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CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA



A aqiiicultura € a atividade econdmica responsdvel pela producdo, em cativeiro, de
organismos com habitat predominantemente aquético, tais como peixes, crusticeos, moluscos
e anfibios. E, atualmente, uma das principais alternativas para a producdo de alimentos no
mundo, apresentando altas taxas de crescimento. A produ¢do mundial de organismos aquaticos
passou de 1 milhdo de toneladas nos anos 50 para 51,7 milhdes de toneladas no ano de 2006,
representando cerca de 47% da producao de pescado mundial (FAO, 2008). Segundo relatério
da FAO (2008), esse crescimento nao € uniforme, sendo que a América Latina e o Caribe
apresentaram as maiores taxas de crescimento entre 1970 e 2006.

Nesse cendrio de franco crescimento e desenvolvimento, o Brasil € um dos paises com
maior pontencial para a criacdo de organismos aqudticos, em funcdo de suas condigOes
climéaticas, geograficas e bioldgicas, possuindo aproximadamente 12% da &4gua doce
disponivel no planeta, com 8.400 km de costa maritima, 5.500.000 hectares de reservatdrios de
aguas doces, além de apresentar uma das maiores biodiversidades do mundo. A aqiiicultura
brasileira se firmou como uma atividade econdmica a partir de 1990, apresentando, desde
entdo, um crescimento continuo, com o desenvolvimento de novas tecnologias de producdo e
aumento no ndmero de espécies cultivadas.

Dentre os peixes teledsteos brasileiros com potencial para a aquicultura, encontramos
as espécies do género Brycon pertencentes a classe Actinopterygii, ordem Characiformes,
familia Characidae e subfamilia Bryconinae. A espécie Brycon amazonicus (Spix e Agassiz,
1829), genericamente conhecida como matrinxa, é um peixe de dgua doce, bentopelagico, de
clima tropical e originirio da Bacia Amazonica (Howes, 1982). E umas das espécies mais
apreciadas na piscicultura, por apresentar rdpido crescimento, aceitacdo de racdo artificial e
carne de alta qualidade (Gomes e Urbinati, 2005).

A despeito das caracteristicas zootécnicas que o tornam uma espécie de alto interesse
para a aquicultura nacional, o matrinxa tem alta agressividade intraespecifica e territorialidade,
o dificulta a criacdo intensiva e reduz os ganhos dos produtores. Esse comportamento
agressivo tem inicio na fase larval, sendo que entre 30 e 36 h pds eclosdo as larvas ja
apresentam canibalismo intenso (Mendonga, 1994), com a alta agressividade estendendo até a
fase de juvenis. Em ambiente natural, a espécie encontra-se espalhada em regides de igarapés,
o que reduz a ocorréncia de encontros agonisticos, havendo a formacdo de cardumes apenas no
periodo reprodutivo (Gomes e Urbinati, 2005). Entretanto, no ambiente de producdo, o
comportamento agressivo da espécie é exacerbado pelo confinamento e adensamento, pois o
ambiente e a grande quantidade de animais impedem a fuga. Nao existem estudos acerca do
comportamento agonistico de matrinxa em ambiente natural. Em condi¢des laboratorias, o

unico trabalho publicado demonstra o efeito da interac@o social na fisiologia e imunologia dos



animais (Ferraz e Gomes, 2009), sem, entretanto, apresentar uma andlise do comportamento
agressivo da espécie .

O comportamento agressivo pode ser definido como uma acdo fisica ofensiva ou
ameacadora, considerado parte de uma interacdo mais inclusiva denominada comportamento
agonistico, que se refere a qualquer atividade relacionada a luta, seja ela agressdo, defesa,
submissdo ou escape (Hickman et al., 2004). Trata-se de um complexo de comportamentos
realizados por virtualmente todos os organismos, com vdrias fun¢des adaptativas (Soma et al.,
2008). E fundamental na competicdo por recursos limitados, assegurando o acesso 4 comida e
seguranca, o sucesso reprodutivo e a protecao da prole (Karl et al., 2004; De Almeida et al.,
2005). Os animais que vencem uma competi¢do territorial geralmente possuem uma maior
protecao contra predadores e melhores oportunidades de forrageamento, o que promove um
rapido crescimento, conferindo, assim, maior probabilidade de sucesso reprodutivo e
sobrevivéncia (Johnsson et al., 2002).

A agressdo é uma resposta finamente regulada por regides especificas do sistema
nervoso central. Em mamiferos, dentre as principais dreas relacionadas com o controle do
comportamento agressivo, destacam-se a drea pré-optica medial, o septum lateral, hipotdlamo
anterior e ventromedial, a matéria cinzenta periaqueductal, a amigdala medial e o nicleo da
stria terminalis, sendo que o hipotdlamo possui um papel chave na regulacdo deste
comportamento (Nelson e Trainor, 2007). Segundo Hrabovszky et al. (2005), o hipotdlamo
possue uma regiao denominada “drea de ataque” que controla a agressdo em provavelmente
todos os mamiferos. A “drea de ataque” € continua e engloba parte do hipotdlamo anterior,
rostral ao ndcleo ventromedial, o hipotdlamo ventromedial ao nivel da comissura dorsal supra-
Optica, a drea ventrolateral do nicleo ventromedial do hipotdlamo, o hipotilamo subfornical e
a drea entre o hipotdlamo ventromedial e o nervo prosencefdlico medial. A estimulacdo
elétrica dessa drea hipotalamica “de ataque” pode induzir o comportamento agressivo em
mamiferos (Hrabovszky et al., 2005). O neurocircuito que controla a agressdo parece ser
evolutivamente conservado, entretanto, a existéncia da “drea de ataque” ainda precisa ser
confirmada em vertebrados basais, como peixes e anfibios (Summers e Winberg, 2006).

A agressdo € um dos principais comportamentos relacionados a competi¢do por
recursos limitados, variando de acordo com a espécie, o estigio de desenvolvimento e as
condi¢des ambientais. As habilidades de um animal em competir por um recurso dependem de
caracteristicas individuais comportamentais, fisicas (tamanho) e fisiolégicas (Johnsson et al.,
2006). Em virtude dos custos de uma briga e da possibilidade de sofrer injdrias, o
reconhecimento da for¢a do oponente foi uma caracteristica selecionada evolutivamente.

Sendo assim, em situagdes de competicdo social, os animais sdo capazes de avaliar a



habilidade de briga do oponente e escolher a melhor estratégia para competir pelo recurso
(Johnsson et al., 2006). A teoria dos jogos, de Maynard-Smith (1982), se baseia na estratégia
comportamental dos animais frente a um desafio, propondo que diferentes estratégias serao
usadas quando houver a competi¢do por um recurso limitado. As estratégias sdo possibilidades
disponiveis ao animal, escolhidas de acordo com os custos e os beneficios que a luta pelo
recurso envolve (Cartwright, 2002; Korte et al., 2005). Em uma situagdo competitiva os
animais podem se comportar de maneira agressiva, abandonando esta postura apenas quando
sofrem injurias, sendo chamados de gavides (“Hawks”), ou podem se comportar de maneira
pouco agressiva, sendo chamados de pombos (“Doves”). A estratégia do gavido lhe confere
maior probabilidade de conquistar o recurso limitado, embora lhe imponha os riscos
envolvidos em lutas agressivas, enquanto a do pombo confere mais segurancga e menor chance
de sofrer injurias. Sendo assim, ambas estratégias conferem vantagens e custos ao individuo
que usa-las (Cartwright, 2002; Korte et al., 2005). A escolha da estratégia comportamental
pode ser influenciada pelo conhecimento do oponente. Em trutas arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) que observaram uma luta e, em seguida, foram colocados para brigar com o dominante
dessa luta foram menos agressivas e sua agressividade diminuiu mais rapido durante o periodo
de observacdo que quando colocados com oponentes ndo familiares. Além disso, peixes
observadores que venceram oponentes familiares foram mais agressivos comparados com 0s
que brigaram com oponentes nao familiares e venceram (Johnsson e Akerman, 1998). O
aprendizado e as experiéncias prévias também podem influenciar a escolha da estratégia
comportamental. Peixes subordinados se tornam menos agressivos e vencem menos lutas
posteriores, enquanto animais que se tornaram dominantes tem maior probabilidade de vencer
uma luta posterior (Winberg et al., 1992; Hsu e Wolf, 1999; Winberg et al., 2007). Estudo com
Rivulus marmoratus demonstrou que os efeitos da experiéncia prévia ainda podem ser
observados ap6s 48 h, sendo que a experiéncia de vitéria ou derrota tem efeito de magnitude
similar no comportamento dos peixes (Hsu e Wolf, 1999).

As diferencas nas estratégias comportamentais utilizadas (Cartwright, 2002), bem
como variacdes na habilidade de luta dos individuos (Clement et al., 2005), podem levar a
formacdo de relacdes de dominancia dentro de um grupo, onde um animal leva vantagem
sobre os demais, vencendo a interacdo social. Segundo Drews (1993), a dominancia social é
um atributo conquistado apds repetidos encontros agonisticos entre dois individuos,
caracterizada pelo resultado consistente em favor de um dos oponentes, sendo que esse assume
a posicdo de dominante enquanto o perdedor assume a posi¢do de subordinado. Em uma
perspectiva sociobioldgica, a func¢do primaria da dominancia social € assegurar o sucesso na

transmissao de informacao genética para a proxima geracao (Silk et al., 2003).  Animais



dominantes geralmente t€ém acesso prioritdrio a recursos importantes como locais favoraveis,
comida e parceiros (Johnsson e Akerman, 1998). Apds o estabelecimento de dominéncia
social, o peixe subordinado demonstra comportamento de fuga, ficando na base do aquario,
proximo a parede, se mantendo fora do campo de visdao do dominante, exibindo pouca
atividade locomotora e sem atos agressivos. J4 os dominantes sdo caracterizados por se
manterem em posi¢do na regido central do aqudrio, demonstrando movimento por todo o
tanque, perseguindo ¢ mordendo o subordinado (@verli et al., 1999a; @verli et al., 2005). Em
truta arco-iris (0. mykiss), o subordinado se mantém passivo e é atacado, mordido e
perseguido pelo dominante (@verli et al., 1999a). Apés 5 dias de interagdo, trutas subordinadas
modificam o comportamento, diminuindo a alimentacdo e escolhendo locais ndo ocupados
pelo dominante, geralmente se escondendo quando possivel (DiBattista et al., 2005). Além das
diferencas comportamentais entre animais dominantes e subordinados, a posi¢ao social pode
desencadear modificacdes fenotipicas nos animais. Em juvenis de Salvelinus alpinus, o
escurecimento do corpo € um indicador de subordinacdo social. Esta caracteristica tem
importancia na manutencao da hierarquia e da integridade dos animais, pois leva a diminuicao
na intensidade das lutas, reduzindo brigas desnecessdrias e perda de energia em hierarquias
estabelecidas (Hoglund et al. 2002a).

O desenvolvimento de dominéncia baseado em hierarquias sociais € comum entre 0s
teledsteos e a historia social individual afeta a fisiologia € o comportamento dos peixes
(Winberg et al., 2007). A interagdo social e a forma¢do e manuten¢do de hierarquias sociais
sdo altamente estressantes, tanto para os vencedores quanto para os perdedores da interagao
social, sendo as respostas de estresse rapidamente manifestadas tanto em animais dominantes
quanto em subordinados (Winberg e Lepage, 1998; @verli, 1999a; Summers, 2002). O
estresse nos animais subordinados de uma hierarquia de dominancia estabelecida € relacionado
ao fato de ser constantemente ameacado (Johnsson et al., 2006), enquanto nos dominantes,
pode ser relacionado ao fato desses terem que defender a posicdo de dominancia,
especialmente durante periodos de instabilidade social (Sapolsky, 1992). Em condic¢des de
criacdo intensiva, o estresse social pode ser ainda maior, devido a limitacdo de oportunidades
de fuga e sinalizag¢do social. Assim, o estresse induzido por interacdes sociais pode ser ainda
mais drastico, influenciando no desempenho dos peixes na aqiiicultura (@verli et al. 1999a;
@verli et al., 1999b). Além do estresse social, uma série de outros fatores pode ser estressante
durante a criagdo intensiva, incluindo manejos comuns como captura, transporte e
remanejamento dos animais (Kubitza, 2003; Urbinati e Carneiro, 2004).

O estresse € definido como uma condi¢io na qual o equilibrio dindmico do organismo

animal ¢ ameacado ou perturbado, levando a alteragdes organicas e a quebra da homeostase



(Pickering, 1981; Wendelaar Bonga, 1997). Essas alteracdes podem desencadear uma resposta
denominada reacdo de alarme, caracterizada por uma série de modifica¢cdes comportamentais e
fisiolégicas compensatdrias e/ou adaptativas, que possibilitam ao animal superar a ameaca
sofrida (Pickering, 1981; Wendelaar Bonga, 1997). A resposta de estresse é essencial e
necessdria para a sobrevivéncia do animal, permitindo uma resposta fisiolégica adequada e a
superacdo do distirbio imposto. Entretanto, em condicdes de estresse cronico, esta resposta
bioldgica pode perder o valor adaptativo e se tornar disfuncional, causando prejuizos a saude
do animal, tais como inibi¢do do crescimento, falhas no processo reprodutivo e até mesmo
reducdo na resisténcia a patégenos (Barton e Iwama, 1991; Wendelaar Bonga, 1997; Eriksen
et al., 2005). O estresse €, normalmente, associado a eventos negativos € com conseqiiéncias
que podem provocar dano a sadde. Nao hd, entretanto, justificativa para assumir que a
expressdo estresse sempre esteja ligada a comprometimento da saide do animal, sendo o
aspecto funcional do estresse frequentemente negligenciado. O paradoxo do estresse estd na
simultaneidade da natureza adaptativa e das possiveis conseqiiéncias “mal adaptativas”
desencadeadas pela cronicidade (Korte et al., 2005).

Durante uma situagao estressante, o corpo do animal € preparado para “lutar ou fugir”
(fight or flight). Sendo assim, a glicose, fonte primaria de energia, ¢ mobilizada dos tecidos de
estoque (figado e musculos); o sangue, que transporta o oxigénio e glicose, é desviado de
orgdos que ndo sdo essenciais para o esforco fisico, como a pele e o sistema gastrointestinal, e
¢ enviado para Orgdos prioritdrios como o cora¢do, os musculos esqueléticos e o encéfalo.
Todas essas respostas t€ém como objetivo habilitar o animal a enfrentar a condi¢do estressante
e restaurar sua homeostase (Sapolsky, 1990; Barton e Iwama, 1991; Wendelaar Bonga, 1997).
Esse conjunto de respostas € controlado por um complexo sistema neuroenddcrino, composto
pelo sistema simpatico-cromafim e pelo eixo hipotdlamo-pituitdria-interrenal (equivalente ao
eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal de mamiferos). Em uma situacdo estressante, o sistema
nervoso central é ativado gerando dois tipos de resposta: no primeiro, o sistema nervoso
central, por meio de inervacdo simpatica direta, estimula as células cromafins a produzirem as
catecolaminas, adrenalina e noradrenalina (sistema simpdtico-cromafim); no segundo, o
hipotdlamo € estimulado a produzir CRH (hormonio liberador de corticotrofina), que induz a
glandula pituitdria a produzir ACTH (corticotrofina) que, por fim, estimula as células
interrenais a produzirem cortisol (eixo hipotdlamo-pitudria-interrenal). Esses dois efeitos sdo
chamados efeitos primarios do estresse (Barton e Iwama, 1991; Sumpter, 1997; Wendelaar
Bonga, 1997). O aumento rdpido nos niveis de catecolaminas ocorre devido a inervagado direta
das células cromafins. J4 o cortisol plasmdtico aumenta poucos minutos apds a exposi¢do a um

estressor agudo, retornando as concentragdes normais em uma ou mais horas, dependendo da



espécie (Wendelaar Bonga, 1997). A acdo das catecolaminas e dos corticosterdides
desencadeia alteracdoes metabdlicas, hematoldgicas, osmorregulatérias e cardiorespiratdrias,
denominadas efeitos secunddrios do estresse. Com a persisténcia da exposicao ao estressor,
ocorrem prejuizos no crescimento, reproducdo e resposta imunoldgica dos animais,
caracterizando os efeitos tercidrios do estresse (Mazeaud et al., 1977; Mommsen et al., 1999;
Urbinati e Carneiro, 2004). A funcdo central da resposta de estresse € a realocacdo de energia
metabolica de atividades de investimento (crescimento e reproducdo) em dire¢do a atividades
que requerem intensificagdo para o reestabelecimento da homeostase, como a respiracao,
locomogao, regulacao hidroeletrolitica e reparagdo tecidual (Wendelaar Bonga, 1997).

O cortisol € considerado um dos principais indicadores de estresse em peixes (Patifio et
al., 1987), sendo sua producdo muito aumentada em animais sob condi¢des estressantes. Esse
hormoénio apresenta uma ampla gama de efeitos, agindo principalmente em tecidos como as
branquias e figado, promovendo modificacdes no balanco hidromineral e metabolismo de
energia (Wendelaar Bonga, 1997). Um dos principais efeitos da acdo desse hormonio € a
alterac@o no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios, agindo tanto no aumento da
glicemia sanguinea quanto na reposi¢do e manutencdo do glicogénio, por aumento da
capacidade gliconeogénica do figado (Mommsen et al., 1999).

Além dos efeitos no metabolismo, o cortisol tem um papel importante no
comportamento agressivo € na formacdo de hierarquias sociais. Evidéncias indicam que a
agressao e o estresse estdo relacionados, pois ambos estimulam atividade em &reas especificas
do encéfalo, presumidamente ligadas por circuitos diferentes, mas cooperativos. Esta ligacao
influencia desde a predisposicdo a agressdo, até a motivacdo e a agressao ativa (Summers e
Winberg, 2006). Em mamiferos, algumas regides como amidala medial, nucleus accubens e
regides adjacentes ao hipotdlamo estdo envolvidas tanto na agressao quanto no estresse, sendo
que, os circuitos neural e enddcrino das respostas de estresse, e aqueles mediando o
comportamento agressivo parecem convergir para o hipotilamo. O hipotilamo contém
componentes criticos e adjacentes tanto para a agressdo, quanto para a resposta
neuroenddcrina de estresse (Summers at al., 2005b; Summers e Winberg, 2006).

O efeito dos corticosteréides no comportamento agressivo € contraditério e parece
depender de fatores como a espécie, condigdes fisiolégicas e do tipo de testes
comportamentais aplicados (Soma et al., 2008). Estudos sugerem que o resultado da luta e a
posicdo social afetam os niveis de cortisol diferentemente entre animais que se tornam
subordinados ou dominantes dentro de pares. Em truta arco-iris (O. mykiss) o estresse social
desencadeado pela luta causa aumento nos niveis de cortisol tanto de dominantes quanto de

subordinados, sendo que os niveis do dominante reduzem rapidamente depois que a



dominancia foi estabelecida, enquanto os animais subordinados apresentam uma ativacio
cronica do eixo HPI (@verli et al., 1999a; Sloman et al., 2001; DiBattista et al., 2005). Em
truta marrom (Salmo trutta), niveis de cortisol elevados também foram relacionados com baixa
posicdo social, entretanto esta variacdo s6 foi evidente apds 48 h de interagdo. Esta resposta
tardia observada em truta marrom pode estar relacionada aos menores indices de agressdo
apresentados pela espécie quando comparada com a truta arco-iris (Sloman et al., 2001). J4 em
estudo com trutas marrom selvagens, os animais dominantes apresentaram os niveis mais
elevados de cortisol, indicando que, em ambiente natural, o estresse social é maior para o
animal dominante, que precisa manter a posicdo elevada na hierarquia, que para o
subordinado, que possui maiores possibilidades de fuga que no ambiente laboratorial (Sloman
et al., 2000). Os niveis de cortisol também podem variar dentro de hierarquias sociais
complexas, em grupos com muitos animais. Estudo com S. alpinus indica que em grupos de
200 animais, os peixes que foram classificados como sendo intermedidrios dentro da
hierarquia social apresentaram os maiores niveis de cortisol plasmadtico, enquanto os
dominantes apresentaram os menores (@verli et al., 1999b).

Além de ser influenciado pela posi¢ao social, o cortisol também pode influenciar o
resultado das interacdes sociais. Em truta arco-iris (O. mykiss) os niveis de cortisol sdo
negativamente correlacionados com a dominancia social, sendo que animais que possuem 0S
niveis de cortisol mais elevados antes da luta sdo predispostos a se tornarem subordinados
(Sloman et al., 2001; Pottinger ¢ Carrick, 2001, DiBattista et al., 2005). Segundo @verli et al.
(2004a), dentro de pares, trutas arco-iris que apresentavam a menor responsividade do eixo
HPI sdo mais agressivas durante a interagdo. Além disso, a elevacdo experimental nos niveis
de cortisol eleva a laténcia para o primeiro ataque (Schjolden et al., 2009). Apesar da sua
relacdo com a subordinagdo social, alguns estudos demonstram que a elevacdo dos niveis de
cortisol experimentalmente pode elevar a agressividade. Em estudo com o peixe elétrico
Apteronotus leptorhynchus a elevacdo exdgena de cortisol por meio de implantes elevou a taxa
de descargas elétricas agressivas (“chirps”) (Dunlap et al., 2002). Além disso, a elevacdo dos
niveis do cortisol por 7 dias promoveu o aumento na proliferacdo de células no nicleo de
controle do “chirping”, o nucleo diencefdlico pré-marca passo, localizado préximo ao
ventriculo, sendo este aumento correlacionado com o aumento na freqiiéncia das descargas
(Dunlap et al., 2006).

