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RESUMO

Efeito do I-triptofano dietético na mediacdo do estresse de transporte e
social do matrinxa (Brycon amazonicus)

Este estudo avaliou, em matrinxa juvenil, as respostas de estresse de
transporte e as respostas comportamentais e de estresse apdés interacéo social de
diferente numero de individuos alimentados com suplementagcé@o de L-triptofano
(L-TRP). No Experimento 1, a ragcao controle (0,74g L-TRP/100g) foi
suplementada com L-TRP (2 e 4 X) e ap6s 7 dias de alimentacéo, os peixes (60,6
+ 11,9 g) foram transportados (quatro horas) e amostrados antes, as 2 e 4 horas
do inicio e 1, 6 e 24 h do término do procedimento. No Experimento 2, a racdo
controle (0,27g L-TRP/100g) foi igualmente suplementada e ofertada a grupos de
2, 4 e 6 peixes (148,5 + 28,8 g) que foram expostos a confrontos durante 20 min.
O transporte aumentou a concentracdo sanguinea de cortisol e da glicose e
reducdo da concentracdo de sodio, embora o perfil dos outros indicadores
(cloreto, potassio, proteina total, hematdcrito, hemoglobina, VCM, CHCM) nao
tenha padrao claro de estresse nos peixes controle, mas a suplementacdo com L-
TRP inibiu a elevacéo de cortisol, reduziu a glicose e elevou o cloreto circulantes.
Quanto as variaveis comportamentais, de modo geral, a laténcia para o 1° ataque,
o numero de mordidas e de perseguicdo foi menor nos confrontos de maior
namero de peixes que recebeu L-TRP. O numero de individuos nos confrontos
nao afetou a liberacdo de cortisol, mas a suplementacdo com L-TRP aumentou os
valores de cortisol, glicose, cloreto, nimero de eritrocitos e CHCM, enquanto
houve reducédo do hematocrito e VCM. Os resultados sugerem a participacdo do
L-TRP em diferentes vias, inibitdria e excitatoria, na mediacdo das respostas de

liberacdo do cortisol em diferentes condicbes de manejo.

Palavras-chave: agressividade, cortisol, matrinxa, transporte, L-triptofano.



ABSTRACT

Effect of dietary L-tryptophan in the mediation of transport and social stress
of juvenile matrinxa (Brycon amazonicus)

This study evaluated, in juvenile matrinxa, the stress responses elicited by
transportation and during social interaction of different number of fish fed with
dietary L-tryptophan (L-TRP). In the Experiment 1, control diet (0,749 L-TRP/100g)
was supplemented with L-TRP (2 and 4 X) and after 7 days feeding, fish (60.6 +
11.9 g) were transported (4 hours) and sampled before, at 2 and 4 h of the
beginning and 1, 6 and 24 h of the end of the procedure. In the Experiment 2, the
control diet (0,27g L-TRP/100g) was equally supplemented and offered to 2, 4 and
6 fish (148.5 + 28.8 g) exposed to confrontation for 20 min. Transport increased
the blood concentration of cortisol and glucose and reduced sodium, although the
profile of the other indicators (chloride, potassium, total protein, hematocrit,
hemoglobin, MCV, CMCH) did not show a clear pattern of stress in control fish, but
L-TRP supplementation inhibited the elevation of cortisol, reduced the glucose and
chloride. Regarding behavior parameters, in general, latency for the first atack,
number of bites and chasing were lower in the interaction of higher number of fish
fed with L-TRP. The number of fish exposed to interaction did not affect the
cortisol concentration, but the supplemented L-TRP increased the cortisol,
glucose, chloride, erythrocytes and CMCH values and reduced hematocrit and
MCV. The results suggest that L-TRP participates through different pathways, both
inhibitory and excitatory, in the mediation of cortisol secretion depending on the

handling conditions.

Keywords: aggressiveness, cortisol, matrinxa, transport, L-tryptophan.



1. INTRODUCAO

A producédo aquicola global continua crescendo no novo milénio, embora
mais lentamente que nos anos 1980 e 1990. Em menos da metade de um século,
a aquicultura se expandiu de uma producdo quase insignificante para uma
producdo compardvel com a da pesca extrativista para fins de abastecimento
alimentar mundial. Se por um lado, a pesca convencional estad enfrentando uma
crise de abastecimento, com numero reduzido de peixes capturados e em
tamanhos menores, a aquicultura esta evoluindo também em termos de inovacao
e adaptacdo tecnoldgica para atingir todas as exigéncias da atividade e, dessa
forma, aumentar a produgéo de alimentos (FAO, 2012).

Ainda, segundo dados da FAO (2012), a aquicultura na América do Sul tem
apresentado um crescimento forte e continuo, principalmente em paises como o
Peru e o Brasil. Vérios fatores contribuem para que a aquicultura brasileira seja
bastante promissora, dentre eles, o fato de possuir um grande potencial hidrico,
oriundo das bacias hidrograficas, numerosas represas e a produtiva regido
costeira. O Brasil também apresenta diferentes microclimas, areas adequadas ao
desenvolvimento da atividade e uma riqueza de espécies favoraveis ao cultivo
(CAMARGO; POUEY, 2005).

Dentre as espécies cultivadas no pais, encontra-se o matrinxad (Brycon
amazonicus Spix e Agassis, 1829), que se destaca como uma das espécies da
ictiofauna amazodnica de grande valor econémico por seu grande potencial para a
criagdo intensiva (HONCZARYK, 2000; ARBELAEZ-ROJAS et al., 2002;
BRANDAO et al., 2005), por apresentar bom desempenho reprodutivo,
crescimento rapido e facil aceitacao de racao artificial, 6tima qualidade de carne e
boa aceitacdo comercial, além de adaptacdo rapida ao cultivo (VAL;
HONCZARYK, 1995; GOMES; URBINATI, 2010).

O matrinxd pertence a classe Actinopterygii, ordem Characiformes, familia
Characidae e género Brycon, que abrange grande numero de espécies
distribuidas desde o sul do México até a parte mediana da Argentina.
Recentemente, foi descrito que a espécie Brycon cephalus, amplamente citada no
Brasil como matrinxa, €, na verdade, o Brycon amazonicus, e que a distribuicdo

