutationa-S-transferase

0,588 1,148 0,960 0,623 0,675 0,883 40,40

) 4,473 3,158 6,223 5,063 5,655 4,275 43,53
(umolminig?)ns

Malondialdeido (nmol.mg

prt)?
LCAT = 7E-06% - 0,0011% + 0,0434x + 0,8638, R2 = 48,78% (p = 0,0077)
2MDA = -9E-08x% + 1E-05% - 0,0002x + 0,0076, R2 = 46,45% (p = 0,0020)

"S N&o significativo a 5% de probabilidade

0,008 0,007 0,005 0,020 0,007 0,003 58,85

Com relacao a qualidade da agua de transporte, ndo hoiwesigfieicativo da

curcuma sobre as variaveis analisadas (Tabela 5).
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Tabela 5: Qualidade da agua de transportéddtyanax aff. bimaculatiimentados

com cldrcuma

Niveis de cUrcuma nas ra¢des experimen oV
. 2 1
Qualidade da &gua (9.kg") %)
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0
Amonia toxica (ppniy 0,012 0,009 0,012 0,011 0,009 0,009 27,85
pH" 6,55 6,45 6,55 6,50 6,40 6,45 2,02
Oxigénio dissolvido
(mg/L)"®

14,68 13,98 16,27 14,06 15,02 13,91 15,37

4. Discussao

O aumento do lactato plasmatico € causado por diversos fats@sados ao
estresse agudo como hipdxia, mudancgas bruscas de tempergituies, gaanejo e
transporte (Oba et al., 2009). Assim, 0s menores niveistdgol@anguineo nos peixes
alimentados com curcuma representam menores respostaga@ise causadas pelo
transporte. O efeito da curcuma na reducdo das respoststrdsse pode estar
relacionado a diminuicdo dos niveis de cortisale catecolaminas (adrenalina e
noradrenalina) no plasmama vez que a producdo de lactato esta associada a
estimulacao adrenérgica (Garcia-Alvarez et al., 2014i. 8anu (2007) observaram
reducdo da atividade da enzima lactato desidrogenase emaliatestados com
curcuma quando submetidos a estresse por contencao. Emdcengos expostos ao
estresse pelo teste de natacdo forcada, o extratoiedadél circuma reverteu o
aumento nos niveis de hormdnio liberador de corticotrdftRRH) e cortisol, bem
como reduziu as concentracdes de serotonina, adrenalina eipantérebro dos
animais (Xia et al., 2007).

A reducdo na concentracdo do produto da peroxidacaoicéipico
malondialdeido, com a suplementacdo de curcuma, e o aumenatividade da
enzima superoxido dismutase (SOD) em niveis acima de 42,50 g alenackgt
mostrou que a curcuma atuou como antioxidante nas brandeiAstyanax aff.
bimaculatus Este efeito pode ser devido a capacidade da curcuminaitalizar os
radicais livres, inibindo assim a peroxidacao lipidica, alénmanter a atividade das
enzimas antioxidantes SOD e CAT (Pulla Reddy e Lokesh, 198#s&vak et al.,
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2000; Balogun et al., 2003; Braga et al., 2003; Priyadarsini et al., @0il3n, 2008;
Ramadan et al., 2011).

Esses resultados demonstram que a suplementacao de checdiet, como
preparativo para o transporte, melhorou a sobrevivéne@ugiu o estresse decorrente
do transporte enAstyanax aff. bimaculatusA maior sobrevivéncia dos peixes
alimentados com curcuma pode representar maior rentabilidaeeos produtores.
Além disso, a reducdo nas respostas de estresse, derafceftansporte, pode
melhorar a capacidade adaptativa dos peixes ao novo aml@erttesequentemente
melhorar a capacidade de suportar novos fatores estiessore

5. Concluséo
Concluimos qua Curcuma longaminimiza as respostas de estresse e melhora
o estado antioxidante em juvenis destyanax aff. bimaculatusubmetidos ao

transporte.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os nossos estudos demonstraram que a cdrcuma na alimentagixeddoi
eficiente na modulacdo do desenvolvimento da parede imstest das reservas
energéticas. O aumento das pregas intestinais implica enmianero de enterocitos
e, consequentemente, maior quantidade de enzimas na boréscewa e maior
superficie de contato para absorcdo dos nutrientes, o quegsoittar em melhorias
na eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes da dieta e escrionento dos peixes. Ja o
aumento do glicogénio hepatico representa um aumento dasaesle glicose e,
consequentemente, maior tolerancia ao jefantretanto, como os efeitos da curcuma
em doses baixas sobre as reservas energéticas, fposto®quando em doses altas,
S&80 necessarios novos estudos para elucidar os mecaaisvobgdos. Além disso, a
curcuma foi eficaz em reduzir as respostas de estressi@@ar o estado antioxidante
dos peixes apOs o estresse por transporte.

A auséncia de danos hepaticos nos peixes indica que o usocdana em
dietas € seguro, porém, as alteracbes patolégicas atsemas branquias indicam
que esta é segura em doses até 30,23 g de clrcthda.Heta. Dessa forma, apesar
da curcuma, em doses mais altas, apresentar efeiteficbsra salde dos peixes, como
melhorar o estado antioxidante, recomendamos a supiapd® de cuUrcuma em
valores até 30 g de circumakde dieta para que ndo haja o comprometimento da

atividade branquial.
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