Além do cortisol uma série de outras moléculas estd relacionada com o controle do
comportamento agressivo. Dentre elas destacam-se os hormonios andrégenos (Sapolsky, 1990;
Elofsson et al., 2000; Oliveira et al., 2001; Ros et al., 2006; Earley e Hsu, 2008), a arginina-
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Semsar et al., 2004; Caldwell et al., 2008; Backstrom e Winberg, 2009; Cheng e Delville,
2009), o 6xido nitrico (Nelson e Chiavegatto, 2001; Chiavegatto e Nelson, 2003; Nelson e
Trainor, 2007), o neuropeptideo Y (Karl et al., 2004), a dopamina (Hoglund et al., 2001; De
Almeida et al., 2005; Nelson e Trainor, 2007), a noradrenalina (Nelson e Trainor, 2007), o
acido y aminobitirico (GABA) (Hrabovszky et al., 2005; Nelson e Trainor, 2007), o glutamato
(Hrabovszky et al., 2005) e a melatonina (Larson et al., 2004). Entretanto, estudos indicam que
estas moléculas influenciam a agressividade por meio da modulagdo da atividade da
serotonina, o neurotrasmissor chave no controle do comportamento agressivo (Nelson e
Chiavegatto, 2001). O mecanismo pelo qual o sistema serotoninérgico modula a agressao
ainda precisa ser elucidado, entretanto, nao ha ddvidas de que os neurdnios serotoninérgicos
estdo conectados a outras células e recebem impulsos de diferentes neurotransmissores na
modulacdo desses comportamentos (Popova, 2006).

A serotonina, 5-hidroxitriptamina (5-HT), € uma indoleamina pertencente ao grupo das
monoaminas neurotransmissoras, juntamente com as catecolaminas (Oliveri et al., 2005). E
um neurotransmissor importante no funcionamento do organismo, sendo que praticamente
nenhuma funcao fisiolégica e comportamental esta livre de seu efeito direto ou indireto (Alee
et al., 2008). A serotonina ¢ um dos neurotrasmissores mais antigos na evolucdo, e seus
receptores parecem ter aparecido entre 700 e 800 milhdes de anos em células eucaridticas
simples. Os receptores serotoninérgicos sao encontrados em diversas espécies, desde planarias
e drosoéfilas até o homem, sendo um sistema altamente conservado dentro do reino animal
(Parent, 1984; Hannon e Hoyer, 2008). Esse neurotransmissor foi primeiramente descoberto
na década de 30, como uma substincia causadora de contracdes uterinas, sendo depois
associada a funcdo vasoconstritora, encontrada no sangue e nas paredes dos vasos sanguineos,
plaquetas e em células enterocromafins do sistema gastrointestinal, no pulmao e no coracao
(Rapport et al., 1948 in Jorgensen, 2007; Hannon e Hoyer, 2008).

A sintese da serotonina € realizada a partir do aminoécido essencial triptofano por duas
enzimas, a triptofano-hidroxilase (TPH) que promove a hidroxilacdo do triptofano em 5-
hidroxitriptofano (5-HTP) e a descarboxilase de aminoécidos (L) aromaticos que converte o 5-
HTP em serotonina, sendo que a TPH € especifica para esta reacdo e controla a taxa de
biossintese desse neurotransmissor. Em mamiferos, existem dois tipos dessa proteina (TPH; e
TPH;), sendo uma delas expressa apenas na periferia e na glandula pineal e a outra apenas no
encéfalo, evidenciando a existéncia de dois sistemas serotoninérgicos independentes (Popova,
2006; Popova, 2008). Apds ser produzida, a serotonina € mantida em vesiculas dentro da
terminacdo neuronal até ser liberada, quando o neur6nio é ativado (Jorgensen 2007),

exercendo seus efeitos por meio da ativacdo de receptores. A maior parte das moléculas de



serotonina liberadas na fenda sindptica sdo inativadas funcionalmente por um transportador
ativo de serotonina do espago extracelular para dentro dos terminais neuronais, sendo esse
transportador expresso seletivamente nos neurdnios serotoninérgicos. A recaptacdo permite
tanto a reutilizacdo da molécula quanto sua degradacdo em dcido 5-hidroxiindoleacético (5-
HIAA) no espago intracelular. As principais enzimas envolvidas na degradagdo da serotonina
sdo as monoamina oxidases A e B (MAO A e MAO B), sendo que a MAO A a principal
enzima de degradacdo devido a alta afinidade pela molécula (Popova, 2006; Wang et al.,
2006). O 5-HIAA ¢ o principal metabdlito da serotonina e a taxa de 5-HIAA/5-HT ¢ utilizada
como indicador da atividade serotoninérgica, demonstrando sua liberacdo e metabolizacio
(Edwards e Kravitz, 1997; Berman, 1997; Winberg et al., 2001; Lepage et al.; 2003; Hoglund
et al., 2005; Clotfelter et al., 2007).

A serotonina estd amplamente distribuida no organismo, sendo encontrada em varios
orgdos além do sistema nervoso central. Em truta arco-iris (O. mykiss), dentre os tecidos
periféricos, o intestino € o que possui 0s maiores niveis de serotonina, com as maiores
concentracdes no intestino anterior, seguido do ceco pildrico e do intestino posterior, sendo
esta distribuicdo semelhante a dos mamiferos. Entretanto, diferentemente dos mamiferos,
quase toda a serotonina intestinal da truta arco-iris foi localizada na parede intestinal e apenas
2% nas células enterocromafins da mucosa. Além disso, concentracdo de serotonina sanguinea
e plasmatica indica que a serotonina encontrada no sangue de trutas ndo fica estocada em
plaquetas, como ocorrem em mamiferos. Foi observada uma alta capacidade de metabolizacao
da serotonina pelo figado e pelo rim e alta eficiéncia na excrecao desse metabdlito (Caamaiio-
Tubio et al., 2007). No encéfalo, a distribuicdo da serotonina e do triptofano também ndo é
homogénea em diferentes regides. Em truta arco-iris (0. mykiss) a concentragcdo de triptofano
encefdlico € maior no hipotilamo e na medula oblonga, quando comparados com o
telencéfalo, cerebelo e restante do encéfalo. Com relacdo a serotonina, as concentragdes foram
maiores no hipotdlamo que em outras regides, e as concentracdes na medula oblonga,
telencéfalo e restante do encéfalo foram maiores que a encontrada no teto optico. As maiores
concentracoes de 5-HIAA também foram encontradas no hipotdlamo. As concentracdes de
serotonina e 5-HIAA no cerebelo foram indetectdveis. As maiores taxas 5S-HIAA/5-HT foram
detectadas no hipotdlamo, seguido da medula oblonga, telencéfalo e teto optico (Rozas et al.,
1990). Outros estudos com peixes também indicam que a serotonina apresenta variagoes
circadianas (Senthikumaran e Joy, 1994) e circanuais no seu padrdo de distribuicdo (Rozas et
al., 1992).

A serotonina estd relacionada a uma grande variedade de fungdes organicas,

controlando desde atividades periféricas, como a motilidade gastrointestinal e a pressao
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sanguinea, até funcdes centrais, como os comportamentos de sono e vigilia, percep¢do da dor,
apetite e comportamentos emocionais e agressivos (Jacobs e Fornal et al., 1991; Fink e
Gothert, 2007). Esta ampla gama de acdes se deve a grande diversidade do sistema receptor
serotoninérgico. Em mamiferos, existem 14 receptores serotoninérgicos diferentes, divididos
em duas superfamilias, a de receptores acoplados a proteinas G e a de receptores ligados a
adenil ciclase ou do fosfoinositol via proteinas G, enquanto os receptores 5-HT3 modulam
canais ionicos (Olivier e van Oorschot, 2005). Em vertebrados ndo mamiferos muito pouco ¢
conhecido acerca desse sistema receptor (Winberg e Nilsson, 1996). Entretanto, considerando
as caracteristicas altamente conservadas do sistema serotoninérgico no reino animal, € possivel
que os mecanismos de recepcao sejam semelhantes entre os diferentes grupos (Parent, 1984).

Os receptores 5-HT 4 e 5-HTp estdo localizados tanto pré quanto pds sinapticamente,
e funcionam como auto e heterorreceptores, auxiliando os mecanismos de controle da
liberacdo de serotonina em mamiferos (Olivier e van Oorschot, 2005). A estimulacdo dos
receptores pré-sindpticos promove a auto-inibi¢ao do sistema serotoninérgico pelo processo de
retroalimentagdo, enquanto a estimulacdo dos pos-sindpticos produz os efeitos tipicos da
ativacdo do sistema serotoninérgico (Popova, 2006). Estudos com peixes sugerem a presenca
de receptores serotoninérgicos com caracteristicas farmacoldgicas semelhantes a dos
receptores receptores 5-HT;n de mamiferos, indicando similaridade no mecanismo de
funcionamento do sistema serotoninérgico de vertebrados basais e de mamiferos (Winberg e
Nilsson, 1996; Winberg et al., 1997; Hoglund et al., 2002b; Clotfelter et al., 2007). Pelo menos
trés sitios de ligacao de alta afinidade para a serotonina foram encontrados no sistema nervoso
central de S. alpinus, sendo um deles similar ao receptor 5-HT ;5. Os outros dois sitios nao
foram claramente relacionados com receptores serotoninérgicos mamiferos, embora um deles
possa representar o receptor 5-HT,c (Winberg e Nilsson, 1996).

A serotonina € o principal neurotransmissor envolvido no controle do comportamento
agressivo desde invertebrados até mamiferos (Edwards e Kravitz, 1997; Miczek et al., 2004).
Embora seu mecanismo de acdo ndo tenha sido completamente elucidado, a funcdo da
serotonina parece ser conservada dentro do sub-filo vertebrata, exercendo um papel inibitério
na agressdo desde peixes (Winberg et al., 2001; Perreault et al., 2003; Semsar et al., 2004;
Lepage et al., 2005; Lynn et al., 2007; Clotefelter et al., 2007) at¢ humanos (Berman et al.,
1997; Coccaro et al., 1997; De Almeida et al., 2005). Embora alteragdes na atividade
serotoninérgica durante as interacdes agressivas tenham sido descritas, € dificil discernir se
essas alteracdes neuroenddcrinas e as modificagdes comportamentais que as acompanham sao

causas ou conseqiiéncias da posicao social (Sorensen et al., 2007).
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Embora o aumento da atividade serotoninérgica esteja relacionado com a diminui¢do
da agressividade em vérios modelos experimentais, o desenvolvimento da interacdo agressiva
¢ complexo, nao havendo uma relagdo simples de causa e efeito da serotonina no
comportamento agressivo. A interacdo entre a serotonina e a agressao pode ser bastante
complexa, havendo mudancgas na atividade serotoninérgica em regides especificas do encéfalo
antes, durante e depois da interacdo agressiva (Summers et al, 2005a). A interagcdo agressiva se
processa no tempo através de estagios neuroenddcrinos e comportamentais distintos. Antes da
interacdo, os niveis de corticosterdides plasmadticos e a atividade da serotonina, e talvez da
dopamina, em regides encefdlicas associadas com a agressdo e motivacdo, influenciam a
predisposicdo do animal a agressdo, podendo haver diferengas marcantes entre os individuos
que se tornardo dominantes e subordinados (Summers e Winberg, 2006). Segundo Summers e
Winberg (2006), animais que se tornardo subordinados possuem uma alta atividade
serotoninérgica antes da luta, enquanto os que se tornardo dominantes possuem baixos niveis
de serotonina, e, possivelmente, alta atividade dopaminérgica. Em lagartos verdes (Anolis
carolinensis) a atividade serotoninérgica diminuida no circuito neural da agressao € um estado
basal para machos potencialmente mais agressivos (Summers et al., 2005a). Em linhagens de
truta arco-iris (O. mykiss) com diferentes respostas de estresse, 0s animais de alta
responsividade, mais propensos a se tornarem subordinados no estabelecimento de hierarquia
social, apresentam o sistema serotoninérgico mais ativado que os de baixa responsividade
(Dverli et al., 2005). A influéncia do perfil neuroenddcrino na predisposi¢do a agressividade
também pode ser observado entre as diferentes estratégias comportamentais frente a um
desafio. Segundo Korte et al. (2005), considerando a teoria dos jogos, animais que se
comportam como ‘“gavides” possuem baixos niveis de corticosterdides e serotonina e altos
niveis de testosterona, sendo predispostos a alta agressividade. J4 os animais que
desempenham a estratégia de “pombos” possuem alta atividade serotoninérgica e altos niveis
de corticosterdides, sendo predispostos a baixa agressividade.

Apo6s o inicio da interagcdo social, a situacdo estressante desencadeia uma cascata de
respostas de estresse que culmina com o aumento da atividade serotoninérgica e
corticosterdide tanto nos animais que se tornardo dominantes, quanto nos subordinados
(Summers e Winberg, 2006). Em trutas arco-iris (O. mykiss) os niveis de cortisol sdo elevados
em dominantes e subordinados apds 5 min de interagdo, retornando aos niveis basais ap6s 3 h,
apenas nos dominantes. Além disso, apds trés horas de interacdo social a atividade
serotoninérgica também € elevada tanto em dominantes quanto em subordinados no
telencéfalo, enquanto apenas os dominantes apresentam aumento da atividade no teto dptico.

Apés 24 h de interagdo, a atividade serotoninérgica permanece elevada apenas em
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subordinados, enquanto os dominantes recuperam os niveis basais do neurotransmissor (@verli
et al., 1999a). A elevacdo da atividade corticosterdide e serotoninérgica no inicio da intera¢ao
social ndo inibe a agressdo em animais subordinados, por um breve periodo, e em dominantes.
Esta auséncia de inibi¢do comportamental nos estdgios iniciais da interagdo agressiva ¢
contraditdria ao efeito inibitério na agressdo documentado para a serotonina e o cortisol. Esse
efeito pode se dever ao estado basal de animais potencialmente agressivos. Segundo Summers
et al. (2005a), machos de lagartos verdes (A. carolinensis) apresentam atividade
serotoninérgica diminuida no circuito neural da agressao, podendo permitir a agressao mesmo
que o estresse da interacdo estimule rdpida elevagdo da atividade serotoninérgica. Além disso,
como a atividade da serotonina estd correlacionada negativamente com o comportamento
agressivo e positivamente com o estresse, parece provdavel que suas fungdes sejam
contextualmente significantes, especialmente considerando que o estresse necessariamente
acompanha a agressdo. Assim a alteragcdo da atividade da serotonina de maneira regionalmente
especifica pode ser um mecanismo importante na contextualizacdo da interacdo agressiva e
resposta comportamental. Em lagartos (A. carolinensis) a serotonina inibe a agressdao de forma
especifica em algumas regides encefdlicas, sendo que regides como o hipotdlamo anterior, a
amidala medial, o septum, a rafe e o locus coeruleus exibem baixa atividade serotoninérgica
em animais mais agressivos, enquanto outras regides como a amidala lateral, drea predptica,
substancia nigra e édrea tegmental ventral ndo apresentam correlacdo entre a propensidade
agressiva e a serotonina (Summers et al, 2005a). Segundo @verli et al. (2004b), a relagdo
entre a serotonina e o comportamento agressivo € tempo, regido e contexto dependente, sendo
que seu efeito na agressividade pode ser mais complexo que o papel puramente inibitério
atribuido a esse neurotransmissor.

Apbs o estabelecimento da posi¢do social, a elevacdo cronica da serotonina e dos
corticosterdides inibe a agressao (Summers ¢ Winberg, 2006). Sendo assim, a subordinacao
social e os baixos niveis de agressividade estdo associados ao aumento cronico da atividade
serotoninérgica cerebral. Segundo Winberg et al. (1997), a elevacdo da atividade
serotoninérgica pode mediar a mudanca comportamental caracterizando peixes socialmente
subordinados. Juvenis de S. alpinus subordinados apresentaram taxa SHIAA/5-HT mais
elevada no tronco encefélico, hipotilamo e teto Optico que os dominantes (Hoglund et al.
2002a). Em truta arco-iris (O. mykiss), apés 24 h de interacdo social, peixes subordinados
apresentaram aumento da atividade serotoninérgica no hipotdlamo e tronco cerebral (@Qverli et
al.,, 1999a). Além disso, a derrota social nesta espécie promoveu aumento da atividade
serotoninérgica em regides encefalicas especificas (nucleos comissural e supracomissural da

area ventral do telencéfalo e nucleos dorsal e lateral da regido dorsal do telencéfalo),
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correspondentes ao sistema limbico de mamifero (amigdala e hipocampo) (@verli et al.,
2004b). Em S. alpinus observou-se uma correlagdo negativa entre a posi¢do social na
hierarquia de dominancia e a taxa 5-HIAA/5-HT. Além disso, apds quatro dias de interacdo
social, exemplares subordinados de S. alpinus apresentaram uma tendéncia a uma maior taxa
5-HIAA/5-HT, havendo uma correlagdo positiva entre o nimero de ataques recebidos no
primeiro dia de interacdo e a atividade serotoninégica (Winberg et al., 1992).

Segundo Sorensen et al. (2007), existe uma dificuldade em se discernir quais atributos
fisiolégicos sdo causa ou conseqiiéncia da posicdo social. Caracteristicas fisioldgicas e
comportamentais que sdo normalmente interpretadas como efeitos da posicdo social podem
ser, na verdade, reflexo de uma variacdo pré-existente (genética). A subordinagdo e o estresse
cronico podem alterar a retroalimentacdo e a responsividade de processos fisioldgicos e,
possivelmente, reforcar diferencas pré-existentes, levando dominantes e subordinados a
responderem diferentemente durante o estresse causado por um encontro agonistico (Sorensen
et al., 2007). Assim, a influéncia da serotonina na predisposicdo a baixa agressividade e
subordinag¢do social pode ser confirmada por estudos de manipulagdo farmacolédgica da
atividade serotoninérgica. A elevacdo farmacoldgica, cronica ou aguda, da serotonina pode
mimetizar caracteristicas pré-existentes, permitindo a compreensdo de seus efeitos na
agressividade.

A utilizacdo de farmacos bloqueadores da recaptacdo de serotonina (fluoxetina,
paroxetina, sertralina, entre outros) € uma ferramenta experimental bastante ttil e amplamente
utilizada na manipulacdo da agdo da serotonina e exploracdo do seu papel na regulacdo da
agressdao em vertebrados (Lynn et al., 2007). Em ratos machos, o tratamento cronico com
fluoxetina reduziu o comportamento agressivo, sem afetar o comportamento exploratdrio e a
atividade locomotora (Villalba et al., 1997). Em humanos, o tratamento com paroxetina
reduziu a resposta a provocagdo em individuos diagnosticados como agressivos € com
histérico de agressdo (Berman et al., 2009). Em lagartos verdes (A. carolinensis) com
hierarquias de dominéncia estabelecidas, o tratamento com sertralina por sete dias reverteu a
posicdo social em 43% dos pares, sendo que em 57% dos pares os animais dominantes
passaram a apresentar comportamento associativo, sem qualquer vestigio de dominancia
(Larson e Summers, 2001). No peixe Thalassoma bifasciatum, tanto o tratamento cronico
quanto o agudo com fluoxetina diminuiram o comportamento agressivo de machos contra
intrusos, aumentando a laténcia para a primeira perseguicdo e diminuindo a freqii€ncia e
duracdo das perseguicdes (Perreault et al., 2003). Em Betta splendens o tratamento com

fluoxetina reduziu as demonstracdes agressivas € aumentou a distancia do espelho, sem afetar,
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entretanto, a laténcia para o primeiro ataque e o tempo de abertura do opérculo (Lynn et al.,
2007).