da espécie Brycon cephalus se restringe apenas ao alto rio Amazonas, localizado



no Peru e na Bolivia (LIMA, 2003). Embora seja uma espécie amazodnica, 0
matrinxa foi introduzido com sucesso na piscicultura da regido sudeste do Brasil.
Apesar de ser uma espécie ja bem adaptada ao cativeiro, 0 matrinxa &
muito sensivel ao manejo de criacdo, devido ao comportamento agitado,
realizando movimentos extremamente vigorosos quando o0 seu espaco € reduzido
nas redes de arrasto, caixas de transporte ou no proprio ambiente de cultivo, onde
nao ha espaco suficiente para fuga (OLIVEIRA, 2008) e os encontros agonisticos
sdo mais evidentes. Este comportamento peculiar, de alta agressividade intra-
especifica e de territorialidade do matrinxd, que é observado nas fases larval e
juvenil, pode trazer prejuizos as pisciculturas devido aos confrontos e
consequentes lesdes e perda de escamas que facilitam a ocorréncia de doencas
nos animais e danos a producdo (URBINATI et al., 2008; LEONARDO et al.,
2008; LEONARDO et al., 2013; WOLKERS et al., 2012; WOLKERS et al., 2013).
Encontros agressivos entre coespecificos sdo classificados como
comportamento agonistico, que por sua vez, compreende qualquer atividade
relacionada a luta, seja ela agressao, defesa, submissao ou fuga (Hickman et al.,
2004). O comportamento agonistico € observado em muitos animais, ja que ha
competicao pelos recursos limitados como alimento, abrigo e parceiro reprodutivo.
As estratégias comportamentais e habilidade de luta dos animais podem
levar a formacdo de dominancia dentro de um grupo, quando um animal se
sobrepde a outros vencendo na interacdo social. A dominancia social € um
atributo das interacdes agonisticas repetidas entre dois individuos, caracterizado
pelo resultado consistente de um oponente assumindo a posicdo de dominante e
0 outro a posicao de subordinado (DREWS, 1993). ApOs o estabelecimento de
dominancia social, observa-se que o0 peixe subordinado demonstra
comportamento de fuga, sem atos agressivos e com pouca movimentacao, além
de permanecer em alguma extremidade do aquario, fugindo do campo de visao
do dominante. O peixe dominante se posiciona na regido central do aquario e
permanece seguindo e mordendo o subordinado (GVERLI et al., 1999a; JVERLI
et al., 2005).
Os confrontos entre 0s peixes para estabelecer dominancia social sao
estressantes para ambos, dominante e subordinado, levando a estimulacdo do
eixo HHI (hipotalamo-hipofise-interrenal) e elevagdo dos niveis circulantes de

cortisol (QVERLI et al., 1999). O confinamento de truta arco-iris com diferente



namero de individuos (um, dois, cinco e dez peixes), no mesmo aguario, provocou
respostas de estresse em todas as situagfes, entretanto, no caso do individuo
isolado a aclimatacédo ao aquario aconteceu mais rapidamente. Quando em pares,
a aclimatacdo foi afetada pelo estabelecimento de hierarquia entre os peixes.
Evidéncia de estresse social menos severo foi observada no grupo de cinco
peixes, enquanto que a auséncia de inibicdo do crescimento no grupo de 10
peixes, diferentemente do observado nos outros grupos, sugeriu a ocorréncia das
respostas de estresse menos severas, observadas no estudo, em funcdo da
interac&o social neste grupo (POTTINGER; PICKERING, 1992).

Estudos em varios vertebrados mostram que a serotonina é um neuro
transmissor que atua na inibicdo do comportamento agressivo (FULLER, 1996;
HSEU et al., 2003; PERREAULT et al., 2003; HOGLUND et al., 2005; LEPAGE et
al., 2005; SUMMERS; WINBERG, 2006). Animais que perdem o confronto social
e se tornam subordinados apresentam ativacdo crénica do eixo serotoninérgico,
enquanto os que se tornam dominantes apresentam ativacdo transitéria com
rapida recuperagdo das concentragbes basais de serotonina (QVERLI et al.,
1999).

A reacdo de biossintese da serotonina é catalizada pelas enzimas
triptofano hidroxilase (TPH), que promove a hidroxilacdo do aminoacido essencial
triptofano em 5-hidroxitriptofano (5-HTP), e a descarboxilase de aminoacidos (L)
aromaticos que converte o 5-HTP em serotonina, sendo que a TPH é especifica
para esta reacdo e controla a taxa de biossintese da serotonina. Em peixes,
assim como em mamiferos, a TPH ndo € saturada pelo substrato, sendo a
disponibilidade de triptofano o fator limitante para a sintese de serotonina
(FERNSTROM; WURTMAN, 1972; ALDEGUNDE et al., 2000). Estudos tém sido
realizados utilizando o aminoacido L-triptofano, precursor da serotonina, como
redutor da agressividade e do estresse de varias espécies de peixes (LEPAGE et
al., 2002; HSEU et al., 2003; LEPAGE et al.,, 2003; HOGLUND et al., 2005;
LEPAGE et al., 2005; WOLKERS et al., 2013).

O estresse pode ser definido como um conjunto de respostas do organismo
animal na tentativa de se adaptar a uma nova situagao. As respostas ao estresse
se caracterizam por alteracbes homeostaticas, de carater adaptativo, que incluem
respostas primarias, envolvendo o sistema nervoso simpatico-tecido cromafim e

eixo hipotalamo-hipdfise-tecido interrenal (HHI) com liberacdo dos hormdnios



catecolaminas e cortisol, para a circulacdo sanguinea, e respostas secundarias
decorrentes da acdo dos horménios, como alteragbes metabdlicas, idnicas,
hematoldgicas e imunologicas. A cronicidade das respostas de estresse leva a
exaustdo do organismo, perda da capacidade adaptativa e efeitos negativos no
crescimento, reproducdo, aumento da suscetibilidade a infestacdo de parasitas,
aparecimento de doencas e até morte, além de alteracbes comportamentais
(WENDELAAR BONGA, 1997; BARTON, 2002).

Em sistemas intensivos de cultivo, varias sdo as praticas de manejo
consideradas estressantes como: manejo de captura, classificagdo, densidade de
estocagem e transporte. O transporte tem por objetivo a transferéncia dos peixes
a outras pisciculturas, ou a lagos de pesca esportiva, comércio de peixes
ornamentais. (CARMICHEL et al., 2001; LIM et al., 2003; GOMES; URBINATI,
2010).

Apesar de ser necessario no manejo, o transporte é um procedimento que
expbe 0s peixes a uma seérie de estimulos adversos responsaveis por varias
respostas fisiolégicas. Tais estimulos incluem: captura nos tanques, manejo,
adensamento, transporte, piora na qualidade de agua e liberacédo nos tanques de
destinos (URBINATI et al., 2004). Algumas medidas mitigadoras séo tomadas a
fim de reduzir o estresse provocado pelo procedimento de transporte e minimizar
as perdas. Tais medidas incluem: restricdo alimentar antes do transporte para
esvaziamento gastrointestinal, adi¢cdo de substancias (cloreto de sédio, sulfato de
calcio, cloreto de célcio, solucbes tamponantes e anestésicos) na agua do
transporte, trocas de agua durante o transporte, densidade de peixes, uso de
imunoestimulantes, entre outros (KUBITZA, 1999; CARNEIRO; URBINATI, 2001,
2002; GOMES; URBINATI, 2005; BENDHACK; URBINATI, 2009). No entanto,
apesar do uso de medidas minimizadoras de estresse, 0 matrinxa ainda
apresenta alta mortalidade ap6és manejo de transporte, 0 que causa prejuizo as
pisciculturas (INOUE et al, 2003). Estudos com outras substancias devem ser
realizados, para reduzir as consequéncias negativas que o0 estresse provoca nos
animais, que podem incluir também alteracdes no comportamento dos peixes.

Suplementacfes dietéticas com triptofano tém mostrado efeitos positivos
em peixes e outros animais de criagcdo, que incluem reducdo do comportamento
agressivo, canibalismo, sensibilidade a dor e resposta ao estresse (BOSCH et al.,
2007; HEYLIGER et al., 1998; MARKUS et al., 2000; SCHZYEN et al., 2007;
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WELD et al., 1998). Em peixes, estudos demonstraram que dietas enriquecidas
com triptofano promovem reducdo da resposta de estresse (cortisol) apos
estresse agudo e reducdo da agressdo (LEPAGE et al.,, 2002, 2003, 2005;
WINBERG et al., 2001; WOLKERS et al., 2012).