Outra ferramenta utilizada para a manipulacdo da atividade serotoninérgica € a
alterac@o dos niveis do aminodcido essencial triptofano, precursor da serotonina. Estudos que
utilizam alteracdes nos niveis de triptofano na alimentacao podem fornecer informagdes sobre
os efeitos de alteracoes dos niveis de serotonina endégena (Young e Leyton, 2001). O
triptofano administrado pela alimentacdo € carreado pela corrente sanguinea até o encéfalo,
onde é transportado através da barreira hematocefdlica. Em mamiferos, a maior parte do
triptofano plasmatico (80 a 90%) € transportada ligada a albumina, sendo apenas uma pequena
parte livre (Fernstrom e Wurtman, 1971). Em peixes, ao contrdrio dos mamiferos,
aproximadamente 92% do triptofano circulam na forma livre (Rozas et al. 1990). O transporte
do triptofano da corrente sanquinea para o encéfalo é realizado por um carreador
estereoespecifico e saturdvel, comum a tirosina e possivelmente a outros animoécidos neutros,
semelhante ao que acontece em mamiferos (Fernstrom e Wurtman, 1971; Fernstrom, 1983;
Aldegunde et al., 1998). Sendo assim, o aumento nos niveis de triptofano plasmético resulta
em elevacao de sua concentracao no encéfalo e consequente elevacao da sintese de serotonina.
A enzima que catalisa o passo limitante desta reagdo, triptofano hidroxilase, ndo é saturada
pelo substrato in vivo e ndo parece ser submetida a nenhuma inibi¢do pela serotonina, de
forma semelhante em peixes e mamiferos (Fernstrom, 1983; Aldegunde et al., 2000). Uma
série de estudos tem demonstrado que a suplementacdo alimentar com triptofano eleva a
atividade serotoninérgica cerebral em peixes (Winberg et al., 2001; Hseu et al., 2003; Lepage
et al., 2003; Koutoku et al., 2003; Lepage et al., 2005; Hoglund et al., 2005) e mamiferos
(Fernstrom e Wurtman, 1972).

O aumento da atividade serotoninérgica promovido pela suplementacao alimentar com
triptofano suprime o comportamento agressivo em vdrias espécies de peixes. Em juvenis de
truta arco-iris (O. mykiss), apOs sete dias de suplementacdo da alimentacdo com triptofano,
animais residentes realizaram menos ataques contra intrusos, sendo que esse efeito ndo foi
observado com trés dias de suplementacdo (Winberg et al., 2001). Outro estudo com a mesma
espécie demonstrou que, além da diminuicdo no nimero de ataques, o triptofano dietdrio
também aumentou a laténcia para o primeiro ataque, sendo esse efeito mimetizado pelo
tratamento com citalopram (bloqueador da recaptacao de serotonina) (Lepage et al., 2005). Em
juvenis de bacalhau do Atlantico (Gadus morhua), o tratamento com triptofano levou a uma
diminui¢do do nimero ataques agressivos € a um aumento na laténcia para o primeiro ataque
ap6s 7 dias de suplementacdo alimentar (Hoglund et al., 2005). Em larvas de garoupa

(Epinephelus coioides) a dieta suplementada com triptofano reduziu significantemente o
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canibalismo, originando um grupo de animais de tamanho mais homogéneo (Hseu et al.,
2003). Os efeitos comportamentais da suplementacdo alimentar com triptofano em peixes
foram avaliados apenas nos momentos iniciais da interagdo social, ndo existindo estudos
analisando interagdes sociais mais longas. Além disso, esses estudos também nao avaliaram o
efeito do triptofano sobre os diferentes tipos de comportamento (agressdo direta e ameaca)
separadamente.

Os mecanismos pelos quais a serotonina exerce inibi¢io no comportamento agressivo
ainda ndo sdo completamente compreendidos. A auséncia de efeito do tratamento com
triptofano por um curto prazo (trés dias) sugere que outros mecanismos, além do aumento da
producdo de serotonina, possam estar envolvidos (Winberg et al., 2001). A ativacdo da
atividade serotoninérgica cerebral a longo e curto prazo parecem ter efeitos distintos no
comportamento agressivo, sendo que somente a ativacdo a longo prazo tem efeito inibitdrio
(Winberg et al., 2001). Essas diferencas podem estar relacionadas a ativagdo de diferentes
receptores, bem como a variacdes na densidade e sensibilidade desses receptores. Estudos
indicam que os receptores 5-HT 4 e 5-HT,p, controlam o tdnus serotoninérgico, contribuindo,
em regides cerebrais especificas, com a modulagdo dos efeitos pds-sindpticos inibitérios na
agressdao (Nelson e Chiavegatto, 2001). Segundo Olivier e Van Oorschot (2005), o
heteroreceptores 5-HT g desempenhariam um papel na fase da agressdao propriamente dita,
enquanto outros, incluindo o 5-HT;4, teriam uma funcdo nas fases relacionadas a intencdo
para a agressdao. Em mamiferos, a ativacdo de receptores 5-HT;s reduz o comportamento
agressivo (Popova et al., 2005; Nelson e Trainor, 2007; Popova, et al., 2007). Em sapos,
Eleutherodactylus coqui, o tratamento com agonistas do receptor 5-HT;2(8-OH-DPAT) e do
receptor  5-HToapc  ((£)-1-(2,5-dimetoxi-4-idofenil)-2-aminopropano—DOI)  inibe  as
vocaliza¢des de machos alfa, levando-os a comportar-se como machos satélites, com posturas
submissas, permitindo, inclusive, vocalizacdes de outros machos dentro de seu proprio
territorio (Eyck 2008).

Embora o envolvimento dos receptores 5-HT 4 e 5-HT 5 no controle da agressao esteja
bem estabelecido, existem dados bastante controversos acerca dos tipos de receptores que sao
ativados na inibi¢ao da agressao, havendo duividas se esses efeitos sao causados por receptores
pré ou pos-sindpticos. Em estudo com ratos Norway, a densidade de receptores 5-HT 4 era
menor, em animais agressivos, no cortex frontal, hipotilamo e amigdala, regides de maior
densidade de receptores pds-sindpticos, em relacdo aos animais nao agressivos, enquanto no
mesencéfalo, onde existe a maior densidade de receptores 5-HT;n pré-sinapticos
somatodendriticos, ndo houve diferenca entre agressivos e ndo agressivos (Popova et al., 2005;

Popova et al., 2004), indicando que os receptores pds-sindpticos estdo relacionados com a
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diminui¢do da agressdo. Em outro estudo com rato, a administragdo sistémica de uma droga
agonista seletivo para os autoreceptores 5-H;s e antagonista para os receptores S5-Hja pos
sindpticos, causou efeitos anti-agressivos em ratos residentes confrontados com intrusos
coespecificos, sugerindo que esses efeitos sdo predominantemente expressos por acdo em
autoreceptores, atenuando a neurotransmissao serotoninérgica ativada pelo conflito social (De
Boer e Koolhaas, 2005). A despeito da fun¢do inibitéria na agressio, existem evidéncias de
um papel estimulatério de alguns receptores serotoninérgicos. Em hamsters, os receptores 5-
HT; desempenham um papel estimulatério na agressdao ofensiva. Animais tratados com
agonista desse receptor apresentaram um comportamento agressivo ofensivo, semelhante ao
comportamento agressivo apresentado por animais tratados com cocaina (Ricci et al., 2005).

O papel da serotonina na agressdo pode ser desempenhado pela modulacdo de outras
moléculas envolvidas no controle desse comportamento. Dentre essas moléculas, destacam-se
o glutamato (Olivier e van Oorschot, 2005), a dopamina (De Almeida et al. 2005), a arginina-
vasopressina/vasotocina (AVP/AVT) (Delville, 1996; Coccaro et al., 1998; Semsar et al.,
2004; Backstrom e Winberg, 2009; Cheng e Delville, 2009) e os hormo6nios andrégenos
(Elofsson et al., 2000; Earley e Hsu, 2008), que parecem estar relacionados ao aumento da
agressividade, e o dcido y aminobitirico (GABA) (Branddo, 2004) e o o6xido nitrico
(Chiavegatto e Nelson, 2003; Nelson e Trainor, 2007), que parecem promover inibicdo na
agressdo.

Além dos efeitos no comportamento agressivo, o aumento da serotonina estd
relacionado a alteracdes fisiologicas desencadeadas pelo estresse. A serotonina ¢ um dos
varios neurotransmissores que influenciam o controle hipotaldmico da funcdo pituitdria
(Hemrick-Luecke e Fuller, 1996). Segundo revisdao de Chaouloff et al. (1999), numerosos
componentes do sistema serotoninérgico central sdo sensiveis a estressores e a serotonina € um
importante componente do sistema central que promove a adaptacdo ao estresse. Em
mamiferos, estudos destacam a relacdo entre a serotonina e o eixo hipotdlamo-pituitaria-
adrenal (HPA), e as evidéncias indicam que esse neurotransmissor tem um efeito estimulatério
no eixo HPA, aumentando a liberacdo de corticosterdides. Pelo menos dois subtipos de
receptores de serotonina podem mediar esse aumento, o receptor 5-HT, (provavelmente o 5-
HT,4) e 0 5-HT; s (Fuller, 1996a; Fuller, 1996b). Além disso, ainda segundo Fuller (1996b),
dados farmacoldgicos embasam as evidéncias neuroanatdomicas de que 0s neurdnios
serotoninérgicos cerebrais fazem conexao com neurdnios liberadores de CRH (hormonio
liberador de corticotrofina), para ativar a secrecao pituitdria e adrenocortical em ratos.

Segundo @verli (1999a), a serotonina também estd envolvida na regulagdo do eixo

hipotdlamo-pitudria-interrenal em peixes, embora os dados ainda sejam contraditérios. Lepage
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et al. (2005) relatam que animais alimentados com o precursor da serotonina (triptofano) e
com inibidores de recaptacdo de serotonina (citalopram) tiveram a atividade do eixo HPI
reduzida, ao contrario do que trabalhos com mamiferos indicam. Estudos utilizando agonistas
do receptor 5-HT A (8-OH-DPAT) mostram que, em peixes ndo-estressados, o agonista teria
um efeito estimuldtorio no eixo HPI (Winberg et al., 1997; Hoglund et al., 2002), enquanto em
peixes estressados o efeito seria oposto, suprimindo a elevacdo de cortisol induzida pelo
estresse (Hoglund et al., 2002). Segundo Lepage et al. (2002), a suplementacdo da racdo de
truta arco-iris (0. mykiss) com triptofano, por sete dias, elevou os niveis basais de cortisol, e
impediu 0 aumento dos niveis de cortisol induzidos por um agente estressor. Sendo assim, a
influéncia da serotonina sobre o eixo HPI parece ser contexto dependente, apresentando
diferentes efeitos dependendo das condicdes dos animais.

O sistema serotoninérgico € filogeneticamente antigo e desempenha um papel vital no
funcionamento dos organismos (Parent, 1984). Em vertebrados, desde os peixes viventes mais
primitivos, as lampréias, até os teledsteos, pode-se observar um sistema serotoninérgico bem
desenvolvido com uma distribui¢do ampla no encéfalo e presenca de células com contato
direto com o liquido cerebroespinhal. Na lampréia marinha (Petromyzon marinus), 0s grupos
de células serotoninérgicas imunoreativas (5-HT-ir) foram observadas no diencéfalo,
rombencéfalo e medula espinhal, enquanto algumas células foram observadas no bulbo
olfatdrio, telencéfalo e mesencéfalo caudal. Na regido do hipotdlamo, foram encontradas
células em contato com o liquido cerebroespinhal. Todos os grupos de células presentes nos
adultos apareceram entre a fase embriogénica e os estdgios larvais tardios, ndo havendo
nenhum grupo de células transitorio na fase larval desta espécie (Abalo et al., 2007). Estudo
com o condrésteo Polypterus senegalus demonstrou a existéncia de 4 grupos de células
serotoninérgicas, um no telencéfalo (G1), dois no diencéfalo (G2 e G3) e um no tronco
cerebral (G4). O grupo mais proeminente de células (G2) ocupava a regidao da parede
periventricular hipotalamica, incluindo o 6rgdo paraventricular, estendendo caudalmente desde
o hipotdlamo dorsal cranialmente ao recesso infundibular. Na regido predptica, um pequeno
grupo de células (G1) estava presente, composto de células pequenas, sendo que nenhum dos
dendritos se projetava para o ventriculo. O grupo G3 aparece como uma pequena massa de
células no nucleo talamico dorsal, estando um pouco afastado da camada ependimal,
ventrolateralmente sobre o fasciculus retroflexus. O grupo G4 estava situado na regido medial
do tronco encefdlico superior, principalmente no nucleo da rafe superior, se estendendo
lateralmente ao nivel do nicleo interpeduncular (Chiba, 1999).

Em duas espécies de esturjao (Acipenser baeri e Huso huso), foram descritos neurdnios

5-HT-ir na camada interna e externa do bulbo olfatorio. No telencéfalo foi encontrado um
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pequeno grupo de neur6nios 5-HT-ir em contato com o liquido cerebroespinhal na parede
ventromedial, rostralmente a comissura anterior. A maior densidade de células foi encontrada
no diencéfalo, sendo uma grande quantidade de neur6nios 5-HT-ir bipolares descrita no nicleo
rostral do recesso predptico, algumas em contato com o liquido cerebroespinhal. A maior parte
dos neurdnios 5-HT-ir do diencéfalo foi observada no 6rgdo paraventricular € no nucleo
recesso posterior, com algumas células em contato com o liquido cerebroespinhal. Neurdnios
5-HT-ir espalhados também foram observados ao longo da parede lateral e ventrolateral do
recesso lateral (hipotdlamo lateral periventricular). No tdlamo, um pequeno grupo de células 5-
HT-ir bipolares de tamanho médio foram observadas em torno do fasciculus retroflexus
através do tdlamo dorsal (nicleo dorsal talamico). Nao foram encontradas células ou fibras 5-
HT-ir na glandula pineal. Na habenula ndo foram observadas células, entretanto, essa regiao é
moderadamente inervada por fibras 5-HT-ir varicosas. Na regido do tegmento mesencefélico e
da medula oblonga a maior parte dos neurdnios 5-HT-ir sdo reticulares e formam uma coluna
longitudinal na regido da rafe. Outras células foram localizadas lateralmente a essa coluna,
sendo considerados nucleos reticulares. Foram distinguidos quatro ntucleos da rafe: um no
istmo (nucleo dorsal da rafe), e trés na medula oblonga (ntcleo superior, medial e inferior da
rafe), e quatro nucleos reticulares (dorsal, superior, medial e inferior) (Adrio et al., 1999).

Em estudo com esturjio branco Acipenser transmontanus foram descritos alguns
neurdnios 5-HTir na camada celular interna do bulbo olfativo e no nicleo ventral da area
ventral do hipotdlamo, estando esses ultimos em contato com o liquido cerebroespinhal. Na
regido do nucleo predptico periventricular foram observadas células 5-HTir, enquanto na
regido periventricular do tubérculo inferior (regido inferior do hipotalamo) foi encontrado
grande nimero de neurdnios 5-HTir. No nucleo dorsal do lobo inferior do hipotdlamo foram
encontradas alguns corpos celulares 5-HTir em contato com o liquido cerebroespinhal (Pifiuela
e Northcutt, 2007).

Em tubardo, Scyliorhinus canicula as células 5-HT-ir foram encontradas na drea
predptica e no hipotdlamo (6rgdo paraventricular e recesso posterior) e na formacgao reticular
com dois principais grupos da rafe (um superior e um inferior) e dois principais grupos
reticulares laterais (superior e inferior). Neurdnios serotoninérgicos também estavam presentes
na parede ventral e lateroventral da medula espinhal. As células em contato com o liquido
cerebroespinhal foram encontradas na drea predptica, hipotdlamo e rombencéfalo rostral
(Carrera et al., 2008).

No teledsteo Trematomus bernacchii, foram encontradas células na regiao caudal do
telencéfalo, em particular na regido magnocellular do nudcleo predptico da drea predptica,

incluindo a regido gigantocelular. No diencéfalo, as células 5-HTir foram observadas na zona
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periventricular do terceiro ventriculo e do ventriculo rombencefdlico. Células reativas
também foram encontradas no recesso lateral do ventriculo diencefdlico e nos nucleos
posterior tuberal e periventricular hipotalamico. Esses neurdnios foram observados na camada
subependimal e ndo pareciam ter contato com o fluido cerebroespinhal. Um grupo de células
localizadas no nucleo periventricular do fuberculum porterior, acima do hipotadlamo dorsal foi
o unico contendo células em contato com o fluido cerebroespinhal. No tegmento
mesencefalico, um grupo de células foi localizado no nicleo dorsal da rafe, medialmente ao
fasciculo medial longitudinal, com seus prolongamentos préximos do ventriculo, mas sem
contato com o fluido cerebroespinhal. No mesencéfalo, células positivas eram visiveis no
nucleo dorsal tegmental, proximo ao ventriculo mesencefdlico. No tronco cerebral, dois
grupos celulares foram encontrados antes e abaixo da crista cerebelar do romboencéfalo. Esses
grupos eram compostos de células pertencentes a parte dorsal e ventral do nicleo motor
trigemial no tronco cerebral e se estendiam até a formacgdo reticular superior (Oliveri et al.,
2005).

Como descrito na maior parte das espécies de peixes, 0s anaminiotas apresentam
células serotoninérgicas em contato com o liquido cerebroespinhal na regido em torno de
varios recessos ventriculares hipotalamicos. Juntos esses componentes formam o &rgio
paraventricular (PVO), que emite eferéncias intrahipotalamicas e extrahipotalamicas. Os
neurdnios do 6rgdo paraventricular de anfibios e peixes podem funcionar como gatilho ou
modular a atividade de certos centros telencefalicos e mesencefalicos (Parent, 1984). Esta
estrutura € bastante reduzida em répteis e aves, e, em mamiferos, as células periventriculares
hipotalamicas ndo estdo em contato com o liquido cerebroespinhal. A diminui¢do no nimero
de células monoaminérgicas hipotalaminas em mamiferos, aves e répteis € acompanhado pelo
aumento no ndmero de fibras no tronco cerebral (Parent, 1984). Segundo Parent (1984), a
evolucdo do sistema serotoninérgico em vertebrados parece envolver progressivo
desaparecimento das populagdes mais rostrais (telencéfalo e diencéfalo) e aumento do nimero
de populag¢des do tronco cerebral.

Por ser um sistema filogeneticamente antigo e altamente conservado dentro do sub-filo
vertebrata, com uma ampla gama de funcdes organicas, o estudo do sistema serotoninérgico
permite a elucidagc@o do processo de evolugdo dos organismos, auxiliando na compreensdo da
evolucdo de comportamentos complexos como a agressdo e a competicdo. A andlise do
comportamento agressivo e dos processos neuroquimicos envolvidos em sua media¢io
possibilita a compreensdo dos mecanismos que controlam a agressividade e traz subsideo para
o desenvolvimento de tecnologias de producdo para animais que apresentam comportamento

agressivo, com reducao de perdas econdmicas e preservacao do bem estar dos animais.
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CAPITULO 2

SISTEMA SEROTONINERGICO DE JUVENIS DE MATRINXA (Brycon
amazonicus): DISTRIBUICAO DOS NEURONIOS SEROTONINERGICOS
IMUNORREATIVOS (5-HTir)
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RESUMO

Considerando a importancia fisioldgica do sistema serotoninérgico e os conhecimentos
restritos acerca desse sistema em peixes, este estudo avaliou a distribui¢do dos neur6nios
serotoninérgicos imunoreativos (5-HTir) no encéfalo de juvenis de matrinxa (Brycon
amazonicus). Para tanto, os animais foram anestesiados e submetidos ao procedimento de
perfusao e coleta dos encéfalos. Foram feitas seccdes coronais de 25 um do encéfalo, com
excecdo do bulbo olfatério, sendo as secgdes montadas em laminas gelatinizadas e submetidas
a andlise de imunohistoquimica para a marcacao de neurdnios 5-HTir. Nao foram encontradas
células 5-HTir na regido do telencéfalo. No diencéfalo o sistema serotoninérgico é pouco
desenvolvido, se restringindo a trés grupos celulares, sendo dois deles localizados na regiao
periventricular. Na regido do tegmento mesencefélico e tronco cerebral, os grupos de células
5-HTir estdo amplamente distribuidos, contendo células grandes e de formatos variados. Nao
foram encontradas células em contato com o liquido cerebroespinhal em nenhuma regido do
encéfalo de matrinxa. A distribuicdo do sistema serotoninérgico de matrinxas se assemelha a
de outras espécies de peixes. Entretanto, pode-se observar um menor desenvolvimento dos

grupos celulares rostrais nessa espécie.

Palavras-chave: imunohistoquimica, matrinxa, sistema serotoninérgico.
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INTRODUCAO

A serotonina, 5-hidroxitriptamina (5-HT), € uma indoleamina pertencente ao grupo das
monoaminas neurotransmissoras, juntamente com as catecolaminas (Oliveri et al., 2005). E
um neurotrasmissor importante no organismo animal, exercendo papel primordial no controle
de funcdes enddcrinas e comportamentais (Parent, 1984; Alee et al., 2008). Entretanto, a
despeito de sua importancia fisiolégica, os conhecimentos acerca desse sistema em peixes sao
bastante restritos. A distribui¢do dos neurdnios serotoninérgicos no encéfalo destes animais é
pouco conhecida, sendo os estudos realizados em peixes teledsteos ainda mais escassos. O
conhecimento acerca da localizacdo e distribuicdo de neurdnios serotoninérgicos no encéfalo
de vertebrados basais é importante para o estudo da filogenia desse sistema no sub-filo
vertebrata (Adrio et al., 1999), além de auxiliar na compreensao dos mecanismos de a¢ao da
serotonina no organismo.

O sistema serotoninérgico € um dos sistemas neurotransmissores filogeneticamente
mais antigos, sendo que seus receptores podem ter aparecido entre 700 e 800 milhdes de anos,
em células eucariéticas simples, como os paramécios (Hannon e Hoyer, 2008). Dentre os
animais viventes, os neurdnios serotoninérgicos podem ser encontrados em praticamente todos
os grupos (Hay-Schmidt, 2000), desde larvas de cnidérios, nemertinos e platelmintos, até os
seres humanos (Hay-Schmidt, 2000; Brandao, 2004). O sistema serotoninérgico parece ser
evolutivamente bastante conservado dentro do sub-filo dos vertebrados. Estudos empregando
técnicas de imunofluorescéncia e imunohistoquimica t€ém demonstrado que a evolugdo desse
sistema sistema parece envolver alteracio no padrio de distribuicdo dos grupos
serotoninérgicos, com um progressivo desaparecimento das populacdes mais rostrais
(telencéfalo e diencéfalo) e aumento do nimero de populacdes do tronco cerebral (Parent,
1984). Em peixes, esse sistema estd espalhado por praticamente todas as regides encefdlicas,
sendo esta ampla distribuicdo observada em agnatas (Abalo et al., 2007), esturjoes (Adrio et
al., 1999), condrésteos (Chiba, 1999), peixes cartilaginosos (Stuesse et al., 1991; Stuesse et al.,
1995; Carrera et al., 2008) e teledsteos (Ekstron e Van Veen, 1984; Kah e Chambolle, 1983;
Oliveri et al., 2005).

Neste contexto, o presente estudo avaliou a distribui¢cao de neurdnios serotoninérgicos

imunoreativos (5-HTir) no encéfalo de juvenis de matrinxa (Brycon amazonicus).
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MATERIAIS E METODOS

O protocolo experimental do presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica local

(CEBEA) (Protocolo 005021/09).
1. Animais

O presente estudo utilizou matrinxas juvenis de 112,76+1,54 g e 21,65+0,20 cm. Os

animais foram mantidos em caixas de 500 L, para adaptacao as condi¢des laboratoriais.
2. Delineamento experimental

Foram utilizados 6 animais durante o experimento. Os animais permaneceram por 10
dias em caixa de 500L, sendo alimentados duas vezes ao dia, as 9:00 e as 17:00 h, até a
saciedade aparente, com ragcdo comercial Fri-Aqua 32 (Ragdes Fri-Ribe S.A.). Apds esse
periodo os animais foram capturados e submetidos a coleta do encéfalo para andlise

imunohistoquimica.
2.1. Coleta e processamento

Os animais foram amostrados da caixa de SO0L com auxilio de um pucd, anestesiados
em benzocaina (100 mg.L") e preparados para o procedimento de perfusdo. O peixe a ser
perfundido foi posicionado em decubito dorsal em um suporte de conteng¢do preenchido com
algoddo umidecido, para evitar o ressecamento da pele, e mantido sob ventilagdo hidrdulica
continua das branquias, com 4gua aerada contendo benzocaina (50 mg.L'l). Foi, entao,
realizada uma incisdo na regido peritonial para a exposi¢cdo do coragao, inserida uma agulha de
perfusao na parte esquerda do ventriculo cardiaco. O animal foi inicialmente perfundido com
solug@o Ringer para peixes (1 mL por grama de massa corpdria), com uma bomba de perfusdo
(Master Flex), e em seguida com uma solu¢do de paraformaldeido 4%, em tampdo fosfato
0,1M com pH de 7,4 (1 mL por grama de massa corpodria). Apds o procedimento de perfusio,
a caixa craniana foi aberta e o encéfalo retirado. Os encéfalos foram armazenados em
paraformaldeido 4% por 4 h, sendo, em seguida, transferidos para uma solu¢do de sacarose
30% em tampao fosfato 0,2 M com pH de 7.4, overnight.

Os encéfalos foram lavados em tampao fosfato 0,2 M, imergidos em Tissue Tek e

colocados em gelo seco, para o congelamento rdpido. As sec¢des coronais foram realizadas em
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criostato (Microm HM 505) a uma espessura de 25um e montados em laminas previamente

gelatinizadas.

3. Anadlises laboratoriais

3.1. Imunohistoquimica

O procedimento de imunohistoquimica foi realizado sobre as laminas. Primeiramente
as amostras foram lavadas em tampao fosfato 0,01M com pH de 7,4 (PBS) (trés lavagens de
10 min cada) e em seguida incubadas em per6xido de hidrogénio 1% por 10 min. Apds a
incubacdo, foram realizadas 3 lavagens de 10 min com PBS até a retirada total da espuma
formada. As amostras foram, entdo, incubadas em soro goat 2% (Vectastain ABC kit, Vector
laboratories), por uma hora, e em seguida, incubadas em anticorpo primdrio anti-serotonina
produzido em coelho (Sigma-Aldrich) 1:250 por 48 h a 4°C. Apds a incubag@o com anticorpo
primadrio, as amostras foram lavadas com PBS (trés lavagens de 10 min cada) e incubadas com
anticorpo secunddrio (anti-rabbit) 1:100 (Vectastain ABC kit, Vector laboratories) por uma
hora. As amostras foram mais uma vez lavadas em PBS (trés lavagens de 10 min cada) e
incubadas no kit ABC (complexo avidina-biotina - Vectastain ABC kit, Vector laboratories)
por uma hora, sendo, sem seguida, lavadas em PBS (trés lavagens de 10 min cada). Apds esse
procedimento a reacdo foi revelada utilizando-se uma solucdo de 3,3’-diaminobenzidina
(DAB, Sigma-Aldrich) a 0,3mg/mL e peréxido de hidrogénio 0,1%. As laminas
permaneceram por 24 h a 4°C para secagem e foram, entdo, submetidas ao processamento
histolégico, passando por uma bateria de desidratacdo com élcool etilico em concentragdes
crescentes e por uma bateria de diafanizacdo com utilizacdo de xilol. Em seguida as laminas
foram montadas com a colocacdo de laminulas utilizando-se Entellan (Merck). Para testar a
especificidade da andlise, foi feito um controle negativo, em que as laminas nido foram
incubadas com o anticorpo primadrio.

Os neurdnios serotoninérgicos imunorreativos (5-HTir) foram analisados e
fotomicrografados em fotomicroscépio (Leica DM 2500). A identificacdo e nomenclatura das
regides anatomicas do encéfalo de matrinxd foi baseada em estudos com Danio rerio

(Willimann et al., 1996).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A sensibilidade da andlise e dos anticorpos utilizados foi cuidadosamente investigada.
Nao houve nenhuma rea¢do na auséncia do anticorpo primario.

No presente estudo as células 5-HTir foram encontradas espalhadas em ntcleos por
todo encéfalo, com excecdao da regido telencefédlica (os bulbos olfatérios ndo foram
analisados). A maior parte dos estudos realizados também ndo detectaram células
serotoninérgicas na regido do telencéfalo, em varios grupos de peixes (Kah e Chambolle,
1983; Ekstron e Van Veen, 1984; Stuesse et al., 1991; Khan e Thomas, 1993; Chiba, 1999;
Rodriguez-Gomes et al., 2000; Oliveri et al., 2005; Pifiuela e Norchutt, 2007). Entretanto, em
estudo com duas espécies de condrésteos (Acipenser baeri € Huso huso) Adrio et al. (1999)
encontraram um pequeno grupo de células na regido caudal do telencéfalo, com células em
contato com o liquido cerebroespinhal. Além disso, estudo com lampreia marinha também
demonstrou algumas células distribuidas na regido telencefalica (Abalo et al., 2007). Segundo
Parent (1984), a evolugdo do sistema serotoninérgico em vertebrados parece envolver
progressivo desaparecimento das populagdes mais rostrais € o aumento das populagdes
celulares do tronco cerebral. Sendo assim, considerando que os peixes agnatas e condrosteos
fazem parte de grupos de peixes mais primitivos, a evolugdo do sistema serotoninérgico pode
ter levado ao desaparecimento dos grupos de células telencefédlicas em actinopterigeos
derivados, como os teledsteos. Embora a maior parte dos estudos ndo tenha encontrado grupos
celulares serotoninérgicos no telencéfalo, essa regido parece ser amplamente inervada por
fibras originadas na regido mais caudal do encéfalo (Kah e Chambolle, 1983).

O diencéfalo de matrinxds ndo apresenta grande quantidade de ntcleos
serotoninérgicos como descrito em outros peixes estudados, sendo os nicleos periventriculares
bastante reduzidos. Foi observado um grupo na regido acima do nucleo prétectal
magnocellular, continuo ao teto optico. Em estudo com o teledsteo Gasterosteus aculeatus,
Ekstron e Van Veen (1984), descreveram um grupo de células na regido prétectal, entretanto, a
descricdo ndo permite afirmar que se tratam do mesmo grupo celular. Esse nucleo
serotoninérgico nao correspondeu a nenhum outro nucleo descrito em outras espécies de
peixes (Kah e Chambolle, 1983; Stuesse et al., 1991; Khan e Thomas, 1993; Chiba, 1999;
Adrio et al, 1999; Rodriguez-Gomes et al., 2000; Abalo et al., 2007; Pifiuela e Norchutt,
2007). Outro grupo contendo células de formato mais alongado foi observado na regido do
nucleo dorsal talamico, ventral ao nicleo periventricular pretectal, préoximo ao ventriculo
diencefdlico (Figura 1 — A e B). O nucleo dorsal talamico faz parte do 6rgdo periventricular de

peixes e foi descrito em outras espécies (Kah e Chambolle, 1983; Khan e Thomas, 1993;
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Adrio et al., 1999; Chiba, 1999). O tltimo grupo diencefdlico de matrinxas foi observado na
regido do hipotdlamo, com células imunorreativas na regido ventral do hipotdlamo
periventricular (Figura 1 — B e C). As células desse grupo foram fortemente marcadas e
possuiam formato arredondado, sendo suas projecdes indistinguiveis € sem contato com o
liquido cerebroespinhal. Na maioria dos peixes estudados, a regido periventricular do
hipotdlamo possui uma grande quantidade de células serotoninérgicas, algumas delas em
contato com o liquido cerebroespinhal do terceiro ventriculo (Kah e Chambolle, 1983; Ekstron
e Van Veen, 1984; Stuesse et al., 1991; Khan e Thomas, 1993; Adrio et al., 1999; Rodriguez-
Gomes et al., 2000; Oliveri et al., 2005; Abalo et al., 2007) e na regido dos recessos lateral e
posterior (Kah e Chambolle, 1983; Ekstron e Van Veen, 1984; Khan e Thomas, 1993; Adrio et
al.,, 1999; Rodriguez-Gomes et al., 2000; Abalo et al., 2007). Em matrinxa, o sistema
serotoninérgico da regido periventricular se mostrou pouco denso, ndo sendo encontradas
células nas regides dos recessos lateral e posterior e do hipotilamo ventromedial, como
descrito em outras espécies, incluindo peixes teledsteos (Kah e Chambolle, 1983; Ekstron e
Van Veen, 1984; Khan e Thomas, 1993; Adrio et al., 1999; Rodriguez-Gomes et al., 2000;
Abalo et al., 2007).

No tegmento mesencefélico foram encontradas células serotoninérgicas formando uma
coluna longitudinal que se estendeu das adjacéncias da vélvula pré-tectal ventralmente em
direcdo ao nucleo interpeduncular (Figura 2 — A). As células possuiam formato arredondado,
algumas alongadas, projetando-se ventrolateralmente. Esse grupo de células foi descrito em
outras espécies de peixes, incluindo peixes teledsteos (Ekstron e Van Veen, 1984). Parece ser
correspondente ao nucleo raphe linearis descrito por Stuesse et al. (1991) e Stuesse et al.
(1995) para peixes cartilaginosos, ao nucleo da rafe superior descrito por Adrio et al. (1999)
para condrdsteos e ao nucleo da rafe dorsalis descrito por Ekstron e Van Veen (1984) e
Oliveri et al (2005), para teledsteos. Caudalmente, ao nivel da formacdo do ventriculo
romboencefélico, este grupo de células mesencefdlicas arredondadas parece a se dividir em
dois grupos, um deles se mantendo medialmente na regido da rafe, parecendo corresponder a
raphe centralis superior (Stuesse et al., 1991; Stuesse et al., 1995), e o outro grupo se
mantendo lateralmente ao ventriculo romboencefélico, na regido acima do fasciculo medial
longitudinal, correspondendo a raphe dorsalis (Stuesse et al., 1991; Stuesse et al., 1995;
Oliveri et al., 2005) (Figura 2 — B). As céluas da regido medial da rafe vao se tornando
menores proximo ao tronco cerebral, enquanto as células da regidao acima do fasciculo medial
longitudinal permanecem grandes, mas pouco numerosas.

No tronco cerebral, as células da regido da rafe permanecem pequenas, projetando-se

dorsoventralmente. Um grupo de células pode ser observado na formacao reticular, com um
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grande nimero de células de formato varidvel, projetando-se lateramente (Figura 2 — C). Este
ntcleo reticular parece corresponder ao nucleo reticularis pontis oralis (Stuesse et al., 1991;
Stuesse et al., 1995) e ao nucleo reticular superior (Adrio et al., 1999). Na altura da
comissura do nucleo gustatério secunddrio ocorre o aparecimento de um nucleo reticular
lateral, lateralmente ao ventriculo romboencefdlico, com células alongadas projetando-se
lateroventralmente (Figura 2 — D). Este grupo reticular lateral parece corresponder ao nucleo
reticularis parvocelularis (Stuesse et al., 1991; Stuesse et al., 1995). Nesta regiao as células da
rafe permanecem pequenas, projetando-se dorsoventralmente, € o nucleo reticular (reticularis
pontis oralis) apresenta células grandes e espalhadas por toda formagao reticular.

Ao nivel do nervo octaval (VIII), o ndcleo reticular apresenta um grande ndmero de
células grandes, de formatos variados. Ao nivel do nervo sensorial facial (VII), as células da
regido da rafe comecam a se projetar lateralmente, parecendo corresponder ao inicio do nicleo
raphe magnus (Stuesse et al., 1991; Stuesse et al., 1995) e ao nicleo da rafe medial (Ekstrén e
Van Veen, 1984; Adrio et al., 1999). Nesta regido, a formacao reticular apresenta um extenso
grupo com células de tamanho e formato varidvel, parecendo corresponder ao ntcleo
reticularis magnocelullaris (Stuesse et al., 1991; Stuesse et al., 1995) e ao nucleo reticular
medial (Adrio et al., 1999) (Figura 2 — E). Nesta drea, o nucleo reticular lateral (reticularis
parvocelularis) ja ndo € mais observado.

Ao nivel do inicio da separagdo do ventriculo romboencefélico, as células do nucleo
reticular se apresentam bastante grandes e é observado um pequeno grupo de células na regido
ventral da formacao reticular (Figura 2 — F). Nesse nivel também pode ser observado um
grupo de células bastante pequenas na regido do nicleo octaval magnocelular. Esse nucleo
ndo apresentou correspondéncia com nucleos serotoninérgicos descritos em outros trabalhos
(Stuesse et al., 1991; Stuesse et al., 1995; Adrio et al., 1999). Apds a separacdao completa do
ventriculo as células do nucleo reticular se espalham lateralmente ao ventriculo, e as células do
ntcleo da rafe permanecem pequenas, projetando-se lateralmente.

A presenca de nucleos serotoninérgicos na regido da rafe e da formacdo reticular
observada no presente estudo tem sido demonstrada em todas as espécies de peixes estudadas
(Kah e Chambolle, 1983; Stuesse et al., 1991; Stuesse et al., 1995; Khan e Thomas, 1993;
Adrio et al., 1999; Rodriguez-Gomes et al., 2000; Oliveri et al., 2005; Abalo et al., 2007). O
matrinxad apresentou grupos celulares reticulares bastante densos, de forma semelhante a
estudos com condrésteos (Adrio et al., 1999) e peixes cartilaginosos (Stuesse et al., 1991;
Stuesse et al., 1995). Entretanto, estudos com outros teledsteos ndo descrevem um sistema

serotoninérgico reticular muito desenvolvido (Kah e Chambolle, 1983; Ekstron e Van Veen,
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1984). Essa regiao parece ser filogenéticamente antiga, sendo observada desde peixes agnathas
até mamiferos (Parent, 1984).

Segundo Parent (1984), anaminiotas apresentam nucleos de células serotoninérgicas
em praticamente todas as regioes encefdlicas, sendo que algumas destas células fazem contato
com o liquido cerebroespinhal, principalmente na regido em torno de varios recessos
ventriculares hipotalamicos. Esses conjuntos de células em contato com o liquido
cerebroespinhal formam o 6rgdo periventricular (PVO), que emite eferéncias
intrahipotalamicas e extrahipotaldmicas. Em peixes, a maior parte dos estudos descreve a
existéncia destes grupos celulares (Kah e Chambolle, 1983; Ekstron e Van Veen, 1984; Chiba,
1999; Adrio et al., 1999; Rodriguez-Gomes et al., 2000; Abalo et al., 2007; Pifiuela e
Northcutt, 2007; Carrera et al., 2008). No presente estudo, nenhum dos grupos
serotoninérgicos descritos possuiam células em contato com o liquido cerebroespinhal. A
auséncia dessas células, juntamente com a auséncia de grupos celulares telencefdlicos e
presenca de poucos grupos diencefdlicos, pode estar relacionado ao processo de evoluciao do
sistema serotoninérgico, ja que, segundo Parent et al., (1984), a evolucdo desse sistema em
vertebrados envolve progressivo desaparecimento das populagdes mais rostrais e de células em
contato com o liquido cerebroespinhal. Entretanto, é possivel, também, que a auséncia destes
grupos celulares esteja relacionada a baixa sensibilidade da andlise realizada. Na maior parte
dos grupos serotoninérgicos observados as proje¢Oes axoOnicas ndo puderam ser claramente
distinguidas. Sendo assim, a técnica aplicada no presente estudo ndo permite afirmar a
auséncia desses grupos serotoninérgicos no encéfalo de matrinxa, sendo necessarios novos

estudos para a andlise mais detalhada desses nucleos.
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Figura 1. Fotomicrografias de encéfalos de matrinxa (Brycon amazonicus) evidenciando os
neurdnios serotoninérgicos imunorreativos da regido do diencéfalo.

Cpost — Comissura posterior; Hv — Regido periventricular do hipotdlamo ventral; NDT —
Nicleo dorsal talamico; Vd — Ventriculo diencefalico.
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Figura 2. Fotomicrografias de encéfalos de matrinxa (Brycon amazonicus) evidenciando os
neurdnios serotoninérgicos imunorreativos das regioes do mesencéfalo e romboencéfalo.

Cgus — Comissura do nervo gustatério secundario; FML — Fasciculo medial longitudinal; FR
— Formacao reticular; NFML — Niucleo do fasciculo medial longitudinal; R — Rafe; Vr —
Ventriculo romboencefalico; Vte — Ventriculo tectal.
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CONCLUSOES

Concluimos que a distribui¢do dos neurdnios serotoninérgicos do matrinxa se asemelha
a de outras espécies de peixes, com grupos celulares espalhados por praticamente todas as
regides encefdlicas, representados na regido diencefdlica, mesencefélica e romboencefilica,
sem células em contato com o liquido cerebroespinhal. Entretanto, a despeito dessa ampla
distribuicao, o sistema serotoninérgico do matrinxd € mais desenvolvido nas regides mais

caudais (tegmento mesencefélico, rafe e formacao reticular), com grupos de células bastante

densos, sendo encontrados poucos grupos celulares nas regides mais rostrais.
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CAPITULO 3

SUPLEMENTACAO ALIMENTAR DE JUVENIS DE MATRINXA (Brycon amazonicus)
COM TRIPTOFANO.
INFLUENCIA NO COMPORTAMENTO AGRESSIVO, EM INDICADORES
FISIOLOGICOS DE ESTRESSE E EM NEUROTRANSMISSORES REGULADORES DA
AGRESSAO.