A suplementacdo de triptofano pode ser utilizada como estratégia de
reducdo das respostas de estresse e de comportamento agressivo do matrinxa. O
entendimento dos mecanismos de atuacdo do triptofano pode trazer subsidios
para o desenvolvimento de tecnologias de producdo que reduzam os efeitos
negativos do estresse durante as praticas de manejo.

Considerando o exposto em relagdo as respostas de estresse do matrinxa,
qguer seja durante manejo de criagdo quanto em condi¢cdes de interacdo social, 0
presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da suplementacao dietética de
triptofano na mediagdo de respostas de estresse no transporte e na interacéo

social de diferente numero de individuos juvenis da espécie.

2. MATERIAL E METODOS

Alevinos de matrinxd foram adquiridos de uma piscicultura comercial e
mantidos em tanques escavados, sendo alimentados diariamente com racgao
comercial (32%PB) até atingirem tamanho de juvenis para serem usados nos dois

experimentos descritos a sequir:

2.1 Preparo da racao suplementada com triptofano

Para o preparo das dietas experimentais foi utilizada racdo comercial
contendo 32%PB. Inicialmente os lotes de racdo passaram por analise de
aminograma a fim de determinar a quantidade exata de L-TRP ja existente em
cada lote. A ragdo comercial foi, entdo, moida e o L-TRP acrescentado de acordo
com as concentragdes indicadas por cada tratamento. Em seguida, a mistura foi
umedecida com agua e peletizada em moedor de carne. Os péletes foram secos

em estufa, resfriados, embalados e armazenados a -20°C.
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Experimento 1 — Efeito da suplementacdo dietética de L-triptofano nas

respostas de estresse durante o transporte de peixes

180 juvenis de matrinxa (60,6 £ 11,9 g e 17,0 + 1,08 cm) foram transferidos
para caixas de amianto de 1000L, com renovacao de agua e aeracdo constante,
onde permaneceram por dois dias para sua aclimatacdo ao ambiente de
laboratério, quando todos estavam consumindo a racdo oferecida. Apoés
aclimatacdo, os peixes receberam, por sete dias, ragcdo contendo triptofano (L-
TRP). Foram utilizados trés tratamentos: Tratamento 1 (controle) — racéo
contendo 0,74g de L-TRP/100 g; Tratamento 2X - racdo enriquecida 2X (1,21 g
de L-TRP/100 g de ragédo) e Tratamento 4X — racao enriquecida 4X (2,15 g de L-
TRP/100 g de racdo). ApGs os sete dias, os peixes foram mantidos em jejum de
12 horas para esvaziamento do trato gastrointestinal (BERKA, 1986), e
embalados em sacos plasticos de 20L (5L de agua e 15L de oxigénio), na
densidade de 166g/L, para transporte de quatro horas. Cada tratamento foi
distribuido em quatro repeticdes. ApGs o transporte, os peixes foram transferidos
para caixas de recuperacdo (cada repeticdo numa caixa) e amostrados para
coleta de sangue. Os tempos de amostragem foram: antes da embalagem (n=8),
as duas horas de transporte (n=10), imediatamente apds o transporte(n=8), uma
(n=8), seis (n=8) e 24 horas (n=8) apos a chegada. Para a amostragem de duas
horas de transporte, foram utilizados duas repeticdes a mais de cada tratamento a
fim de evitar estresse adicional nas repeticdes que ainda seriam amostradas apos

o transporte.

Experimento 2 - Efeito da suplementacdo dietética de L-triptofano nas
respostas de estresse e comportamento durante a interacdo social de

peixes estocados em aquarios

240 peixes (148,5 £ 28,8 g e 23,7 £ 1,4 cm) foram mantidos em caixas de
amianto de 500L, com renovacdo de agua e aeracdo, para aclimatacdo as
condi¢cdes laboratoriais. ApOs aclimatacdo, os juvenis receberam as dietas
experimentais contendo L-TRP, durante sete dias, duas vezes ao dia, até a

saciedade aparente.
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Os tratamentos utilizados foram: Tratamento 1 (controle) — racdo comercial
(0,27 g de L-TRP/100g de ragao); Tratamento 2X — ragdo comercial enriquecida
2X (0,54 g de L-TRP/100 g de racdo) e Tratamento 4X — racdo comercial
enriquecida 4X (1,08 g de L-TRP/100 g de racédo). Peixes que receberam o
mesmo tratamento foram mantidos em duas caixas a fim de diminuir efeito da
familiaridade e hierarquia. Cada peixe recebeu um corte na nadadeira caudal,
sendo no I6bulo superior em um dos peixes e no inferior no outro que formava o
par, para posterior identificacdo. Em seguida, foram distribuidos em aquarios de
80L, nas densidades de 2, 4 e 6 peixes, em sistema estatico. Os aquarios foram
cobertos nas laterais e fundos para evitar que 0s peixes visualizem os peixes do
aguario ao lado. Cada tratamento foi testado em seis repeticées. Os peixes foram
filmados por 20 minutos para observacdo do comportamento de interacdo social.
Apés o periodo de filmagem, foi realizada coleta sanguinea dos animais para
posterior analise dos indicadores fisiolégicos de estresse. Em seguida, os peixes

foram medidos e pesados e distruibuidos em caixas de recuperacéo.

2.2 Indicadores fisiolégicos de estresse

Os peixes foram anestesiados com benzocaina (100 mg.L™") e o sangue
coletado por puncdo da veia caudal, com seringas sem anticoagulante e
distribuido em trés baterias de microtubos. Para as analises no sangue total, foi
adicionado o anticoagulante heparina nos microtubos. Este sangue foi utilizado
para determinacdo do eritrograma. Para analise de glicose plasmatica foi
adicionado, em outra bateria de tubos, o anticoagulante Glistab-Labtest (EDTA
6g/dL e fluoreto de potassio 12g/dL) (Kit Labtest). Sangue sem anticoagulante
permaneceu em temperatura ambiente, e apds trés horas foi centrifugado em
3000 rpm, por 5 min, a 10°C para separacéao de soro, que foi armazenado a -70°C
para posterior analise de cortisol, proteina total, cloreto, sédio e potassio.

O hematdcrito foi determinado em tubo capilar heparinizado e centrifugado
€ 0 numero de eritrécitos (RBC) contado em camara de Neubauer. A
concentracdo de hemoglobina foi determinada por reacdo colorimétrica (Kkit
Labtest). Apds obtencg&o dos resultados de hematocrito, nimero de eritrocitos e
concentracdo de hemoglobina, o volume corpuscular médio (VCM) e a

13



concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram calculados (LIMA
et al., 1969). A glicose plasmatica foi mensurada por método enzimatico (kit
Labtest, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil), a concentracdo de cortisol por
radioimunoensaio (kit Coat-a-count Cortisol, Siemens Medical Solutions
Diagnostics, Los Angeles, CA, USA), os valores de proteina total e cloreto com
kits Labtest e os ions sédio e potéssio pelo seletor de ions Iselab Drake.

2.3 Analise do comportamento

O comportamento do matrinxa foi padronizado pelos membros do
Laboratorio de Biofisica do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da
UNESP - Jaboticabal. Duas categorias de comportamento foram validadas pelo
grupo: comportamento de agressao direta (comportamento de alta intensidade
agressiva, em que ha contato fisico e/ou resultam em uma fuga intensa do
oponente) e comportamento de ameaca (comportamentos de baixa intensidade
agressiva, sem contato fisico e sem resultar em fuga intensa do
oponente)(Wolkers et al., 2012).

Os comportamentos de agressao direta validados foram:

e Mordida no corpo: mordida efetiva no oponente, em qualquer parte do

corpo, exceto a cabeca.

e Mordida na cabeca: mordida na cabeca do oponente. A regido da cabeca

foi delimitada pelos opérculos.

e Colisdo: colisio com o oponente, causada por deslocamento em sua

direcdo, ou desvio da rota

e Perseguicdo: explosdo de movimento (deslocamento rapido) do

perseguidor na direcdo do oponente, que por sua vez foge do agressor.

Os comportamentos de ameacas validados foram:
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e Tentativa de mordida: realizacdo do comportamento de mordida, sem

efetivamente morder.

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

deslocamento, na mesma velocidade.

e Vigia: permanéncia parada ao lado do oponente, que ndo estd se

movimentando, mantendo-o em seu campo de Visao
¢ Ronda: movimento em torno do oponente, que ndo esta se movimentando.

e Arrasto: nado apoiando assoalho bucal externo no substrato, de forma que

seu corpo fique perpendicular ao fundo.

e Ciranda: natacdo em circulos de ambos os animais, sendo os dois
posicionados com a regido da cabeca proxima a cauda do oponente. Esse
comportamento ndo é atribuido a um agressor especifico e sim

considerado um comportamento comum a ambos 0s oponentes.

No presente estudo, o0 registro do comportamento também foi feito pela
filmagem, durante 20 minutos, de cada unidade experimental. A laténcia antes do
primeiro ataque foi cronometrada (segundos) e os ataques agressivos foram
contabilizados. Os ataques agressivos avaliados foram mordida e persegui¢cao. O
comportamento agressivo foi apresentado como o numero de atos por peixe

durante os 20 minutos de observacéao.

2.4 Monitoramento da qualidade da agua

Durante o periodo experimental, os parametros fisico-quimicos da agua
nas caixas de estocagem, aquarios e nos sacos de transporte foram monitorados.
A temperatura e oxigénio dissolvidos foram mensurados com um oximetro YSI 55
e os valores de pH e amoénia total foram determinados pelo método de Nessler.
Os valores obtidos nas caixas de estocagem foram: temperatura 28,27+0,53 °C,
oxigénio dissolvido 4,75+0,26 mg/L, pH 6,51+0,01, amonia total 0,03+0,006 mg/L;

nos aquarios: temperatura 29,04+0,39°C, oxigénio dissolvido 4,3+0,44 mg/L, pH
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6,48+0,02, amonia total 0,03+0,11 mg/L, e nos sacos de transporte: temperatura
.30,11+0,30 °C, oxigénio dissolvido 4,03+0,94 mg/L, pH 6,6-+0,04 e amonia total
0,09+0,01 mg/L.

2.5 Andlise Estatistica

O experimento 1 foi conduzido em um delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial (fatorial 3 x 6), consistindo de trés tratamentos
(controle, racdo enriquecida 2X e racao enriquecida 4X) em seis tempos de
amostragens (antes da embalagem, as duas horas de transporte, imediatamente
apos o transporte, uma, seis e 24 horas ap6s a chegada). Foram necessarios
utilizar aplicacdes logaritmicas nas variaveis de proteina total, potassio e sddio

sérico e VCM.

O experimento 2 foi conduzido em delineamento em blocos casualizados, em
esquema fatorial (fatorial 3 x 3), correspondendo a 3 tratamentos (controle, racao
enriquecida 2X e ragédo enriquecida 4X) em 3 densidades (2, 4 e 6 peixes). Os
resultados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade e
homocedasticidade e a analise de variancia (ANOVA — two way) e as médias
comparadas pelo Teste de Tukey (5%). Quando necessario, foram utilizadas

transformacdes logaritmicas e raiz quadrada dos dados originais.

3. RESULTADOS

N&o houve mortalidade durante a realizacdo dos experimentos e todos 0s
peixes voltaram a se alimentar 24 horas apds o transporte e a estocagem nos

aguarios.

3.1. Efeito da suplementacdo dietética de L-triptofano nas respostas de

estresse durante o transporte de peixes
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Os niveis de cortisol sérico (Fig.1) foram significativamente afetados pelos
tempos de amostragem (P<0,0001) e pela interagédo (P=0,001) entre os tempos
de coleta e os tratamentos testados. Quando considerado apenas o efeito isolado
dos tratamentos independente dos tempos de coleta, os niveis de cortisol ndo
apresentaram diferencga significativa (P=0,1480). O tratamento com L-TRP afetou
as concentracbes de cortisol pré-transporte. As concentracfes foram
significativamente maiores nos peixes que receberam dieta suplementada com os
dois niveis de L-TRP.

Duas horas apoés inicio do transporte, os valores de cortisol circulante
aumentaram nos peixes do grupo controle e nos alimentados com a
suplementacdo de 2X (1,21g de L-TRP/100 g). Nestes grupos, as concentracdes
do hormdnio voltaram aos valores pré-transporte quatro horas pos-transporte e
tais valores permaneceram semelhantes em todas as amostragens posteriores.
No grupo 4X (2,15g de L-TRP/100 g), ndo houve alteracdo nos niveis de cortisol
observados na amostragem pré-transporte. A concentracdo de L-TRP 4X superior
ao da dieta controle impediu o aumento do cortisol causado pelo procedimento de

transporte.
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Figura 1. Concentracdo de cortisol sérico antes, durante e ap0s o transporte de matrinxa.
Tratamentos: T1 (controle) — 0,74g de L-TRP/100g de racdo; T2X — 1,21g de L-TRP/100 g de
racdo e T4X — 2,159 de L-TRP/100 g de ragdo. Tempos de coleta: antes do transporte, as duas
horas de transporte, imediatamente apdés o transporte, uma hora, seis e 24 horas apds o
transporte. Letras mailsculas comparam os tratamentos em cada tempo de amostragem e letras

minUsculas o mesmo tratamento nos diferentes tempos (p<0,05). Média + erro padrao.

N&o houve interacdo dos efeitos da inclusdo de L-TRP nos tempos de
amostragem sobre a glicemia (P=0,6857). Assim, os resultados (Fig. 2) sao
apresentados agrupando os dados de tratamentos nos tempos de amostragem
(P<0,0001) e dados de todas as amostragens para cada tratamento (P=0,0074).
Houve um aumento progressivo da glicemia a partir dos valores pré-transporte até
1h apo6s o transporte e reducdo a valores semelhantes as 6 e 24 horas de

recuperacao, valores estes ainda superiores aos valores pré-transporte.