44



RESUMO

O presente estudo avaliou o efeito do triptofano (TRP), no comportamento agressivo,
nas varidaveis fisioldgicas de estresse e nos principais neurotransmissores reguladores da
agressdo de juvenis de matrinxa (Brycon amazonicus). Para tanto, os peixes foram distribuidos
em aqudrios individuais onde permaneceram por 3 dias recebendo racdo comercial e 7 dias
recebendo as racdes experimentais: Controle (4.7g TRP.kg™), 2X (9.4g TRP.kg ") e 4X (18.8¢
TRP.kg ™). No experimento 1, apés esse periodo, foi realizada a coleta de sangue, encéfalo e
figado para andlises fisiolégicas e neuroenddcrinas (glicose; hemoglobina, hematdcrito,
nimero e volume dos eritrécitos; serotonina (5-HT) e seu principal metabdlito (5-HIAA),
dopamina (DA) e seu principal metabdlito (DOPAC) e noradrenalina (NA); glicogénio e
lipideo hepdtico), e gonadas para determinacdo do género. No experimento 2, apds 0 mesmo
periodo, foi inserido um intruso no aqudrio, sendo o comportamento avaliado apds o
agrupamento (0 h), e apdés 3, 6 h de luta. As coletas fisiolégicas foram realizadas apds o
agrupamento (0 h) e apés 24 h de luta. O TRP diminuiu a agressdo direta e aumentou as
laténcias para os ataques e os comportamentos de ameaga, sendo esse efeito restrito ao inicio
da luta. Além disso, diminuiu a ativacdo dopaminérgica durante a luta e ndo influenciou a
atividade serotoninérgica, embora a 5-HT tenha apresentado correlagdo negativa com as
tentativas de mordida e positiva com a laténcia para a primeira mordida e o tempo de vigia. O
TRP promoveu, também, alteracdo no perfil metabdlico dos animais, com aumentos na
glicemia e no indice hepatossomatico. A intera¢do social desencadeou aumento nos niveis de
glicose plasmdtica e nas varidveis hematolégicas e diminui¢cdo do indice hepatosomético.
Foram, também, observadas diferencas entre os géneros, com machos apresentando
comportamento mais agressivo e maiores niveis de NA, e as fémeas apresentando menores
laténcias para os ataques e maior numero de colisdes. Além disso, fémeas apresentaram
parametros sanguineos mais elevados que os machos em animais ndo submetidos a luta. Os
resultados demonstram que o TRP desencadeia uma modificacdo da estratégia
comportamental dos peixes apenas no inicio da luta, sendo esse efeito relacionado com a
atividade da serotonina e a diminui¢ao da ativacdo dopaminérgica durante a interacdo. Além
disso, foi observado que a interacio social com um intruso € estressante para a espécie, sendo

que machos e fémeas podem responder diferentemente a luta.

Palavras-chave: agressividade, estresse social, matrinxa, monoaminas, triptofano.
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INTRODUCAO

O comportamento agressivo € um conjunto complexo de comportamentos onfensivos
e/ou ameacadores com vdrias fun¢des adaptativas (Hickman et al., 2004; Soma et al., 2008),
sendo fundamental na competi¢do por recursos limitados, assegurando acesso a comida e
seguranca, sucesso reprodutivo e protecao da prole (Karl et al.,, 2004; De Almeida et al.,
2005). Esse comportamento € realizado por praticamente todos os animais, € embora possa
trazer uma série de vantagens competitivas, consome tempo e pode causar injirias no animal,
principalmente quando o ambiente restringe as oportunidades de fuga e sinalizagdo social
(Nelson e Trainor, 2007). Na criagdo intensiva, por exemplo, o espagco reduzido e o
adensamento impedem a fuga e o comportamento agressivo dos animais se torna um
problema, tanto pelas perdas diretas causadas pelas lutas entre os individuos quanto pelo
estresse social gerado pelas interagdes agressivas. Além disso, a interacdo agressiva € a
formacdo e manutencdo de hierarquias sociais sdo altamente estressantes, tanto para os
animais dominantes quanto para os subordinados, causando perdas econdmicas e infringindo o
bem estar dos peixes (Winberg e Lepage, 1998; @verli, 1999a; Summers, 2002; Ashley,
2006).

A agressividade € finamente regulada por regides especificas do sistema nervoso
central por meio de um complexo sistema neuroenddcrino, composto de uma série de
neurotransmissortes € hormonios (Nelson e Chiavegatto, 2001; Hrabovszky et al., 2005;
Nelson e Trainor, 2007), sendo a serotonina o neurotransmissor chave desta regulacao (Nelson
e Chiavegatto, 2001; Popova, 2006). Estudos indicam que a serotonina exerce um papel
inibitério no comportamento agressivo de vertebrados, entretanto, seus mecanismos de acao
no controle deste comportamento ainda ndo foram completamente elucidados (Nelson e
Chiavegatto, 2001). Sendo assim, a compreensdo dos mecanismos de a¢do da serotonina na
regulacdo da agressividade pode auxiliar o desenvolvimento de tecnologias de producdo
visando o controle deste comportamento, permitindo o aumento do bem estar dos animais e a
diminuicao dos efeitos deletérios causados pelo estresse social dentro do ambiente de
producao.

A suplementacdo da alimentacdo com o aminodcido essencial L-triptofano (L-TRP),
precursor da serotonina, tem sido usada como estratégia de controle da agressividade e
reducdo do estresse em vdrias espécies de peixes (Hseu et al., 2003; Hoglund et al., 2005;
Lepage et al., 2002; Lepage et al., 2003; Lepage et al., 2005). A reacdo de biossintese da
serotonina € catalizada pelas enzimas triptofano hidroxilase (TPH), que promove a

hidroxilag@o do triptofano em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) e a descarboxilase de aminoacidos
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(L) aromaéticos que converte o S-HTP em serotonina, sendo que a TPH € especifica para esta
reacdo e controla a taxa de biossintese da serotonina. Em peixes, assim como em mamiferos, a
TPH nao € saturada pelo substrato, sendo a disponibilidade de triptofano o fator limitante para
a sintese de serotonina (Fernstrom e Wurtman, 1972; Aldegunde et al., 1998; Aldegunde et al.,
2000). Estudos indicam que a suplementacdo alimentar com triptofano eleva a atividade
serotoninérgica cerebral em peixes (Hseu et al., 2003; Hoglund et al., 2005; Lepage et al.,
2002; Lepage et al. 2003; Lepage et al. 2005), diminuindo o comportamento agressivo (Hseu
et al., 2003; Hoglund et al., 2005; Lepage et al. 2005), e alterando a responsividade ao estresse
(Winberg et al., 1997; Hoglund et al., 2002; Lepage et al. 2002; Lepage et al. 2005).

Sendo assim, neste estudo foi avaliado o efeito da suplementagdo alimentar com
diferentes niveis de triptofano no estresse, no comportamento agressivo € nos

neurotransmissores reguladores da agressdo em juvenis de matrinxa (Brycon amazonicus).
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MATERIAIS E METODOS

O protocolo experimental do presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica local

(CEBEA) (Protocolo 005021/09).

1. Animais

O presente estudo utilizou matrinxas juvenis (Brycon amazonicus) (110,56£1,33 g e
20,2540,16 cm), que foram mantidos por 10 dias em caixas de 500 L, para adaptacdo as
condic¢des laboratoriais, antes da realizacdo dos experimentos. Os peixes foram alimentados
duas vezes ao dia, as 9:00 e as 17:00 h, até a saciedade aparente, com ra¢do comercial Fri-

Aqua 32 (Racgdes Fri-Ribe S.A.).

2. Unidades experimentais

Foram utilizados aquérios de 96 L (60cm X 40cm X 40 cm), sem renovacdo de agua,
com aeracdo constante e temperatura controlada. As laterais dos aquarios foram cobertas com
papel pardo para impedir a visualizagao dos animais dos aqudrios vizinhos e a parte de tras do
aquério foi coberta com um papel quadriculado que divida a drea em nove quadrantes iguais,
utilizados durante a andlise comportamental. Foram utilizadas, ainda, caixas de 50 L, sem

renovacao de dgua e com aeracgao.

3. Tratamentos

Os tratamentos experimentais foram os seguintes:
e Tratamento 1 (Controle): Racdo comercial (0,47 g de L-TRP / 100g de racao)
e Tratamento 2 (2X): Racdo comercial enriquecida 2X (0,94 g de L-TRP/ 100g de racao)
e Tratamento 3 (4X): Racdo comercial enriquecida 4X (1,88 g de L-TRP/ 100g de racao)

3.1. Preparacdo da racdo

A concentracdo de L-triptofano a ser utilizada na suplementacdo da racdo considerou
os valores existentes na ragdo comercial Fri-Aqua 32 (Ragdes Fri-Ribe S.A.). Para a
preparacdo de 1kg de racdo suplementada, a quantidade de L-triptofano puro em pd, referente
a cada tratamento (tratamento 2X: 4,7 g; tratamento 4X: 14,1 g), foi diluida em 60 mL de

solucdo de acido cloridrico 10% e acrescida a 80 mL de dlcool etilico. A racdo comercial foi
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pesada, espalhada uniformemente em uma bandeja e borrifada com as solucdes descritas
acima. Em seguida, a racdo foi seca em estufa ventilada a 35°C por 24 h. Para o controle de
efeitos de palatabilidade, a racdo administrada aos peixes do grupo controle também foi
borrifada com a solu¢do de 60 mL de 4cido cloridrico 10% + 80 mL de alcool etilico, sem

adicao de L-triptofano, e seca nas mesmas condi¢des descritas.

4. Procedimentos de coleta de material bioléogico

Para a realizacdo das coletas os peixes foram anestesiados em benzocaina (100 mg.L™).
Foi realizada a coleta de sangue por pun¢do do vaso caudal. O sangue foi acrescido de 15 pl
do anticoagulante (EDTA fluoretado - Glistab Labtest) e resfriado, sendo destinado as anélises
no sangue total e a obtencdo de plasma. Em seguida, os animais foram submetidos a
decaptacdo e remocdo do encéfalo; os encéfalos foram colocados em folhas de aluminio,
imediatamente congelados em gelo seco e armazenados a -70°C (menos de 2 min apds a
decaptacdo). Apods esse procedimento, realizou-se uma incisdo ventral para a exposi¢ao das
viceras e dissec¢do do figado e das gonadas. O figado foi pesado, para obtencdo do indice
hepatosomatico, congelado em gelo seco e armazenado a -20°C. As gonadas foram observadas
in loco com relagdo aos aspectos anatdomicos, coloracio, espessura, intensidade de irrigacdao
sangiiinea superficial e disposi¢do em relacdo a outros 6rgaos da cavidade abdominal e, em

seguida, foram dissecadas e fixadas em solu¢@o de formol tamponado 10%.
5. Analises laboratoriais
5.1. Sangue total
No sangue total foram determinadas as varidveis hematoldgicas (HGB - hemoglobina,
HCT- hematdcrito, RBC - niimero de eritrécitos e VCM - volume dos eritrécitos) por meio do
contador de células sanguineas Celm DA-500.
5.2. Plasma
O plasma foi obtido pela centrifugacao do sangue total a 3000 RPM por 10 min, a

temperatura de 4°C (Centrifuga refrigerada ALC-PK121R). No plasma foram determinados

os niveis de glicose plasmatica, pelo método enzimdtico (Kit Labtest).
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5.3. Encéfalo

Para as microdisseccoes dos encéfalos congelados, foram realizados cortes coronais a -
10°C em criostato (Microm HM 505). No inicio da regido diencefélica, apds a separacdo da
comissura horizontal, foram realizados dois cortes consecutivos de 1000 um cada um,
abrangendo a regido do hipotdlamo (Figura 1). Os cortes foram montados em laminas de vidro
refrigeradas para a microdissec¢cao pela técnica de “punch” (Palkovits, 1973). O hipotdlamo
foi dissecado em ambos os cortes utilizando-se uma agulha perfuradora quadrada de 2,0 mm?,
centralmente na regido ventral do corte. Os “punchs” foram colocados em tubos plasticos
graduados (500 pl) e homogenizados em 300 ul de solugdo de 4cido perclérico 0,2 M e EDTA
0,1 mM. Os homogenados foram centrifugados por 20 min a 12.000 x g, o sobrenadante
filtrado em filtro de 0,22 um (Millex PVDF, Millipore) e colocado em frascos auto-injetores
para a determinacdo dos niveis de serotonina (5-hidroxitriptamina - 5-HT) e seu metabdlito
(4&cido 5-hidroxiindoleacético - 5-HIAA), dopamina (DA) e seu metabdlito (4cido
diidroxifenilacético - DOPAC) e noradrenalina (NE), pelo método de cromatografia liquida de
alta press@do com deteccdo eletroquimica (HPLC-ED). O precipitado remanescente foi
utilizado na determinagdo de proteina (Bradford, 1976).

Na andlise de HPLC-ED, 30 pl de cada amostra foram injetados por um auto-injetor
(SIL — 10Advp, Shimadzu), sendo a separacdo realizada a 35°C em uma coluna de fase reversa
C18 de 250 x 4,6 mm (Shim-pack VP-ODS, 5um, Shimadzu), precedida por uma coluna
“guarda” C18 de 10 x 4,6 mm. A fase movel foi preparada com dgua Mili-Q (Simplicity 185,
Millipore), consistindo de diidrogenofosfato de sédio monohidratado a 100 mM (Merck),
cloreto de s6dio a 10 mM (Merck), EDTA a 0,1 mM (Merck), acido 1-octanesulfénico sddico
a 0,20mM (Sigma) e metanol a 14% (Omnisolv, EMD Chemical Inc.), sendo o pH ajustado
para 3,5 com 4cido fosférico (Merck). O fluxo de injecdo das amostras foi ajustado para 0,8
mL.min"', em uma bomba de pistdo duplo (LC-10 Advp, Shimadzu). O potencial detector foi
0,60 V versus Ag/AgCl in situ (Decade, VT-03 eletrochemical flow cell, Antec Leyden,
Netherlands). Os dados da cromatografia foram analisados usando o programa Class-VP
(Shimadzu), sendo as substancias (serotonina, 5S-HIAA, dopamina, DOPAC e noradrenalina)
identificadas por seus picos de tempo de retencdo e quantificadas pelo método de padrao
externo baseado na area abaixo do pico. O coeficiente de variacdo de intra-ensaio foi menor
que 3% para todos os componentes analisados (5-HT: 1,89%; 5-HIAA: 2,90%; DA: 1,89%,
DOPAC: 1,67%; NA: 0,15%).

As varidveis neuroenddcrinas foram avaliadas apenas em animais ndo submetidos a

interacdo social (experimento 1) e submetidos a 20 minutos de interacdo (0 h) (experimento 2).
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Figura 1. Desenho esquemdtico dos cortes coronais do encéfalo de matrinxd (Brycon
amazonicus) realizados para microdisec¢do pelo método do “punch”. A — Regido onde foi
realizada a primeira sec¢do coronal; B — Regido onde foi realizada a segunda sec¢do coronal;
C — Regido de finalizacdo das sec¢des coronais. Os quadrados marcam a regido onde foi
inserida a agulha de microdissecg¢ao.

Chor — Comissura horizontal; Cpost — Comissura posterior; FLL — Fasciculo lateral
longitudinal; FML — Fasciculo medial longitudinal; HA — Habenula; He — Hipotdlamo caudal;
Hv — Hipotdlamo ventral; LI — Lobo inferior do hipotdlamo; NI — niucleo interpeduncular;
PGZ - Zona cinzenta periventricular do teto 6ptico; PSm — Niucleo pretectal superficial,
porcao magnocelular; PSp - Nicleo pretectal superficial, por¢do parvocelular; TeO — Teto
optico; TL — Torus longitudinalis; Vcb — Vélvula cerebrlar; Vte — Ventriculo tectal.

5.4. Figado

Os figados coletados e armazenados a -20°C foram utilizados para a
determinagdo das concentracdes de glicogénio (Moon et al., 1989) e lipideo total (Bligh e

Dyer, 1957).

5.5. Génadas

As gdnadas foram mantidas em solu¢do de formol tamponado 10% por 24 h. Apés
fixacdo, foram submetidas ao processamento para microscopia de luz. Procederam-se lavagens
em alcool 70°GL, desidratacdo em série alcodlica crescente, diafanizacdo em série de xildis,
inclusdo em parafina, microtomia de 5 wm e coloragdo pela técnica da hematoxilina de Harris -

eosina (HE). Os cortes histolégicos foram analisados para a determinacdo do género.
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6. Registro do comportamento

O comportamento agonistico foi avaliado a partir das filmagens realizadas. Os

comportamentos avaliados no presente estudo foram determinados e descritos por meio da

andlise do comportamento e montagem de um etograma com a descricdo do repertdrio

agressivo da espécie em condi¢des laboratoriais. O etograma foi validado por membros do

grupo de trabalho que nado participaram da sua montagem, sendo a validag¢do realizada pela

leitura da descricdo dos comportamentos e posterior reconhecimento deles nas filmagens. Os

comportamentos avaliados foram separados em comportamentos de agressdo direta

(comportamentos de alta intensidade agressiva, em que ha contato fisico e/ou resultam em

uma fuga intensa do oponente) e de ameacga (comportamentos de baixa intensidade agressiva,

sem contato fisico e sem resultar em fuga intensa do oponente). Os comportamentos de

agressdo direta avaliados foram:

1.
2.

Mordida corporal: mordida no corpo do oponente, exceto na cabeca.

Mordida na cabega: mordida na cabeca do oponente. A regido da cabeca foi
delimitada pelos opérculos.

Colisdo: colis@do com qualquer parte do corpo do oponente, causada tanto por
deslocamento do corpo quanto pelo desvio da rota para atingir oponente.
Perseguicdo: explosdo de movimento em direcdo ao oponente, que por sua vez
foge do agressor. Para ser considerada como perseguicdo, o movimento deve

exceder um quadrante.

Os comportamentos de ameaca avaliados foram:

1.

Tentativa de mordida: realizacdio do comportamento de mordida, sem
efetivamente morder.

Acompanhamento: acompanhamento do deslocamento do oponente. O agressor
posiciona-se atrds ou na lateral do oponente e segue seu deslocamento, na
mesma velocidade.

Vigia: permanéncia parada ao lado do oponente, que ndo estd se
movimentando, mantendon a cabeca voltada para o oponente.

Ronda: movimento em torno do oponente, que ndo estd se movimentando.
Arrasto: nado apoiando assoalho bucal externo no substrato, de forma que seu
corpo fique perpendicular ao fundo.

Ciranda: natagdao em circulos de ambos os animais, sendo os dois posicionados

com a regido da cabec¢a proxima a cauda do oponente. Esse comportamento ndo
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¢ atribuido a um agressor especifico e sim considerado um comportamento
comum a ambos 0s oponentes.

A laténcia para cada um dos comportamentos agressivos avaliados foi quantificada
apenas no primeiro periodo de observacao (0 h).

O indice de dominancia foi calculado a partir do niimero e tempo de comportamentos
agressivos realizados e recebidos por cada individuo, utilizando-se a equacdo (Adaptado de
Winberg et al., 1992):

ID= [Agg, /(Agga +Aggn)] + [Ages /(Agg +Agg,))/2

Onde: Agg," :0 nimero de atos agressivos realizados

Agg,: o numero de atos agressivos recebidos
Agg,": o tempo de comportamentos agressivos realizados

Aggs: o tempo de comportamentos agressivos recebidos

7. Anadlise estatistica

Os dados foram analisados como um modelo linear misto, usando o procedimento
MIXED do SAS V9.2. O modelo incluiu o efeito randomico dos blocos, blocos x tratamentos
X género e aqudrios dentro dos blocos x tratamentos x género, e os efeitos fixos do tratamento,
género, tempo (apenas no experimento 2) e todas as interacdes entre eles. A correlagdo das
medidas repetidas do mesmo peixe no tempo foi modelada utilizando uma estrutura
autoregressiva de primeiro grau (a estrutura AR no MIXED). Contrastes ortogonais
polinomiais para os efeitos lineares foram usados para decompor o efeito do tratamento e do
tempo em contrastes de graus de liberdade simples. As varidveis que ndo apresentavam
distribuicao normal foram analisadas utilizando a transformagao em log. As médias (ou seus
anti-logs para as varidveis transformadas) e seus erros padrdo sdo apresentados. As médias
foram comparadas pelo teste de Fisher (diferencas significativas protegidas) a um nivel de
significancia de P<0,05, enquanto as tendéncias foram avaliadas ao nivel de significincia de
0,05< P <0,07.

Para examinar o efeito das varidveis neuroenddcrinas sobre o comportamento do
residente, e do comportamento do intruso sobre o comportamento do residente foi realizada a
correlacdo entre os residuos do modelo estatistico linear misto e as medidas das varidveis
neuroenddcrinas dos residentes e dos comportamentos do intruso, utilizando-se coeficiente de

correlagdo ndo paramétrico SPEARMAN.
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8. Experimento 1: Suplementacdo alimentar com triptofano em juvenis de matrinxa

(Brycon amazonicus). Influéncia nos indicadores fisiolégicos de estresse e em

neurotransmissores reguladores da agressdo

8.1. Delineamento experimental

Foram utilizados 36 peixes separados em dois blocos experimentais amostrados em
periodos diferentes. Em cada bloco, 18 peixes foram distribuidos aleatoriamente nos trés
tratamentos descritos (6 animais por tratamento em cada bloco, n=12). Os animais
permaneceram em aqudrios individuais por 10 dias, sendo trés dias para aclimatacdo
(alimentados com racdo comercial) e sete dias recebendo as ragdes experimentais. A
alimentacdo foi oferecida duas vezes ao dia (9:00 e 17:00 h), e o consumo didrio foi
quantificado pela contagem dos péletes ingeridos. Apds esse periodo, os peixes foram
submetidos a coleta de sangue e figado para andlises fisioldgicas, encéfalo para as andlises
neuroenddcrinas e gonadas para determinacao do género.

As varidveis fisico-quimicas da dgua foram mantidas dentro dos limites recomendados
para espécies tropicais durante todo o experimento (Boyd, 1982). A temperatura foi de
29,21+0,12 °C, o pH foi de 8,33%0,05, a concentracio de oxigénio dissolvido foi de 5,88+0,15
mg.L" e as concentracdes de amdnia ionizada e ndo-ionizada foram 3,41+0,54 mg.L" e 0,60

+0,12 mg.L'l, respectivamente.

9. Experimento 2: Suplementacdo alimentar com triptofano em juvenis de matrinxa

N

(Brycon _amazonicus) submetidos a interacdo social com um intruso intraespecifico.

Influéncia no comportamento agressivo, em indicadores fisiologicos de estresse € em

neurotransmissores reguladores da agressdo

9.1. Delineamento experimental

Foram utilizados 144 peixes, sendo 72 residentes e 72 intrusos. O experimento foi
conduzido em quatro blocos de 36 animais cada (18 residentes e 18 intrusos) amostrados em
periodos diferentes. Em cada bloco, 18 peixes foram anestesiados, marcados com um corte no
lobo superior da nadadeira caudal (para a diferenciacio na andlise comportamental) e
distribuidos em aquérios individuais (residentes). Do mesmo modo, outros 18 peixes foram
anestesiados, marcados com um corte no lobo inferior da nadadeira caudal, e distribuidos em

caixas individuais (intrusos). Cada bloco experimental foi amostrado por 10 dias (trés dias
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para aclimatacdo e sete dias para alimentacdo experimental). Os tratamentos foram aplicados
apenas aos peixes residentes, e foram distribuidos aleatoriamente entre os aqudrios (6 animais
por tratamento em cada bloco). A alimentagao foi oferecida duas vezes ao dia (9:00 e 17:00 h),
e o consumo de racdo registrado por contagem do nimero de péletes ingeridos. Apds os sete
dias de alimentacdo experimental, foi aplicado o desafio social de confronto. Para isso, um
peixe intruso, de peso e comprimento semelhante ao residente (diferenca menor que 10% do
peso), foi colocado no aqudrio de um residente, caracterizando uma relacdo residente/intruso.
Os aqudrios foram filmados por 20 min apds o agrupamento (0 h). Posteriormente, trés
aqudrios de cada tratamento foram submetidos a amostragem de sangue e figado para anélises
fisiolégicas, encéfalo para andlises neuroenddcrinas e gonadas para determinacao do género.

Os demais animais permaneceram juntos (relacdo residente/intruso), sendo filmados
novamente trés, seis e vinte e quatro horas apds o agrupamento, por um periodo de 20 min.
Apés a ultima filmagem, os animais foram submetidos ao mesmo procedimento de
amostragem descrito anteriormente. Nas coletas de material bioldgico, apenas 0s animais
residentes foram amostrados.

As varidveis fisico-quimicas da dgua foram mantidas dentro dos limites recomendados
para espécies tropicais durante todo experimento (Boyd, 1982). A temperatura foi de
28,2940,22 °C, o pH foi de 7,89+0,03, a concentracio de oxigénio dissolvido foi de
6,18+0,079 mg.L'1 e as concentracdoes de amodnia ionizada e ndo-ionizada foram 0,50+0,14

mg.L'1 e 0,03 0,03 mg.L’l, respectivamente.
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RESULTADOS

A andlise das gonadas permitiu a determinacdo do gé€nero dos animais, mesmo se
tratando de juvenis. As caracteristicas das gonadas foram semelhantes nos dois experimentos.
Os machos possuiam testiculos pares, em forma de fio transparente, localizados ventralmente
ao sistema renal e ventrolateralmente a bexiga natatoria. Microscopicamente, os testiculos
eram constituidos por tinica albuginea e tecido conjuntivo que envolvia os tibulos
seminiferos, que apresentaram apenas espermatogonias em seu interior. As fémeas possuiam
ovarios pares achatados dorsoventralmente em forma de fita transparente. Estruturalmente
eram constituidos por uma tinica albuginea da qual se projetavam prolongamentos de tecido
conjuntivo formando as lamelas ovuligeras, que continham, em seu interior, ovocitos pré-
vitelogénicos na fase perinucleolar. O nucleo das células era esférico e com presenga de

nucléolos em toda a sua extensdo periférica. O citoplasma era basofilo.

1. Experimento 1

1.1. Variaveis fisiologicas

O ndmero de eritrécitos (P=0,3803), o hematdcrito (P=0,2750), o volume corpuscular
médio (P=0,3236) e a hemoglobina (P=0,4752) ndo foram influenciados significativamente
pela suplementacdo alimentar com triptofano (Tabela 1). Entretanto, o género influenciou
significativamente as varidveis hematoldgicas, independente do tratamento. O ndmero de
células sanguineas (P=0,0295), o hematécrito (P=0,0149) e a hemoglobina (P=0,0460) foram
maiores em fémeas que em machos (Figuras 2, 3 e 4). O volume corpuscular médio
(P=0,8554) ndo variou entre 0s Sexos.

A glicose plasmdtica ndo foi significativamente afetada pela suplementagcdo alimentar
com triptofano (P=0,2206) e o pelo género de maneira isolada (P=0,1429). Entretanto, houve
uma interagdo significativa entre tratamento e gé€nero (P=0,0500) (Tabela 2). Os niveis de
glicose foram significativamente mais elevados em machos alimentados com rag¢ao 4X quando
comparados com machos e fémeas alimentados com racdo controle e fémeas alimentadas com
racdo 2X e 4X. As concentracdes de glicogénio e lipidio total ndo foram afetadas pelos
tratamentos (P=0,9144 e P=0,4957, respectivamente) e pelo género (P=0,7635 e P=0,7705,
respectivamente). O tratamento também nao influenciou significativamente o indice
hepatosomdtico (P=0,2559). Entretanto, houve um aumento linear nesse indice (P=0,0386)

com o aumento das concentragdes de triptofano dietédrio (Figura 5).
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1.2. Varidveis neuroenddcrinas

As varidveis neuroenddcrinas estao apresentadas na Tabelas 3. Os niveis de dopamina
(DA) e seu principal metabdlito, dcido diidroxifenilacético (DOPAC), ndo foram influenciados
pelo tratamento (P=0,9389 e P= 0,9178) e pelo género (P=0,9560 e P=0,9912). Os niveis de
serotonina (5-HT) e seu metabdlito principal, d4cido 5-hidroxiindoleacético (5-HIAA), também
nao foram afetados pela suplementacao da alimentar com triptofano (P=0,8535 e P=0,9466) e
pelo género (P=0,8632 e P=0,6763). O tratamento e o género também nao influenciaram os
niveis de noradrenalina (NA) (P=0,8154 e P=0,5168), a taxa DOPAC/DA (P=0,9135 e
P=0,9366) e a taxa 5-HIAA/5-HT (P=0,8683 e P=0,6270).

Os niveis de serotonina foram positivamente correlacionados com a noradrenalina
(P<0,0001), a dopamina (P<0,0001) e o 5-HIAA (P=0,0006) e negativamente correlacionados
com a taxa DOPAC/DA (P=0,0005) e com a taxa 5-HIAA/5-HT (P=0,0138). O 5-HIAA
também foi positivamente correlacionado com a noradrenalina (P=0,0005) e o DOPAC
(P<0,0001). Os niveis de dopamina foram positivamente correlacionados com a noradrenalina
(P<0,0001), o DOPAC (P=0,0020) e o 5-HIAA (P<0,0001) e negativamente correlacionados
com a taxa S5-HIAA/5-HT (P=0,0137). Os niveis de DOPAC foram positivamente
correlacionados com a noradrenalina (P=0,0007) e com a taxa DOPAC/DA (P=0,0064).
Houve, ainda, correlagdo negativa entre a taxa DOPAC/DA e a taxa 5-HIAA/5-HT
(P<0,0001).
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Figura 2. Concentrag¢dao de hemoglobina (médias + erro padrao) de machos e fémeas de juvenis
de matrinxa (Brycon amazonicus). Letras diferentes indicam diferenca significativa (P<0,05).
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Figura 3. Hematdcrito (médias + erro padrio) de machos e fémeas de juvenis matrinxa
(Brycon amazonicus). Letras diferentes indicam diferenca significativa (P<0,05).
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Figura 4. Numero de eritrécitos (médias + erro padrao) de machos e fémeas de juvenis de
matrinxa (Brycon amazonicus). Letras diferentes indicam diferenca significativa (P<0,05).
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Figura 5. Indice hepatosomético (médias + erro padrdo) de juvenis de matrinxd (Brycon

amazonicus) alimentados com diferentes niveis de triptofano.
Controle: 4,7 g de L-TRP.kg'; 2X: 9,4 g de L-TRP.kg"; 4X: 18,8 gde L-TRP.kg .
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2. Experimento 2

2.1. Varidveis fisiologicas

As varidveis hematoldgicas sdo apresentadas nas Tabelas 4 e 5. A suplementacdo da
racdo com triptofano, o género e o tempo de luta ndo influenciaram o numero de eritrocitos
(P=0,6329, P=0,2603 e P=0,8468, respectivamente), o hematdcrito (P=0,4718, P=0,1391 e
P=0,3730, respectivamente), o volume corpuscular médio (P=0,3939, P=0,3546 e P=0,1742,
respectivamente) e a hemoglobina (P=0,3323, P=0,5521 e P=0,2654, respectivamente).

As varidveis metabdlicas sdo apresentadas nas Tabelas 6 e 7. A glicose plasmaética ndo
foi influenciada pelo tratamento (P=0,8734), pelo género (P=0,3676) e pelo tempo de luta
(P=0,7980). O glicogénio hepatico também nao foi afetado pelo tratamento (P=0,7621), pelo
género (P=0,4305) e pelo tempo de luta (P=0,8412). O lipideo total ndo foi afetado pelo
tratamento (P=0,6401), pelo género (P=0,0709) e pelo tempo de luta (P=0,0850). O tratamento
e o género ndo afetaram o indice hepatosomadtico (P=0,8445 e P=0,3455, respectivamente),
entretanto, houve um efeito significativo do tempo de luta (P=0,0064), ocorrendo uma

diminui¢do ap6s 24 h.

2.2. Varidveis neuroenddcrinas

As varidveis neuroenddcrinas estdo apresentadas nas Tabelas 8, 9 e 10. Os niveis de
noradrenalina ndo foram afetados pelo tratamento (P=0,9588), entretanto, houve um efeito do
género (P=0,0329), com os machos apresentando niveis mais elevados que as fémeas. Os
niveis de dopamina nio foram afetados pelo tratamento (P=0,4897) e pelo género (P=0,9819).
Os niveis de DOPAC também ndo foram influenciados pelo tratamento (P=0,4718) e pelo
género (P=0,6964). A taxa DOPAC/DA nao foi significativamente afetada pelo tratamento
(P=0,2338) e pelo género (P=0,8867), entretanto, houve uma interagdo entre o tratamento e o
género (P=0,0494), com os machos do grupo controle apresentando niveis significativamente
mais elevados que os machos alimentados com ragao 2X e machos e fémeas alimentados com
racdo 4X. Os niveis de serotonina também nao foram afetados pelo tratamento (P=0,5627) e
pelo género (P=0,6588). O tratamento também ndo afetou os niveis de 5-HIAA (P=0,9871),
entretanto houve um efeito do género (P=0,0652), com os machos apresentando uma tendéncia
a concentragdes mais elevadas que as fémeas. A taxa 5-HIAA/5-HT nao foi influenciada pelo

tratamento (P=0,6909) e pelo género (P=0,1230).
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Houve correlacdo entre os niveis dos neurotransmissores € metabdlitos apds 20 min de
interagdo social. A serotonina foi positivamente correlacionada com os niveis de noradrenalina
(P<0,0001), dopamina (P<0,0001) e 5-HIAA (P=0,0013), havendo uma tendéncia de
correlagdo positiva com os niveis de DOPAC (P=0,0688). O 5-HIAA se correlacionou
positivamente com a noradrenalina (P<0,0001), a dopamina (P=0,0003), o DOPAC
(P<0,0001) e a taxa DOPAC/DA (P=0,0229). A taxa 5-HIAA/5-HT foi positivamente
correlacionada com o DOPAC (P=0,0008) e com a taxa DOPAC/DA (P<0,0001). Houve,
também, uma correlacdo positiva entre a dopamina e a noradrenalina (P<0,0001), entre a

dopamina e o DOPAC (P=0,0081) e entre a noradrenalina e 0o DOPAC (P=0,0021).

2.3. Varidveis comportamentais

As varidveis comportamentais ap6os 24 h de luta ndo foram apresentadas devido a morte
de um grande niimero de intrusos antes do término do experimento.

O indice de dominancia do residente estd apresentado na Tabela 11. Nao houve efeito
do tratamento (P=0,8631) e do género (P=0,8903), entretanto, o tempo de luta afetou o indice
de dominancia (P=0,0005), havendo um aumento linear com o decorrer da luta (P=0,0061).

As varidveis de agressdo direta estdo apresentadas nas Tabelas 12, 13, 14 e 15. E a
laténcia para cada comportamento de agressdo direta, nas Tabelas 20 e 21.

O nuimero de mordidas corporais variou com o tempo de observaciao (P<0,0001),
independente do tratamento, havendo um aumento linear com o aumento do tempo de luta
(P<0,0001) (Figura 6). O tratamento e o género nio afetaram o nimero de mordidas corporais
(P=0,4412 e P=0,9247, respectivamente). O nimero de mordidas corporais foi positivamente
correlacionado com o indice de dominancia dos peixes residentes (P<0,0001). A laténcia para
a primeira mordida corporal nido foi afetada pelo tratamento (P=0,1906) e pelo género
(P=0,3189). Houve correlacdo negativa entre a laténcia para a primeira mordida corporal e o
indice de dominancia (P=0,0004).

O nimero de mordidas na cabeca também ndo foi afetado pela suplementacdo com
triptofano (P=0,2394) e pelo género (P=0,6296), entretanto, houve um efeito significativo do
tempo de luta (P<0,0001), havendo um aumento linear no decorrer do confronto (P=0,0043)
(Figura 7). Houve correlacdo positiva entre o nimero de mordidas na cabeca e o indice de
dominancia do residente (P<0,0001). A laténcia para a primeira mordida na cabeca nao foi
influenciada pelo tratamento (P=0,6533) e pelo género (P=0,3415). Houve uma correlacao
negativa entre a laténcia para a primeira mordida na cabeca e o indice de dominéncia do

residente (P=0,0001).
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O nuimero de colisdes foi afetado pela suplementacdo com triptofano (P=0,0073),
havendo uma diminui¢do linear no nimero de colisdes com o aumento da concentragdo de
triptofano dietario (P=0,0023) (Tabela 12; Figura 8). O género também afetou o nimero de
colisdes (P=0,0298), com as fémeas apresentando mais colisdes que os machos, independente
do tratamento. O tempo de luta também afetou o nimero de colisdes (P<0,0001), havendo uma
diminui¢do linear com o aumento do tempo de luta (P<0,0001), independente do tratamento
(Figura 9). A laténcia para a primeira colisdo ndo foi afetada pelo tratamento (P=0,4208),
entretanto houve um efeito do género (P=0,0297), com os machos apresentando maior laténcia
para primeira colisdo que as fémeas (Tabela 21).

O ndmero de perseguicdes foi afetado pelo tratamento (P=0,0268), sendo que os
animais alimentados com a racdo 4X apresentaram menos persegui¢cdes que os demais
tratamentos, sendo esta diminuicdo linear com o aumento da concentracdo de triptofano
dietario (P=0,0127) (Tabela 12; Figura 10). O género e o tempo de luta ndo afetaram o ndmero
de persegui¢des (P=0,5917 e P=0,5198). Houve correlacio positiva entre o nimero de
persegui¢cdes e o indice de dominancia do residente (P=0,0045). A laténcia para a primeira
perseguicdo nao foi afetada pelo tratamento (P=0,4855) e pelo género (P=0,9758), entretanto,
foi negativamente correlacionada com o indice de dominéncia do residente (P=0,0050).

As varidveis de ameaca estdo apresentadas nas Tabelas 16, 17, 18 e 19. E a laténcia
para cada comportamento de agressdo direta, nas Tabelas 22 e 23.

O numero de tentativas de mordidas nao foi afetado pelo tratamento (P=0,6448), pelo
género (P=0,1656) e pelo tempo de luta (P=0,8661). Houve correlacdo positiva entre o
nimero de tentativas de mordidas e o indice de dominancia do residente (P<0,0001). A
laténcia para a primeira tentativa de mordida foi afetada pelo tratamento (P=0,0377), sendo
que animais tratados com racdo 4 X apresentaram laténcia maior que o grupo controle, sendo o
aumento na laténcia linear com o aumento da concentracio de triptofano dietario (P=0,0145)
(Tabela 22; Figura 11). A laténcia também foi influenciada pelo género (P=0,0098), sendo que
os machos levaram mais tempo para a primeira tentativa de mordida que as fémeas (Tabela
23). Além disso, houve uma correlagdo negativa da laténcia da primeira tentativa de mordida
com o indice de dominancia do residente (P=0,0032).

Nao houve efeito do tratamento (P=0,2383) e do género (P=0,9873) no tempo absoluto
de acompanhamento. Entretanto, o tempo de luta afetou esse parametro (P=0,0008), havendo
uma diminui¢do linear no tempo de acompanhamento com o aumento do tempo de luta
(P=0,0005) (Figura 12). O tempo absoluto de acompanhamento foi mais longo no inicio da
luta (0 h), que ap6s 3 e 6 h, independente do tratamento. Além disso, houve correlagdo

positiva do tempo absoluto de acompanhamento com o indice de dominancia (P=0,0086). A
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laténcia para o primeiro acompanhamento ndo foi afetada pelo tratamento (P=0,1956) e pelo
género (P=0,0925).

O tempo absoluto de vigia nao foi afetado pelo tratamento (P=0,7155), pelo tempo de
luta (P=0,8818) e pelo género (P=0,5816). A laténcia para a primeira vigia também nao foi
afetada pelo tratamento (P=0,8413) e pelo género (P=0,8206).

O tempo absoluto de ronda foi afetado pelo tempo de luta (P<0,0001), sendo menor no
inicio do confronto (0 h), havendo um aumento linear com o decorrer da luta (P<0,0001)
(Figura 13). O tratamento (P=0,6913) e o género (P=0,6300) nao influenciaram o tempo
absoluto de ronda. A laténcia para a primeira ronda nao foi afetada pelo tratamento (P=0,2476)
e pelo género (P=0,5461).

O tempo absoluto de arrasto nao foi afetado pela suplementacdo da dieta com
triptofano (P=0,3730) e pelo género (P=0,7803). Entretanto, tempo de luta afetou o arrasto
(P<0,0001), sendo mais longo no inicio da luta, que apds 3 e 6 h, apresentando diminui¢do
linear (P<0,0001) (Figura 14). Além disso, houve interacao significativa entre o tratamento € o
tempo de luta (P=0,0449), sendo que peixes alimentados com a racdo 2X e 4X permaneceram
mais tempo realizando arrastos no inicio da luta que os demais tratamentos e tempos de luta.
Dentro de todos os tratamentos o tempo gasto na realizagdo de arrastos diminuiu com o
aumento do tempo de luta, ndo havendo diferenca significativa entre os tratamentos apos 3 e 6
h de luta (Tabela 18). A laténcia para o primeiro arrasto ndo foi afetada pelo tratamento
(P=0,1149) e pelo género (P=0,9014).

O tempo absoluto de ciranda ndo foi afetado pelo tratamento (P=0,8924) e pelo género
(P=0,8214). O tempo de luta afetou a ciranda (P<0,0001), sendo que o tempo absoluto de
ciranda foi maior no inicio da luta (0 h) que apds 3 e 6 h de confronto, sendo esta diminui¢ao
linear (P<0,0001) (Figura 15). A laténcia para a primeira ciranda nao foi afetada pelo

tratamento (P=0,6614) e pelo género (P=0,1001).

2.4. Correlacdo entre os comportamentos agressivos dos residentes e intrusos

O numero de mordidas corporais realizadas pelo residente foi correlacionado
negativamente com o nimero de colisdes (P=0,0026) e positivamente com a laténcia para a
primeira colisdo do intruso (P=0,0070). A laténcia para a primeira mordida corporal nao foi
correlacionada com nenhum comportamento do intruso.

O nuimero de mordidas na cabega ndo foi correlacionado com nenhum comportamento
realizado pelo intruso. Entretanto, a laténcia para a primeira mordida na cabeca apresentou

correlacdo positiva com o nimero de colisdes (P=0,0410) realizado pelo intruso.
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O ndmero de colisdes apresentou uma tendéncia a correlagio positiva com o ndimero de
colisdes realizado pelo intruso (P=0,0542). A laténcia para a primeira colisdo ndo foi
correlacionada com nenhum comportamento do intruso.