A suplementacdo da dieta com L-TRP reduziu as respostas da glicose
sanguinea com queda significativa nos peixes que receberam a suplementacao
de 2X os niveis do aminoacido da dieta controle e valores intermediarios nos

peixes que receberam a suplementacdo de 4X os niveis controle.
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Figura 2. Concentracdo de glicose plasmética antes, durante e ap0s o transporte de matrinxa.
Tratamentos: T1 (controle) — 0,74g de L-TRP/100g de ragéo; T2 — 1,21g de L-TRP/100 g de racéo
e T4X — 2,15g de L-TRP/100 g de racdo. Tempos de coleta: antes do transporte, as duas horas de
transporte, imediatamente apds o transporte, uma hora, seis e 24 horas apés o transporte. Letras
mailsculas comparam tratamentos em cada tempo de amostragem e letras mindsculas o0 mesmo

tratamento nos diferentes tempos (p<0,05). Média + erro padréo.

Assim como nas respostas da glicose, ndo houve interacdo (P=0.5582)
entre a suplementacdo de L-TRP e tempos de amostragem, mas o transporte
afetou as concentracdes de cloreto independente do tratamento (P<0,0001). As
quatro horas de transporte e uma hora apés a chegada dos peixes os valores
foram semelhantes entre si e superiores aos observados antes e apds duas horas
de transporte e inferiores aos observados seis e 12 horas apés o término do
transporte. O L-TRP também afetou os niveis de cloreto (Fig. 3) independente do
tempo de amostragem (P=0,0003). Nos dois grupos de peixes alimentados com L-

TRP, os niveis de cloreto foram superiores ao do grupo controle.
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Figura 3. Concentracdo de cloreto sérico antes, durante e apdés o transporte de matrinxa.
Tratamentos: T1 (controle) — 0,74g de L-TRP/100g de ragdo; T2X — 1,21g de L-TRP/100 g de
racdo e T4X — 2,15g de L-TRP/100 g de ragdo. Tempos de coleta: antes do transporte, as duas
horas de transporte, imediatamente apdés o transporte, uma hora, seis e 24 horas apds o
transporte. Letras mailsculas comparam tratamentos em cada tempo de amostragem e letras

minUsculas o mesmo tratamento nos diferentes tempos (p<0,05). Média + erro padrao.

As concentracdes de sodio sérico foram significativamente afetadas pelos
tempos de amostragem (P<.0001), embora ndo tenha ocorrido diferencas nos
tratamentos (P=0,0578) e na interacdo entre tempos de coleta e tratamentos
testados (P=0,4511). Os niveis de sOdio sérico cairam progressivamente da
primeira amostragem até as amostragens realizadas ao final do transporte e uma
hora depois. Os valores comecaram a subir as seis horas e atingiram os valores

maximos as 24 horas pés-transporte (Fig. 4).
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Figura 4. Concentracdo de sédio sérico antes, durante e apdés o transporte de matrinxa.
Tratamentos: T1 (controle) — 0,74g de L-TRP/100g de ragdo; T2X — 1,21g de L-TRP/100 g de
racdo e T4X — 2,159 de L-TRP/100 g de ragdo. Tempos de coleta: antes do transporte, as duas
horas de transporte, imediatamente apdés o transporte, uma hora, seis e 24 horas apds o
transporte. Letras mailsculas comparam os tratamentos em cada tempo de amostragem (p<0,05).

Média + erro padréo.

Os niveis de potassio sérico foram significativamente afetados pelos
tempos de amostragem (P<.0001) e interacdo (P<.0001) entre tempo e dietas
testadas. Porém, ndo houve efeito dos tratamentos (P=0,4670) nos valores de

potassio.

As concentracfes de potassio sérico dos peixes que receberam as duas
suplementacdes de L-TRP foram significativamente mais baixas que nos peixes
controle antes do transporte (Fig. 5) e este comportamento se repetiu duas horas
apos inicio do transporte. As quatro horas de transporte, os valores se igualaram.
Nas ultimas amostragens (uma, seis e 24 horas poés transporte), as concentracdes
de K reduziram igualmente em todos o0s grupos de peixes e em todas as

amostragens.

Os valores observados nos grupos tratados com L-TRP foram semelhantes
aos valores pré-transporte, mas o0s valores dos peixes controles foram
significativamente inferiores aos valores observados nas 3 amostragens

anteriores.
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Figura 5. Concentracdo de potassio sérico antes, durante e apds o transporte de matrinxa.
Tratamentos: T1 (controle) — 0,74g de L-TRP/100g de racdo; T2X — 1,21g de L-TRP/100 g de
ragédo e T4X (4X) — 2,159 de L-TRP/100 g de racdo. Tempos de coleta: antes do transporte, as
duas horas de transporte, imediatamente apés o transporte, uma hora, seis e 24 horas apés o
transporte. Letras mailsculas comparam os tratamentos em cada tempo de amostragem e letras

minUsculas o0 mesmo tratamento nos diferentes tempos (p<0,05). Média + erro padrao.

Os valores de proteina total ndo foram afetados pelos tratamentos
(P=0.5883) testados. Porém, estes valores sofreram influéncia significativa dos
tempos de amostragem (P=0,0007) e da interacdo (P<.0001) entre tempo e
tratamentos. Na amostragem pré-transporte, as concentracdes séricas de
proteina total dos peixes dos dois grupos suplementados com L-TRP foram
significativamente superiores as concentracfes dos peixes controle (Fig. 6). Esta
relacdo se inverteu as 2 e 4 horas do transporte e a partir dai, as flutuacdes

observadas ndo seguiram um padrao regular.

Nos peixes do grupo controle, as concentragcbes de proteina total
aumentaram signifcativamente apds o transporte e ndo retornaram aos valores
iniciais até a amostragem final. Nos peixes alimentados com L-TRP suplementar

nao se observou um padréo regular.
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Figura 6. Concentracdo de proteina total antes, durante e apds o transporte de matrinxa.
Tratamentos: T1 (controle) — 0,74g de L-TRP/100g de ragdo; T2X — 1,21g de L-TRP/100 g de
racdo e T4X — 2,15g de L-TRP/100 g de ragdo. Tempos de coleta: antes do transporte, as duas
horas de transporte, imediatamente apdés o transporte, uma hora, seis e 24 horas apds o
transporte. Letras mailsculas comparam os tratamentos em cada tempo de amostragem e letras

minUsculas o mesmo tratamento nos diferentes tempos (p<0,05). Média + erro padrao.

O hematécrito ndo apresentou diferenca significativa para os tratamentos
(P=0,0993). Houve diferenca nos valores de hematdcrito para os tempos de
amostragem (P<.0001) e interacdo entre tempo e tratamentos (P<.0001). Os
valores de hematdécrito na amostragem pré-transporte foram significativamente
maiores nos dois grupos de peixes que receberam L-TRP suplementar, em
relacdo ao grupo controle, e mais elevados no grupo 4X que no 2X (Fig. 7). Este
padrdo se inverteu as 2 e 4 horas de transporte, indicando um efeito mais
pronunciado de reducéo dos valores iniciais do hematdcrito com a suplementacao
de 4X a quantidade de L-TRP controle. Os valores voltam a se elevar na ultima

amostragem.
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Figura 7. Hematdcrito antes, durante e apds o transporte de matrinxa. Tratamentos: T1 (controle) —
0,749 de L-TRP/100g de racdo; T2X — 1,21g de L-TRP/100 g de racdo e T4X — 2,159 de L-
TRP/100 g de racdo. Tempos de coleta: antes do transporte, as duas horas de transporte,
imediatamente apds o transporte, uma hora, seis e 24 horas apés o transporte. Letras mailsculas
comparam os tratamentos em cada tempo de amostragem e letras mindsculas 0 mesmo

tratamento nos diferentes tempos (p<0,05). Média + erro padrao.

O numero de eritrécitos foi afetado significativamente apenas pelos tempos de
amostragem (P<.0001). Nao houve efeito da interacdo entre tempos e
tratamentos (P=0,0608). A contagem do numero de células vermelhas foi
significativamente mais elevada apenas uma hora ap6s o transporte,
independente dos tratamentos (Fig. 8), razdo pela qual os dados de tratamentos

sdo agrupados. O L-TRP néo interferiu neste parametro (P= 0,6523).
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Figura 8. Numero de eritrécito antes, durante e apos o transporte de matrinxd. Tratamentos: T1
(controle) — 0,749 de L-TRP/100g de racéo; T2X — 1,21g de L-TRP/100 g de racdo e T4X — 2,15¢g
de L-TRP/100 g de ragdo. Tempos de coleta: antes do transporte, as duas horas de transporte,
imediatamente apos o transporte, uma hora, seis e 24 horas apés o transporte. Letras mailsculas

comparam os tratamentos em cada tempo de amostragem (p<0,05). Média + erro padréo.

Os niveis de hemoglobina foram afetados pela tratamento
(P=0,0012), tempo (P<.0001) e interacdo (P=0,035). As concentracbes de
hemoglobina sdo mais elevadas nos peixes alimentados com suplementacdo de
L-TRP antes do transporte (Fig. 9) e isso se repete as 2 e 4 h de transporte nos
grupos 2X e 4X em relacdo ao grupo controle, respectivamente. No periodo pos
transporte, as diferencas entre os grupos desaparecem embora todos apresentem
um padrdo de valores mais elevados que durante e antes do transporte, exceto

pelos peixes do grupo 4X que ja estava elevado as 4h.
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Figura 9. Concentracdo de hemoglobina antes, durante e apds o transporte de matrinxa.
Tratamentos: T1 (controle) — 0,74g de L-TRP/100g de ragdo; T2X — 1,21g de L-TRP/100 g de
racdo e T4X — 2,15g de L-TRP/100 g de racdo. Tempos de coleta: antes do transporte, as duas
horas de transporte, imediatamente apds o transporte, uma hora, seis e 24 horas apds o
transporte. Letras mailsculas comparam os tratamentos em cada tempo de amostragem e letras

minUsculas e 0 mesmo tratamento nos diferentes tempos (p<0,05). Média + erro padrao.

O volume corpuscular médio foi afetado pelo tempo (P<.0001) e pela efeito
de interacdo (P<.0001) entre tempos e tratamentos, porém nao houveram
diferencas nos tratamentos (P=0,1255). O padrao geral da resposta do VCM se
assemelha ao do hematdcrito, indicando que as alteracdes deste parametro
ocorreram por alteracdo do volume das células e ndo pelo numero delas (Fig. 10).
Os peixes alimentados com triptofano apresentam VCM mais elevados antes do
transporte e este padréo se inverte as 2 e 4 h de transporte, sendo os valores

mais baixos nos peixes que receberam a maior quantidade de triptofano, as 4h.

Depois de 1 h de concluido o procedimento do transporte, os trés grupos
de peixes apresentaram, igualmente, os valores mais baixos de VCM, os quais
voltaram a se elevar 6 e 24 h depois. Na ultima amostragem, os valores dos

peixes com L-TRP foram mais elevados que nos controles.
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Figura 10. Volume corpuscular médio antes, durante e apdés o transporte de matrinxa.
Tratamentos: T1 (controle) — 0,74g de L-TRP/100g de ragéo; T2X — 1,21g de L-TRP/100 g de
racdo e T4X — 2,15g de L-TRP/100 g de ragdo. Tempos de coleta: antes do transporte, as duas
horas de transporte, imediatamente apds o transporte, uma hora, seis e 24 horas apds o
transporte. Letras mailsculas comparam os tratamentos em cada tempo de amostragem e letras

minUsculas o mesmo tratamento nos diferentes tempos (p<0,05). Média + erro padrao.

A resposta da CHCM observada indica padrao semelhante ao da
hemoglobina (Fig. 11), com elevacdo gradual até a amostragem de 1h apds o
transporte e reducéo as 24h, embora os valores ndo retornem aos observados no
pré-transporte. Nao houve efeito da dieta (P=05994) e nem da interacdo tempo x
tratamento (P=0,0644) neste parametro. As diferencas foram observadas apenas

para os tempos de amostragem (P<.0001).
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Figura 11. Concentracdo de hemoglobina corpuscular média antes, durante e apds o transporte de
matrinxa. Tratamentos: T1 (controle) — 0,749 de L-TRP/100g de racdo; T2X — 1,21g de L-TRP/100
g de racdo e T4X — 2,15g de L-TRP/100 g de racdo. Tempos de coleta: antes do transporte, as

duas horas de transporte, imediatamente apés o transporte, uma hora, seis e 24 horas apés o

transporte. Letras mailsculas comparam os tratamentos em cada tempo de amostragem (p<0,05).

Média + erro padréo.

28



3.2 Efeitos da suplementacdo dietética de L-triptofano nas respostas de
estresse e comportamento durante a interacdo social de peixes estocados

em aquarios

3.2.1. Variaveis de comportamento

As tabelas 1, 2 e 3 apresentam os resultados do tempo de laténcia para o
primeiro ataque, total de mordidas e perseguicdo por peixe, respectivamente, nos

peixes agrupados em diferentes densidades.

A laténcia para o primeiro ataque (Tabela 1) foi maior nos aquarios com
dois peixes alimentados com a suplementacgéo 4x de L-TRP. No caso de 4 peixes,
nao houve diferenca no tempo de laténcia independente dos tratamentos
testados. No agrupamento de 6 peixes, observou-se uma laténcia mais tardia com
a suplementacao de 2x L-TRP em relag&o aos outros tratamentos. Comparando a
resposta do nimero de peixes dentro de cada tratamento, observa-se que no T1
ndo houve diferenca entre as densidades testadas, embora numericamente a
laténcia diminuiu nos tratamentos com suplementacdo de L-TRP. No T2X, a
laténcia foi menor apenas no agrupamento de 4 peixes, enquanto em T4X, a
laténcia para o primeiro ataque mais alta foi observada no agrupamento de 2

peixes.

Tabela 1. Laténcia (segundos) para o primeiro ataque em juvenis de matrinxa
alimentados com diferentes niveis de triptofano (L-TRP) durante interacdo social em

diferentes densidades.