O nudmero de persegui¢des foi negativamente correlacionado com o nimero de colisdes
(P=0,0206) e a laténcia para o primeiro arrasto realizado pelo intruso (P=0,0377) e
positivamente com o tempo para a primeira colisdo (P=0,0490) e o tempo absoluto de arrastos
(P=0,0303). A laténcia para a primeira persegui¢do apresentou correlacdo positiva com o
nimero de colisdes (P=0,0088) e negativa com a laté€ncia para a primeira colisao (P=0,0479)
realizada pelo intruso.

O numero de tentativas de mordidas foi correlacionado negativamente com o numero
de colisdes (P=0,0391). A laténcia para a primeira tentativa de mordida ndo apresentou
correlagdo com nenhum comportamento do intruso.

O tempo absoluto de acompanhamentos apresentou uma tendéncia de correlacdo
negativa com o numero de mordidas na cabeca (P=0,0561). A laténcia para o primeiro
acompanhamento nao foi correlacionada com nenhum comportamento do intruso.

O tempo absoluto de vigia foi correlacionado negativamente com o ndmero de
mordidas corporais (P=0,0469) e positivamente com a laténcia para a primeira mordida
corporal (P=0,0474) do intruso. A laténcia para a primeira vigia apresentou correlacio
negativa com o nimero de tentativas de mordidas (P=0,0233) e positiva com a laténcia para a
primeira tentativa de mordida (P=0,0250) realizados pelo intruso.

O tempo absoluto de ronda ndo foi correlacionado com nenhum comportamento do
intruso. A laténcia para a primeira ronda apresentou tendéncia a uma correlagio positiva com
o nimero de mordidas na cabeca (P=0,0533) e negativa com a laténcia para a primeira
mordida na cabeca (P=0,0556) e para a primeira ciranda (P=0,0514) do intruso.

O tempo absoluto de arrasto foi positivamente correlacionado com o tempo de arrasto
(P<0,0001) e negativamente correlacionado com a laténcia para o primeiro arrasto (P<0,0001)
do intruso. A laténcia para o primeiro arrasto apresentou correlacdo positiva com a laténcia
para a primeira colisao (P=0,0481) e para o primeiro arrasto (P<0,0001) e negativa com o
namero de arrastos (P<0,0001) realizados pelo intruso.

O tempo absoluto de ciranda foi positivamente correlacionado com o tempo de ciranda
(P=0,0026) e negativamente correlacionado com a laténcia para a primeira ciranda (P=0,0254)
do intruso. A laténcia para a primeira ciranda foi positivamente correlacionada com a latencia
para a primeira ciranda (P<0,0001) e negativamente com o tempo absoluto de ciranda

(P<0,0001) realizados pelo intruso.
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2.5. Correlagdo entre os comportamentos agressivos do residente e as varidveis

neuroendocrinas

Os niveis de serotonina se correlacionaram negativamente com o nimero de tentativas
de mordidas (P=0,0498) e houve uma tendéncia a correlagdo positiva com a laténcia para a
primeira mordida corporal (P=0,0599). J4 os niveis de 5-HIAA se correlacionaram
positivamente com o tempo absoluto de arrasto (P=0,0002) e negativamente com a laténcia
para o primeiro arrasto (P=0,0008). Além disso, a taxa 5-HIAA/5-HT apresentou correlacdo
positiva com o tempo absoluto de acompanhamento (P=0,0307) e de arrasto (P=0,0174) e
negativa com a laténcia para o primeiro arrasto (P=0,0024).

A dopamina e o DOPAC também demonstraram correlacdo positiva com o tempo
absoluto de arrasto (P=0,0325 e P<0,0001, respectivamente) e negativa com a laténcia para o
primeiro arrasto (P=0,0504 e P<0,0001, respectivamente). Os niveis de DOPAC também
foram correlacionados negativamente com a laténcia para a primeira colisdo (P=0,0459). A
taxa DOPAC/DA se correlacionou positivamente com o tempo absoluto de arrasto (P=0,0422)
e negativamente com a laténcia para o primeiro arrasto (P=0,0147).

A noradrenalina apresentou correlagdo positiva com o tempo absoluto de arrasto

(P=0,0086) e negativa com a laténcia para o primeiro arrasto (P=0,0261).
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Figura 6. Numero de mordidas corporais (médias + erro padrdo) realizadas por juvenis de
matrinxa (Brycon amazonicus) no decorrer da luta contra um intruso. Letras diferentes
indicam diferencgas significativas (P<0,05).
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Figura 7. Numero de mordidas na cabeca (médias + erro padrao) realizadas por juvenis de
matrinxa (Brycon amazonicus) no decorrer da luta contra um intruso. Letras diferentes
indicam diferencgas significativas (P<0,05).
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Figura 8. Numero colisdes (médias + erro padrdo) realizadas por juvenis de matrinxa (Brycon
amazonicus) alimentados com diferentes niveis de triptofano e submetidos a luta com um
intruso intraespecifico. Letras diferentes indicam diferencas significativas (P<0,05).
Controle: 4,7 g de L-TRP.kg"; 2X: 9,4 g de L-TRP.kg"; 4X: 18,8 g de L-TRP.kg".
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Figura 9. Numero colisdes (médias + erro padrdo) realizadas por juvenis de matrinxa (Brycon

amazonicus) no decorrer da luta contra um intruso. Letras diferentes indicam diferencas
significativas (P<0,05).
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Figura 10. Numero persegui¢des (médias + erro padrao) realizadas por juvenis de matrinxa
(Brycon amazonicus) alimentados com diferentes niveis de triptofano e submetidos a luta com
um intruso intraespecifico. Letras diferentes indicam diferencas significativas (P<0,05).
Controle: 4,7 g de L-TRP.kg"; 2X: 9,4 g de L-TRP.kg"; 4X: 18,8 gde L-TRP.kg .
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Figura 11. Laténcia para a primeira tentativa de mordida (médias + erro padrio) realizada por
juvenis de matrinxd (Brycon amazonicus) alimentados com diferentes niveis de triptofano e
submetidos a luta com um intruso intraespecifico. Letras diferentes indicam diferengas
significativas (P<0,05).

Controle: 4,7 g de L-TRP.kg"; 2X: 9,4 g de L-TRP.kg"; 4X: 18,8 g de L-TRP.kg".
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Figura 12. Tempo absoluto de acompanhamento (médias + erro padrdo) realizado por juvenis
de matrinxa (Brycon amazonicus) alimentados com diferentes niveis de triptofano no decorrer
da luta contra um intruso. Letras diferentes indicam diferengas significativas (P<0,05).
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Figura 13. Tempo absoluto de ronda (médias + erro padrdo) realizado por juvenis de matrinxa
(Brycon amazonicus) no decorrer da luta contra um intruso. Letras diferentes indicam
diferencgas significativas (P<0,05).
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Figura 14. Tempo absoluto de arrasto (médias + erro padrio) realizado por juvenis de matrinxa
(Brycon amazonicus) no decorrer da luta contra um intruso. Letras diferentes indicam
diferencgas significativas (P<0,05).
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Figura 15. Tempo absoluto de ciranda (médias + erro padrdo) realizado por juvenis de
matrinxa (Brycon amazonicus) no decorrer da luta contra um intruso. Letras diferentes
indicam diferencgas significativas (P<0,05).
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DISCUSSAO

O presente estudo analisou o repertério comportamental agressivo de matrinxas juvenis
submetidos a interacao social com um intruso intraespecifico de tamanho similar e demonstrou
que a reacdo a presenca de um intruso € agressiva, independente do tratamento e do sexo. De
modo geral, quando o intruso foi inserido no aqudrio, os residentes apresentaram
comportamentos de amega, realizando vigia, e nadando em torno do oponente (ronda). Esses
comportamentos podem indicar uma avaliagdo do oponente. Segundo Johnsson et al. (2006),
em uma situacdo de competi¢do social, 0os animais sao capazes de avaliar a habilidade de briga
do oponente e escolher a melhor estratégia para a luta, evitando a possibilidade de sofrer
injurias. Embora os animais avaliassem o intruso, em todas as lutas o residente se portou de
maneira mais agressiva e assumiu a posicao de dominante na relagao social, demonstrando que
a residéncia foi o fator preponderante para a resposta comportamental. Esse resultado
corrobora estudo de Chellappa et al. (1999), que demonstrou que, em acard bandeira,
Pterophyllum scalare, residentes venceram os intrusos em todos as lutas, mesmo quando eram
de menor tamanho, embora as brigas mais intensas acontecessem entre individuos de tamanho
semelhante. Ja em juvenis de Diplodus sargus cadenati o peixe residente iniciou a luta mesmo
contra um intruso de maior tamanho, indicando o papel preponderante da residéncia sobre a
avaliacdo da habilidade de briga do oponente (Caballero e Castro, 1999).

No inicio da luta o comportamento do residente variou de acordo com a resposta
comportamental do intruso, intercalando momentos de acompanhamento, quando o intruso se
movimentava, com momentos de vigia, quando o intruso se mantinha sem movimento. A
realizacdo do acompanhamento pelo residente pareceu inibir os comportamentos agressivos
diretos do intruso, estando relacionada a diminui¢ao do nimero e aumento da laténcia para a
primeira mordida na cabeca realizada pelo intruso. Além disso, antes do estabelecimento da
dominancia social pelo residente, o comportamento de acompanhamento apresentou uma
caracteristica bidirecional, onde ambos animais seguiam um ao outro em uma ciranda. Um
comportamento semelhante foi descrito em Diplodus sargus cadenati, sendo caracterizado
como o nado em circulo com a nadadeira dorsal estendida e agitacao dos corpos (Caballero e
Castro, 1999). A ciranda € um comportamento em que ambos animais permanecem em uma
posicdo privilegiada, atrds do oponente, ocorrendo principalmente no inicio da luta, e
diminuindo apés trés e seis horas, com o estabelecimento da dominancia pelo residente.

No decorrer da luta pdde-se observar a realizacdo de comportamentos de colisdo. A
colisdo € um comportamento estimulado pelo sistema dopaminérgico, ja4 que o aumento nos

niveis de DOPAC pés-luta foi correlacionado com a diminui¢do na laténcia para a primeira
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colisdo. A dopamina é um dos principais neurotransmissores responsaveis pela motivagdo para
a luta (Summers e Winberg, 2006), sendo assim, a colisdo € um comportamento de agressao
direta possivelmente realizado como um uma forma de demonstrar a motivagdo para a briga.
Além disso, a realizagdo de colisdes por um dos peixes parece estimular a realizacdo de
colisdes pelo oponente, sugerindo que, assim como o residente, o peixe intruso também possui
motivacdo para a briga. Estudos com peixes indicam que motivacio para a briga em animais
residentes € bastante elevada, ja que a manutencao do territorio lhe permite acesso a recursos
escassos (Johnsson et al., 2006), entretanto, individuos sem territdrio também sdo altamente
motivados para a luta, ja que a conquista do territério também pode lhe permitir o acesso a
esses recursos (Johnsson e Forses, 2002). A realizacdo de colisdes pelo intruso também é
afetada pelo comportamento do residente, sendo menor quando o residente se mostra mais
agressivo. Quanto maior o nimero de perseguicdes e quanto menor a laténcia para a primeira
mordida na cabecga e persegui¢do do residente, menor o nimero de colisdes realizadas pelo
intruso. Esses resultados demonstram que, embora o intruso esteja motivado, ele diminui sua
agressao em resposta a alta agressividade do residente, assumindo uma postura reativa. Em
ambiente natural, esse tipo de comportamento diminui as chances de sofrer injurias, reduzindo
os custos da luta (Cartwright, 2002; Korte et al., 2005).

Foi observada uma alteracdo no padrdo comportamental durante o tempo de luta, com a
diminui¢do de comportamentos com menor chance de ocasionar injurias, como as colisdes e
aumento de comportamentos de mais alto risco e gasto energético, como as mordidas e
persegui¢des, sendo esses comportamentos realizados, principalmente, pelo residente. Durante
a perseguicdo ativa e mordida, o intruso procurava os cantos do aqudrio, principalmente na
superficie, e algumas vezes no fundo, enquanto o residente mantinha-se, principalmente, na
regidlo média do aquério. Esses resultados corroboram estudo com truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), em que o peixe dominante foi caracterizado por se manter
posicionado no meio da coluna d’dgua, demonstrando um movimento extensivo em torno do
tanque, mordendo e/ou perseguindo o subordinado, enquanto os subordinados ficavam na base
do aquério frequentemente adjacentes a parede, exibindo pouca atividade de nado e sem atos
diretos contra os dominantes (Pottinger e Carrick, 2001). O aumento no nimero de mordidas e
persegui¢cdes no decorrer da luta, demonstra que os animais se tornaram mais agressivos com o
tempo, mesmo ja tendo estabelecido a posi¢do de dominancia. Outro estudo com truta arco-iris
(O. mykiss) também demonstrou que animais dominantes continuam atacando o0s
subordinados, mesmo que estes se mantenham passivos (@verli et al., 1999). Esse
comportamento pode estar relacionado a reafirmacdo da posicdo social, demonstrando ao

intruso, a todo momento, a supremacia do residente na dominancia.
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Concomitantemente a estas alteracdes comportamentais, houve uma diminui¢do no
tempo absoluto de acompanhamento no decorrer da luta, e um aumento no tempo de vigia e de
ronda. Esse resultado sugere que, com a dominancia social estabelecida, ocorre a diminuicao
da atividade do intruso, que permanece mais tempo parado. Em resposta o residente
permanece fazendo vigias, ou nadando em torno do intruso, sem necessidade de segui-lo. Esse
resultado corrobora estudos com truta arco-iris (O. mykiss), em que animais que se tornam
subordinados diminuem a atividade locomotora, e permanecem inativos nos cantos e fundo do
aquario (@verli et al., 1999; Pottinger e Carrick, 2001; @verli et al., 2005). A realizagdo de
vigias em movimento também pode ter sido utilizada como uma estratégia para a inibi¢do da
agressdao do oponente, ja que esse comportamento realizado pelo residente parece inibir a
agressao do intruso. No presente estudo foi observado que, quanto mais tempo o residente
demora a apresentar esse comportamento, maior o nimero e menor a laténcia para a primeira
mordida na cabeca realizada pelo intruso. Além disso, a ronda parece inibir a realizagdo de
cirandas, sendo que, quanto mais cedo o residente inicia a ronda, maior o tempo para o intruso
realizar uma ciranda.

Em alguns momentos da luta, pdde-se observar a realizagao de arrastos. O arrasto é um
comportamento de ameaca realizado principalmente no inicio da luta, diminuindo com trés e
seis horas de briga. A realizacdo do arrasto por um dos animais estimulava a realizacdo pelo
outro, sendo, na maioria das vezes, um comportamento bidirecional em que um realizava o
arrasto atrds do outro. Alguns comportamentos do residente, como a persegui¢do € o
acompanhamento, estimulavam a realizac¢do de arrasto pelo intruso. Os resultados indicam que
a realizacdo de arrasto pode ser regulada pela acdo conjunta dos sistemas monoaminérgicos,
sendo que o aumento nos niveis de dopamina, DOPAC e na taxa DOPAC/DA estd
correlacionado com o aumento no tempo absoluto de arrastos. Além disso, a ativacdo
serotoninérgica, dopaminérgica e noradrenérgica foi correlacionada com a diminuicdo na
laténcia para o primeiro arrasto. Esse resultado sugere que o arrasto é um comportamento
relacionado ao inicio da luta, no momento em que a dominancia estd sendo estabelecida,
ocorrendo concomitante a ativagdo dos sistemas serotoninérgico e dopaminérgico (Summers e
Winberg, 2006).

Segundo Johnsson e Forses (2002), o sucesso na defesa do territério depende da
duracdo da residéncia. Trutas marrom (Salmo trutta) que permaneceram em um territorio por 4
dias, defenderam e venceram mais lutas contra antigos donos do territério que as que
permaneceram por 2 dias. Além disso, a residéncia mais longa levou a lutas mais agressivas e
duradouras. No presente estudo, o periodo de sete dias foi suficiente para o estabelecimento

de territério e expressdo de comportamento altamente agressivo contra o intruso, sendo que
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todos os matrinxas residentes assumiram uma posi¢ao de dominancia. O indice de dominancia
demonstrou que os principais comportamentos relacionados ao estabelecimento de dominéncia
foram os de agressdo direta, indicando que os matrinxas residentes utilizam uma estratégia
proativa (“gaviao”) no estabelecimento da posi¢do de dominante. Esse resultado corrobora a
hipétese da assimetria arbitraria de Maynard-Smith (1979 in Johnsson e Forses 2002), em que
os donos do territorio geralmente adotam uma estratégia de briga agressiva e escalada
(“‘gavidao”) e os intrusos adotam uma estratégia de retirada (“pombos”).

O indice de dominancia e as agressdes diretas aumentaram no decorrer da luta,
enquanto os comportamentos de ameaga diminuiram, resultado na morte de muitos intrusos
antes de 24 h. A maior parte dos intrusos que sobreviveram a 24 h estavam bastante
debilitados ao final da luta, com o corpo sem escamas na regido abdominal, e a nadadeira
dorsal bastante mordida. Esses resultados sugerem que a manutengao do territério € primordial
para esta espécie, havendo um grande investimento energético nas lutas, chegando a causar a
morte do intruso. Na natureza, acredita-se que uma interacao agressiva breve causaria a fuga
do intruso, permitindo a manutengdo do territério, sem necessidade de uma luta mais violenta
(Caballero e Castro, 1999).

A agressdo € um comportamento amplamente distribuido no reino animal (Popova,
2004), regulado por um complexo sistema neuroenddcrino, sendo a serotonina a molécula
chave no seu controle inibitério (Nelson e Chiavegatto, 2001). No presente estudo, ndo houve
efeito significativo do triptofano nos niveis de serotonina hipotalamica de animais nao
submetidos a interagdo social. Também nao foram observadas alteracdes nos niveis de 5-
HIAA e na taxa 5-HIAA/5-HT em resposta ao aumento da concentracdo de triptofano na
racdo. Entretanto, o triptofano suprimiu a agressividade de juvenis de matrinxd de maneira
seletiva no inicio da luta, promovendo uma alteracdo na estratégia comportamental dos peixes
durante a intera¢do agressiva com um intruso, diminuindo a agressao direta e aumentando o
comportamento de ameaca. Além disso, houve um aumento na laténcia para a realizagdo da
primeira mordida corporal, colisdo, persegui¢cdo e tentativa de mordida. Em truta arco-iris (O.
mykiss), a suplementagdo alimentar com triptofano também promoveu alteracdes
comportamentais, sem alterar significantemente os niveis de serotonina no hipotdlamo
(Winberg et al., 2001). E possivel que a suplementacdo alimentar com triptofano tenha
causado alteracdes na atividade serotoninérgica em outras regidoes cerebrais ndao avaliadas
neste estudo. O sistema serotoninérgico do matrinxd € pouco desenvolvido na regido
diencefélica, onde estd localizado o hipotdlamo, apresentando os grupos celulares mais
extensos em regides mais caudais (dados do presente estudo). Além disso, considerando que o

aumento da atividade da enzima triptofano hidroxilase em resposta ao aumento do triptofano é
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rapido (Aldegunde et al., 2000), outros mecanismos além do aumento da biosintese de
serotonina podem estar envolvidos no controle da agressdo exercido pelo triptofano.

O efeito inibitério do triptofano pode ter sido desencadeado por alteragdes na atividade
da dopamina e da noradrenalina, j4 que esses neurotransmissores estdo envolvidos na
motivacdo para a agressdo (Summers e Winberg, 2006; Nelson e Trainor, 2007). Os niveis de
noradrenalina, dopamina, DOPAC e a taxa DOPAC/DA nao foram afetados pelo triptofano
em animais ndo estressados. Entretanto, o aumento da taxa DOPAC/DA pés-luta foi menor em
machos e fémeas alimentados com racdo suplementada. Esses resultados indicam que a
suplementa¢do com triptofano pode ter inibido o aumento da atividade dopaminérgica durante
a interagdo social, alterando o comportamento. A tirosina, precursor da dopamina, € um
aminodcido neutro que compete com o triptofano para ser transportado para o encéfalo, por
compartilharem o mesmo transportador na barreira hematocefdlica (Fernstrom, 1983;
Aldegunde et al., 1998). Sendo assim, o aumento da atividade dopaminérgica desencadeado
pela interagdo social (Summers e Winberg, 2006) pode ter sido menor em animais tratados
com triptofano pela diminuicdo nas concentragdes de tirosina disponivel, diminuindo a
motivacdo desses animais para a briga.