2 peixes 4 peixes 6 peixes
T1 (0,27 g L-TRP/100g) 25,0+,3"@ 13,4+2,6™ 11,6442
T2X (0,54 g L-TRP/100g)  15,5+6,6"® 7,2+41,3%°  34,244,3%
T4X (1,08 g L-TRP/100g)  148,6+1% 11,5+3,5"°  13,2+35°%°

Letras mailsculas comparam os tratamentos em cada densidade e letras mindsculas 0 mesmo

tratamento nas diferentes densidades (p<0,05). Médiaterro-padréo.
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O numero de mordidas (Tabela 2) cresceu gradualmente nos T1, T2X e
T4X, embora ndo houvesse significancia estatistica (P=0.624) . Na interacdo de 4
peixes, ndo houve diferenca entre os tratamentos com L-TRP (P=0,1782),
enquanto no agrupamento de 6 peixes, a suplementacdo de 2x e 4x L-TRP
aumentou o numero de mordidas (P=0,0361). Comparando as diferentes
densidades de peixes dentro de cada tratamento, observa-se que nos
agrupamentos de peixes que receberam a racao controle (T1), o maior numero de
mordidas ocorreu na interacao de 4 peixes, sendo iguais as respostas de 2 e 6 de
peixes. Na suplementacdo com 2X L-TRP, ndo houve diferenca nesta variavel,
enquanto peixes que receberam 4X L-TRP apresentaram menor numero de

mordidas quando agrupados em 4 e 6 peixes.

Tabela 2. Niumero de mordidas, por peixe, em juvenis de matrinxa alimentados com

diferentes niveis de triptofano (L-TRP) durante interacdo social em diferentes densidades.

2 peixes 4 peixes 6 peixes
T1(0,27 g L-TRP/100g)  12,3+1,6™  27,3+10,2**  11,1+3,0°°
T2X (0,54 g L-TRP/100g) 31,4+10,6"*  28,7+2,4"® 27,4485
T4X (1,08 g L-TRP/100g) 46,7+11,0°*  20,5+11,3"°  33,6+2,8""

Letras mailsculas comparam os tratamentos em cada densdade e letras mindsculas o

mesmo tratamento nas diferentes densidades (p<0,05). Médiaterro-padrao.

O nuamero de perseguicdo, por peixe (Tabela 3) cresceu nos tratamentos
que receberam L-TRP, especialmente no T2X, quando dois peixes interagiram .
No agrupamento de 4 peixes, 0 numero de perseguicdo nao foi afetado pelo L-
TRP. Ja no agrupamento de 6 peixes, o L-TRP suplementar aumentou
gradualmente o numero de perseguicdo, sendo T4X significativamente diferente
de T1. Comparando as densidades testadas dentro de cada tratamento, observa-
se que 0 maior numero de persegui¢cdo aconteceu no agrupamento de 4 peixes
que receberal a racéo controle. Quando 0s peixes receberam a ragédo T2X L-TRP,
houve redugdo no comportamento de persegui¢cdo nos agrupamentos de 4 e 6

peixes. O mesmo aconteceu quando os peixes receberam racdo com 4X L-TRP,
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embora, no agrupamento de 6 peixes, o valor observado fosse intermediério,
entre T2X e T1.

Tabela 3. Numero de perseguicdes, por peixe, de juvenis de matrinxa alimentados com

diferentes niveis de triptofano (L-TRP) durante interacao social em diferentes densidades.

2 peixes 4 peixes 6 peixes
T1 (0,27 g L-TRP/100g)  26,3+8,3% 46,7+9,2" 19,042,452
T2X (0,54 g L-TRP/100g) 104,6+26,7°%  39,1+4 6" 32,8+8,55°
T4X (1,08 g L-TRP/100g) 66,2+15,4"%2 31 3+42"° 44,3+3 7%

Letras mailsculas comparam os tratamentos em cada densidade e letras mindsculas o

mesmo tratamento nas diferentes densidades (p<0,05). Médiazerro-padrao.

3.2.2. Indicadores fisiol6gicos de estresse

As concentracdes de cortisol sérico dos peixes expostos a interacdo social
encontram-se na Fig. 12. Os resultados observados na interacdo de diferente
namero de peixes sao apresentados agrupados por tratamento com L-TRP, pois
ndo houve diferenca entre o numero de individuos que foram expostos ao
confronto. As diferencas foram observadas em relacdo a quantidade de L-TRP
suplementar e mostram gque os niveis hormonais foram mais elevados nos peixes

alimentados com as racdes suplementadas com L-TRP (T2X e T4X).
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Figura 12. Cortisol sérico de matrinxads estocados em aquérios com diferentes densidades (2, 4 e 6
peixes). Na auséncia de diferenca entre as densidades, os valores foram agrupados. Letras
mindsculas indicam diferengas significativas (p<0.05). Média + erro padrdo. T1 — racdo controle
(0,27 g de L-TRP/100 g de racdo); T2X - racdo enriquecida 2X (0,54 g de L-TRP/100 g de racéo);
T4X - racdo enriquecida 4X (1,08 g de L-TRP/100 g de racdo). Tratamentos (P=0.0020);
densidade (P=0,9156); tratamentos x densidades (P=0,3075).

Os resultados observados na andlise da glicose sanguinea (Fig. 13)
seguem o mesmo perfil do cortisol sérico. Os resultados observados na interacdo
de diferente nimero de peixes sdo apresentados agrupados por tratamento,
desde que ndo houve diferenca em relacdo ao numero de individuos colocados
no aquario. As diferencas foram observadas em relacdo ao tratamento com L-
TRP e mostram que, independente do numero de peixes, 0s niveis de glicose
plasmatica foram mais elevados nos peixes alimentados com as racfes
suplementadas com L-TRP (T2X e T4X).
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Figura 13. Glicose plasmética de matrinxds estocados em aquérios com diferentes densidades (2,
4 e 6 peixes). Na auséncia de diferenca entre as densidades, os valores foram agrupados. Letras
mindsculas indicam diferengas significativas (p<0.05). Média + erro padrdo. T1 — racdo controle
(0,27 g de L-TRP/100 g de racdo); T2X - racdo enriquecida 2X (0,54 g de L-TRP/100 g de racéo);
T4X — racéo enriquecida 4X (1,08 g de L-TRP/100 g de racédo). Tratamentos (P<.0001); densidade
(P=0,2259); tratamentos x densidades (P=0,1310).

Similarmente ao observado nos resultados de cortisol sérico e glicose
plasmatica, as concentracfes de cloreto sérico (Fig. 14) nado diferiram entre as
diferentes densidades de peixes nas interacbes sociais e o0s dados sao
apresentados agrupados por tratamento. As diferencas foram observadas apenas
em relacdo ao tratamento com L-TRP e mostram que, independente do nimero
de peixes, os niveis de cloreto circulante foram mais elevados nos peixes

alimentados com as rag¢des suplementadas com L-TRP (T2X e T4X).
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Figura 14. Cloreto sérico de matrinxas estocados em aquérios com diferentes densidades (2, 4 e 6
peixes). Na auséncia de diferenca entre as densidades, os valores foram agrupados. Letras
mindsculas indicam diferengas significativas (p<0.05). Média + erro padrdo. T1 — racdo controle
(0,27 g de L-TRP/100 g de racgdo); T2X - racdo enriquecida 2X (0,54 g de L-TRP/100 g de racéo);
T4X — racéo enriquecida 4X (1,08 g de L-TRP/100 g de racédo). Tratamentos (P<.0001); densidade
(P=0,1938); tratamentos x densidades (P=0,3749).