Outra hipétese para o mecanismo de ac¢do do triptofano € a alteracdo da densidade e
sensibilidade dos receptores serotoninérgicos pré e pds sindpticos em regides especificas do
encéfalo, de maneira semelhante ao efeito das drogas anti-depressivas. Segundo estudo de
Lepage et al. (2005), o efeito antiagressivo da suplementacdo alimentar com triptofano por
sete dias pode ser mimetizado pelo tratamento com citalopran (bloqueador da recaptacdo de
serotonina). A acdo deste tipo de droga parece envolver a retroalimentacdo negativa dos
autoreceptores somatodendriticos, causando uma retroalimentacdo positiva atrasada na
neurotransmissao terminal (Mongeau et al., 1997). Segundo Jacobs e Fornal (1991), a
principal varidvel que controla a atividade serotoninérgica cerebral € a retroalimentacao
negativa neuronal. O uso de precursores leva a um aumento na producdo de serotonina, € em
seguida a uma diminuicdo da atividade neuronal, pela acdo dos autoreceptores
somatodendriticos. Esta diminui¢do € uma resposta homeostitica que opera sob condicdes
fisiolégicas para compensar os aumentos nos niveis de serotonina sindptica (Jacobs e Fornal et
al., 1991). A administragdo cronica de precursores ou de drogas bloqueadoras da recaptacao de
serotonina pode desensibilizar estes receptores, promovendo aumento da atividade neuronal e
consequente aumento nos efeitos pos sindpticos da serotonina (Artigas et al., 1996).

Embora ndo tenham sido observadas alteracdes significativas nos niveis de serotonia
hipotalamina em resposta a alimenta¢do com triptofano, foi observado que o aumento dos

niveis de serotonina pds-luta esta correlacionado com a diminui¢@o no nimero de tentativas de
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mordidas e com o aumento da laténcia para a primeira mordida. Além disso, o aumento nos
niveis de 5-HIAA estd correlacionado com o aumento no tempo de vigia. Esses resultados
indicam que a serotonina apresentou efeito inibitério em comportamentos de agressao direta e
estimulatério nos comportamentos de ameacga. Estudos utilizando a suplementagdo da
alimentacdo com triptofano em outras espécies de peixe relacionaram a serotonina com a
diminuicdo de varidveis de agressdo direta (Winberg et al., 2001; Lepage et al., 2005),
entretanto, esses estudos ndo avaliaram o efeito do triptofano sobre a ameaca, sendo, em
apenas um estudo, avaliado um comportamento de ameaca, a aproximacdo (Hoglund et al.,
2005). Embora a aproximacdo tenha sido avaliada nesse estudo, este comportamento foi
agrupado com outros comportamentos de agressdo direta, ndo sendo analisado separadamente.

A diminui¢@o na agressao desencadeada pela suplementacdo alimentar com triptofano
ndo foi generalizada, diminuindo alguns comportamentos e elevando outros, sugerindo que os
comportamentos realizados pelo matrinxd durante a luta possam ser controlados por
mecanismos distintos. Em estudo com Betta splendens confrontados com espelho, o
tratamento cronico com fluoxetina (bloqueador da recaptagdo de serotonina) também alterou o
comportamento agressivo de maneira seletiva, diminuindo apenas alguns comportamentos de
agressdao (Lynn et al., 2007). Além disso, a supressdo da agressdo direta pelo triptofano
também ndo se estendeu por toda luta, sendo observado um aumento na agressao apds 3 e 6 h,
de maneira semelhante ao grupo controle. Esses resultados sugerem um efeito transitério do
triptofano sobre o comportamento agressivo, sendo sua agao restrita apenas as fases iniciais da
agressao, diminuindo a motivacdo para a briga. Estudos destacam o efeito antiagressivo do
triptofano no inicio da interacao social (Winberg et al., 2001; Lepage et al., 2005; Hoglund et
al., 2005), entretanto, o efeito da suplementacdo alimentar com esse aminodcido em lutas mais
longas e ininterruptas ainda nao foi descrito em outras espécies de peixe.

Embora o tratamento com triptofano ndo tenha alterado a atividade dos
neurotransmissores avaliados em animais ndo estressados, foi possivel observar uma
correlacdo negativa entre a atividade serotoninérgica e dopaminérgica, indicando que esses
neurotransmissores possam exercer efeitos distintos no controle da agressdo, sendo que a
ativacdo de um sistema inibe o outro e vice versa, em situacoes nao estressantes. Esses
resultados corroboram estudos que indicam que o sistema dopaminérgico tem efeitos
comportamentais opostos aos da serotonina, estando relacionado ao aumento da motivacio
para a luta (Johnsson et al. 2006; Winberg e Summers, 2006). Em mamiferos, a ativacao
dopaminérgica farmacoldgicamente induzida aumenta o comportamento agressivo (De

Almeida et al., 2005). Além disso, estudo com S. alpinus indica que o tratamento com L-Dopa,
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precursor da dopamina, diminui a taxa 5-HIAA/5-HT no tronco cerebral e no hipotdlamo
(Hoglund et al., 2001).

As interagdes agressivas resultam em uma rdpida ativacdo da neurotransmissao
monoaminérgica cerebral em peixes, assim como em outros vertebrados (Winberg e Nilsson,
1993). Em matrinxas alimentados com triptofano, a interacdo social influenciou o perfil
neuroenddcrino, havendo um aumento na atividade serotoninérgica, dopaminérgica € nos
niveis de noradrenalina no hipotdlamo ap6s a interacdo. Além disso, as taxas serotoninérgica e
dopaminérgica passaram a apresentar uma correlacdo positiva entre si. Segundo Summers e
Winberg (2006) a interacdo social promove modificagcdes neuroenddcrinas rdpidas, com
aumento na atividade serotoninérgica, dopaminérgica e corticosteréide. Aumentos na atividade
das monoaminas também foram observados em lagartos verdes (Anolis carolinesis)
submetidos a ameaga social (Watt et al., 2007) e em trutas arco-iris (O. mykiss) submetidas a
lutas com pares de mesmo tamanho (@verli et al. 1999). O aumento da atividade
dopaminérgica estd mais relacionado a motivacdo para a luta, enquanto a elevacdo da
atividade serotoninérgica e corticosterdide ocorrem em resposta ao estresse social
desencadeado pela briga (Summers e Winberg, 2006).

Embora os matrinxas utilizados no presente estudo fossem juvenis, houve um efeito
discreto do género no comportamento dos animais, com machos sendo numericamente mais
agressivos. Segundo Nelson e Chiavegatto (2001), em mamiferos, os machos sdo
marcadamente mais agressivos que fémeas. Em peixes, estudos com juvenis de truta arco-iris
(O. mykiss) (Johnsson e Akerman, 1998) e de truta marrom (S. trutta) (Johnsson et al., 2001),
também demonstraram diferencas sexo especificas no comportamento agressivo, sendo o0s
machos mais agressivos que as fémeas. As diferencas comportamentais em peixes juvenis
podem estar relacionadas a padrdes de sele¢do genética diferencial, onde os machos possuam
genes que promovam alta agressividade, utilizada na maturidade para a competi¢ao por fémeas
(Johnsson e Akennan, 1998; Johnsson et al., 2001). Segundo Korte el al. (2005), a selecao
natural mantém um balanco preservando genes para a alta agressdo e para a baixa agressao
dentro da populagdo, entre os sexos, € mesmo dentro do mesmo sexo. Além disso, no presente
estudo, os machos apresentaram um perfil neuroenddcrino distinto das fémeas com um maior
aumento nos niveis de noradrenalina e de 5S-HIAA apés a luta. Segundo Haller et al. (1998), a
ativacdo noradrenérgica central é necessdria para a expressdo da agressdo, sendo que um
pequeno aumento nos niveis de noradrenalina aumenta a agressao. J4 o aumento nos niveis de
5-HIAA pode indicar que a atividade da enzima que degrada a serotonina, a monoamina
oxidase A (MAO A), € maior em machos que em fémeas. Segundo Nelson e Trainor (2007),

tanto o aumento quanto a diminuicdo na atividade da enzima MAO A podem aumentar a
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agressividade. No decorrer da luta, os machos demonstraram um aumento gradativo na
agressividade enquanto as fémeas apresentaram um aumento apds trés horas, diminuindo
novamente a agressdo apOs seis horas. Esses resultados podem indicar a utilizagdo de uma
estratégia comportamental distinta entre machos e fémeas, em que as fémeas apresentam uma
diminui¢do na agressividade apds o estabelecimento da dominancia, enquanto os machos
continuam aumentando a agressao mesmo depois de se tornarem dominantes.

A despeito da maior agressividade dos machos, as fémeas foram as primeiras a realizar
a maior parte dos ataques e apresentaram um o numero maior de colisdes. Esses resultados
indicam que as fémeas apresentam um comportamento menos cauteloso no inicio da luta,
avaliando o intruso e iniciando a briga antes dos machos. Estudo com truta arco-iris (O.
mykiss) também indicou que machos sdo mais cautelosos que fémeas diante de uma situacao
nova, demorando mais para reassumir a alimentacgio apds serem transferidos para o isolamento
(Dverli et al. 2006). Além disso, a diferenca comportamental observada entre machos e fémeas
no presente estudo foi bastante discreta, indicando que a residéncia é o principal fator
determinando a resposta comportamental dos animais.

No presente estudo a suplementacdo alimentar com triptofano por 7 dias afetou
seletivamente as varidveis fisioldgicas indicadoras de estresse, promovendo uma modificagdo
no perfil metabdlico tanto dos animais nao perturbados quanto dos submetidos a interacdo
social. Além disso, a interacdo com um intruso demonstrou ser estressante para peixes,
desencadeando respostas metabdlicas adaptativas tipicas de uma resposta ao estresse.

Além do papel no controle do comportamento agressivo, a serotonina esta envolvida na
regulacdo do eixo hipotdlamo-pitudria-interrenal em peixes, podendo causar aumento nos
niveis basais de cortisol em animais néo estressados (Winberg et al., 1997; @verli et al., 1999;
Hoglund et al., 2002; Lepage et al., 2002). Embora os niveis de cortisol ndo tenham sido
avaliados no presente estudo, sugere-se que as variagdes metabdlicas observadas possam ter
sido desencadeadas por aumento no cortisol. Foi observado um aumento nos niveis de glicose
plasmdtica em machos, diminui¢do no lipidio hepatico, e aumento no indice hepatosomatico
com o aumento da concentragao de triptofano na alimentag¢do. O cortisol afeta o metabolismo
de carboidratos, desencadeando hiperglicemia pelo aumento da capacidade gliconeogénica
hepdtica (Wendelaar Bonga, 1997). As alteracdes nos niveis de glicose ndao foram
acompanhadas por modificacdes no glicogénio, entretanto os niveis de lipideo hepdtico
apresentaram uma pequena diminui¢ao numérica. Os efeitos do cortisol nas reservas lipidicas
ainda sao contraditérios, contudo estudos indicam uma acao lipolitica desse hormdnio, com a
liberacao de glicerol como substrato para a gliconeogénese (Mommsen et al., 1999). Esse

resultado corrobora estudos com truta arco-iris (O. mykiss) (Papoutsoglou et al., 2005a,
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Papoutsoglou et al., 2005b), em que houve a diminui¢do nos niveis de lipideo hepético em
animais alimentados com rag¢do suplementada com triptofano. Além disso, o aumento no
indice hepatosomatico devido ao aumento da concentracdo de triptofano na alimentacio
observado no presente estudo, também foi descrito Papoutsoglou et al. (2005a), segundo o
qual trutas alimentadas com triptofano (2, 47 g/100g de racdo) por 11 semanas apresentaram
um figado 4,7 vezes maior que animais tratados com ragdo nio suplementada. O aumento do
indice hepatosomdtico de matrinxas foi discreto comparado com o estudo com trutas,
provavelmente devido as menores concentragdes de triptofano e ao menor tempo de
alimentacdo. O aumento no indice hepatossomdtico pode ter sido desencadeado por um
aumento da atividade hepdtica em resposta ao aumento da concentracdo de triptofano e
serotonina na corrente sanguinea. Segundo, Caamaifio-Tubio et al. (2007), o figado € um dos
orgdos responsaveis pela metaboliza¢ao da serotonina. Uma outra hipdtese para o aumento no
indice hepatosomaético seria um possivel desbalanco metabdlico desencadeado pela ingestdo
de uma racdo com niveis de aminodcidos desbalanceados (Papoutsoglou, 2005a).

Em animais ndo submetidos a interacao social, pode-se observar um efeito do género
nas varidveis hematologicas. Foi encontrado um numero de eritrécitos, hematdcrito e
hemoglobina mais elevado em fémeas que em machos. Estudo com salmio (Oncorhynchus
nerka) demonstrou que fémeas possuem 19% mais hemoglobina que machos, o que pode
compensar a menor massa ventricular relativa, mantendo a capacidade de transporte de
oxigénio semelhante entre os sexos (Clark et al., 2009). Outros estudos com peixes teledsteos
nao detectaram diferengas nos paramtros hematolégicos de machos e fémeas nao estressados
(Vazquez e Guerrero, 2007). A interacdo social desencadeou uma alteracdo generalizada nos
varidveis hematologicas, sendo observado um aumento apds 20 min e um aumento ainda
maior apos 24 h de interacdo. Apds a luta a diferenca entre machos e fémeas desapareceu,
ocorrendo, uma discreta inversdo, com machos apresentando valores hematoldgicos
numericamente mais elevados. As intera¢des sociais sdo altamente estressantes (@verli et al.,
1999), e causam a resposta de alarme em peixes, levando a elevacdo rdpida nos niveis de
catecolaminas periféricas, adrenalina e noradrenalina, e de cortisol, promovendo uma série de
alteracdes adaptativas para habilitar o organismo a enfrentar a situagdo adversa (Wendelaar
Bonga, 1997). Sendo assim, as alteracdoes hematoldgicas podem ter sido causadas pelo estresse
da interacdo social com o intruso. A acdo das catecolaminas no organismo desecadeiam
modificacdes fisioldgicas objetivando o aumento da capacidade de transporte de oxigénio,
dentre as quais o aumento do hematdcrito sanguineo, em funcdo do aumento do nimero de

eritrocitos e de seu volume, causado pela contrac@o esplénica (Wendelaar Bonga, 1997). Esses
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resultados corroboram outro estudo com matrinxd, em que situacdes de estresse social
desencadearam alteracdes hematoldgicas adaptativas (Ferraz e Gomes, 2009).

O estresse social também promoveu alteracdes metabdlicas, sendo observado um
aumento nos niveis de glicose apds os 20 min iniciais de luta e uma diminui¢ao da apds 24 h,
em animais controle e tratados com racdo suplementada 2X. Segundo @verli et al. (1999), a
interacdo social € estressante tanto para o peixe dominante, quanto para o subordinado,
entretanto, apenas o animal subordinado apresenta resposta cronica de estresse. Sendo assim, a
elevacao dos niveis de glicemia no inicio da luta evidencia uma resposta de estresse a presencga
do intruso, enquanto, ap6s 24 h ja se pode observar a recuperacdo da situacdo basal, com
niveis semelhantes aos animais ndo perturbados. Os animais tratados com rag¢do suplementada
4X nao apresentaram esse perfil, sendo os niveis de glicose mantidos praticamente sem
alteracdo em animais nao perturbados e submetidos a 20 min ou 24 h de interac¢do social. Os
niveis basais de glicose plasmdtica desse tratamento também eram os mais elevados. Estudos
com truta indicam que a suplementacdo da alimentacdo com triptofano por 7 dias eleva os
niveis basais de cortisol, diminuindo o aumento desse hormonio apds o estresse (Lepage et al.,
2002; Lepage et al., 2003). Sendo assim, o aumento nos niveis basais de cortisol pode ter
diminuido o aumento em resposta ao estresse, com os niveis de glicose plasmatica seguindo o
mesmo padrdo, ja que o cortisol desencadeia hiperglicemia (Wendelaar Bonga, 1997). Houve
ainda uma diminui¢do significativa no indice hepatosomaético de animais submetidos a 24 h de
interacdo social, quando comparados com animiais que interagiram por 20 min. Esta variacao

poderia ter sido desencadeada pelo consumo das reservas energéticas do figado durante a luta.
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CONCLUSOES

Concluimos neste estudo que a suplementagdo alimentar com triptofano promove
alteracdes comportamentais seletivas em juvenis de matrinxa confrontados com intrusos
intraespecificos, alterando a estratégia comportamental agressiva da espécie. Matrinxas
tratados com triptofano por sete dias apresentam diminui¢do de comportamentos de agressao
direta, aumento de comportamentos relacionados a ameaca e da laténcia para os ataques contra
o intruso. Além disso, o efeito do triptofano sobre o comportamento dos peixes € restrito as
fases iniciais da luta. Essas alteragdes comportamentais causadas pelo tratamento com
triptofano estdo relacionadas a acdo inibitdria da serotonina na agressdo e a diminui¢do na
motivagdo para a briga, em func¢io da diminuicao da ativacdo dopaminérgica durante a luta.

Concluimos, ainda, que o matrinxa apresenta um alto investimento energético na luta,
aumentando a agressdo contra o intruso no decorrer da briga, mesmo quando tratados com
triptofano. Além disso, este trabalho permitiu demonstrar que a interacdo agressiva com um
intruso intraespecifico € um fator estressante para os peixes, desencadeando respostas
metabolicas, hematoldgicas e neuroenddcrinas. As respostas fisioldgicas e comportamentais

desencadeadas pela luta podem variar de acordo com o género dos animais.
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CAPITULO 4

CONSIDERACOES FINAIS
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A aqiiicultura é, atualmente, uma das atividades que apresenta as maiores taxas de
crescimento, sendo cada vez mais importante o desenvolvimento de tecnologias que garantam
a manutencdo do bem estar dos animais e a lucratividade, produzindo carnes de alta qualidade
e de boa aceitagdo tanto no mercado interno quanto externo. Para o desenvolvimento dessas
tecnologias € de fundamental importancia um conhecimento mais refinado acerca da biologia
das espécies produzidas, incluindo seus processos fisiologicos, neuroenddcrinos e
comportamentais.

O matrinxa (Brycon amazonicus) € uma espécie de alto interesse econdmico,
entretanto, seu comportamento intraespecifico altamente agressivo dificulta a criacdo,
causando perdas na producdo e diminui¢do no bem estar dos animais, tanto em virtude do
estresse social desencadeado por seu comportamento, quanto pelas lutas propriamente ditas.
Os estudos envolvendo a espécie ainda sdo incipientes, sendo o comportamento agressivo
ainda pouco estudado. Dessa forma, o presente estudo traz uma série de informacdes
importantes acerca do comportamento agressivo da espécie, bem como de alguns sistemas
neuroenddcrinos envolvidos na sua regulacdo, podendo auxiliar no desenvolvimento de novas
tecnologias de producdo, além de servir de base para a realizacdo de novos estudos
abrangendo o complexo controle da agressao.

O controle do comportamento agressivo € realizado por um complexo sistema
neuroenddcrino, sendo a serotonina o principal neurotransmissor ennvolvido nessa regulacao.
Foi observado que o sistema serotoninérgico do matrinxa é bem desenvolvido, apresentando
grupos celulares em praticamente toda a extensdo encefdlica, sendo os maiores grupos
encontrados nas regides caudais. Esta ampla distribuicdo e desenvolvimento indicam que o
sistema serotoninérgico € extremamente importante para a espécie, estando diretamente
relacionado ao controle inibitério da agressao.

Estudos com peixes tém demonstrado que a utlizagdo do precursor da serotonina, o
aminodcido essencial triptofano, na alimentacdo diminui o comportamento agressivo,
sugerindo o uso desta ferramenta metodoldgica no desenvolvimento de tecnologias de
producdo visando o controle da agressividade. Entretanto, os estudos até entdo realizados nao
permitem afirmar que o uso do triptofano € uma ferramenta eficaz e benéfica para este
proposito, devido a auséncia de efeito em tratamentos de longo prazo ja documentada, além da
auséncia de estudos avaliando os efeitos do triptofano em lutas mais longas (ininterruptas) e
em comportamentos agressivos de ameaca. O efeito antiagressivo do triptofano parece ser
restrito  aos momentos iniciais da luta contra um intruso, afetando especificamente
comportamentos de agressdo direta. Foi observado um efeito estimulatério do triptofano em

comportamentos de ameaca, além de um retorno a niveis elevados de agressividade apds 3
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horas de luta. Essas alteracdes comportamentais foram possivelmente ocasionadas pela
diminui¢do da atividade dopaminérgica hipotalamica durante a luta, estando diretamente
relacionadas, também, a atividade serotoninérgica, embora ndo tenham sido observadas
alteracdes significantes na atividade da serotonina hipotalamica em resposta aos tratamentos.
E possivel que o sistema serotoninérgico esteja agindo em outras regides cerebrais, ja que foi
observado que a regido hipotalamica possui um numero bastante restrito de células
serotoninérgicas, sendo as regides do mesencéfalo e tronco cerebral mais desenvolvidas. Além
disso, deve-se considerar as alteragdes metabdlicas que podem ser causadas pelo desbalango
aminodcido na alimentacao.

Sendo assim, embora o uso do triptofano seja uma alternativa interessante para o
desenvolvimento de novas tecnologias de produgdo a andlise acerca dos beneficios e custos de
seu uso deve ser feita com cautela. E importante ressaltar que, para a definicdo do triptofano
como uma ferramenta de controle da agressdo em peixes, novos estudos devem ser realizados,
visando a compreensdo mais profunda dos mecanismos de acdo desse aninodcido no

organismo.
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