N&do houve interacdo dos efeitos do tratamento com L-TRP com as
densidades de peixes na concentracdo de proteina sérica (Fig. 15). A
suplementacdo da dieta com L-TRP reduziu significativamente as concentracdes
de proteina total sérica dos peixes, enquanto que houve elevacdo das
concentracfes deste parametro nas interacdes sociais entre 4 e 6 matrinxas, em

relacdo a interacdo de apenas dois peixes.
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Figura 15. Proteina total sérica de matrinxds estocados em aquérios com diferentes densidades
(2, 4 e 6 peixes). Letras mindsculas indicam diferengas significativas entre os tratamentos e letras
mailsculas indicam diferencas na densidade de estocagem (p<0.05). Média + erro padrdo. T1 —
racdo controle (0,27 g de L-TRP/100 g de ragdo); T2X - racdo enriquecida 2X (0,54 g de L-
TRP/100 g de racdo); T4X — racdo enriquecida 4X (1,08 g de L-TRP/100 g de rag&o). Tratamentos
(P<.0001); densidade (P=0,0111); tratamentos x densidades (P=0,3615).

Os valores de hematdcrito mostram que peixes de todos 0s grupos que
interagiram (2, 4 e 6 peixes), alimentados com ra¢des suplementadas com L-TRP
apresentaram valores significativamente reduzidos deste parametro em relacéo

aos peixes alimentados com a racao controle (Fig. 16).
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Figura 16. Hematécrito de matrinxads estocados em aquarios com diferentes densidades (2, 4 € 6
peixes). Na auséncia de diferenca entre as densidades, os valores foram agrupados. Letras
minUsculas indicam diferencas significativas (p<0.05). Média + erro padrdo. T1 — racdo controle
(0,27 g de L-TRP/100 g de racdo); T2X - racdo enriquecida 2X (0,54 g de L-TRP/100 g de racao);
T4X — racéo enriquecida 4X (1,08 g de L-TRP/100 g de racdo). Tratamentos (P<.0001); densidade
(P=0,4736); tratamentos x densidades (P=0,6052).

A contagem de eritrocitos mostrou padréo inverso ao do hematdcrito (Fig.
17), sendo os valores observados nos peixes que receberam as racles
suplementadas com L-TRP mais elevados que o0s observados nos peixes

controle, independente do nimero de peixes colocados no aquario.
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Figura 17. Numero de eritrécitos de matrinxas estocados em aquarios com diferentes densidades
(2, 4 e 6 peixes). Na auséncia de diferenca entre as densidades, os valores foram agrupados.
Letras mindsculas indicam diferengas significativas (p<0.05). Média + erro padrdo. T1 — racao
controle (0,27 g de L-TRP/100 g de racéo); T2X - racédo enriquecida 2X (0,54 g de L-TRP/100 g de
racéo); T4X — racdo enriquecida 4X (1,08 g de L-TRP/100 g de ragéo). Tratamentos (P=0.0115);
densidade (P=0,7878); tratamentos x densidades (P=0,3003).

Em relacdo a concentracdo de hemoglobina (Fig. 18), houve reducao
gradual com o aumento da quantidade de L-TRP nas racbes, sendo o valor
observado em T4X significativamente diferente daquele de T1. Por outro lado, as
concentracdes de hemoglobina aumentaram com o aumento do nimero de peixes
no aquario, sendo o valor observado no agrupamento de 6 peixes
significativamente superior ao observado no agrupamento de apenas duas

matrinxas.
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Figura 18. Hemoglobina de matrinx&@s estocados em aquérios com diferentes densidades (2, 4 e 6
peixes). Letras minusculas indicam diferengas significativas entre os tratamentos e letras
mailsculas indicam diferencas na densidade de estocagem (p<0.05). Média + erro padrdo. T1 —
racdo controle (0,27 g de L-TRP/100 g de ragdo); T2X - racdo enriquecida 2X (0,54 g de L-
TRP/100 g de racdo); T4X — ragdo enriquecida 4X (1,08 g de L-TRP/100 g de racéo). Tratamentos
(P=0.0003); densidade (P=0,1469); tratamentos x densidades (P=0,8097).

O perfil da resposta do VCM (Fig. 19) mostrou o0 mesmo padréo observado
na resposta do hematdcrito, indicando que este parametro esta associado aos
resultados do hematdécrito. Os resultados mostram que peixes alimentados com
as racdes suplementadas com L-TRP, independente do numero de peixes
colocados no aquario, apresentaram valores deste parametro sanguineo
significativamente reduzidos em relagcdo aos valores observados nos peixes do

tratamento sem suplementacdo com L-TRP.
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Figura 19. Volume corpuscular médio de matrinxas estocados em aquarios com diferentes
densidades (2, 4 e 6 peixes). Na auséncia de diferenca entre as densidades, os valores foram
agrupados. Letras mindsculas indicam diferencas significativas (p<0.05). Média + erro padréo. T1
— racdo controle (0,27 g de L-TRP/100 g de racéo); T2X - racdo enriquecida 2X (0,54 g de L-
TRP/100 g de racédo); T4X — racdo enriquecida 4X (1,08 g de L-TRP/100 g de rag&o). Tratamentos
(P<.0001); densidade (P=0,2786); tratamentos x densidades (P=0,3411).

Os valores de CHCM mostram que os peixes alimentados com a racao
suplementada com 2X a quantidade de L-TRP da racéo controle, independente do
namero de peixes colocados nos aquarios (Fig. 20), apresentaram valores
significativamente superiores aos dos outros tratamentos com L-TRP (sem

suplementacao e suplementacao de 4X a quantidade controle).
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Figura 20. Hemoglobina corpuscular média de matrinxas estocados em aquéarios com diferentes
densidades (2, 4 e 6 peixes). Na auséncia de diferenca entre as densidades, os valores foram
agrupados. Letras minlsculas indicam diferengas significativas (p<0.05). Média + erro padrao. T1
— racdo controle (0,27 g de L-TRP/100 g de racéo); T2X - racdo enriquecida 2X (0,54 g de L-
TRP/100 g de racdo); T4X — racdo enriquecida 4X (1,08 g de L-TRP/100 g de rag&o). Tratamentos
(P=0.0031); densidade (P=0,6465); tratamentos x densidades (P=0,4968).

4. DISCUSSAO

Este estudo avaliou a influéncia da suplementacéo dietética de triptofano
na mediacdo de respostas de estresse geradas no transporte dos peixes em

sistema fechado e na interacéo social de diferente nimero de juvenis de matrinxa.

Os dados obtidos mostram que a maior suplementacao de L-TRP impediu
0 aumento do cortisol causado pelo estresse de transporte, no Experimento 1,
enquanto que, independente do numero de peixes que participaram dos
confrontos, ambos os niveis de suplementacéo dietética com L-TRP aumentaram

as concentragdes do cortisol circulante, no Experimento 2.
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Estes dados confirmam dados obtidos em estudos prévios realizados em
nosso laboratdrio que mostraram reducdo dos niveis circulantes de cortisol em
juvenis de matrinxa alimentados por uma semana com dieta suplementadas com
L-TRP, depois que os peixes foram adensados por reducdo do volume de agua
da caixa de criacdo (MONTEDOR et al., submetido), enquanto que peixes que
receberam suplementacdo dietética de L-TRP, pelo mesmo tempo, e foram
submetidos a condi¢cdes de confronto social, apresentaram aumento dos niveis de

cortisol sanguineo apés 20 min de interacdo (WOLKERS et al., 2012).

4.1 Experimento 1: Efeito da suplementacdo dietética de L-triptofano nas

respostas de estresse durante o transporte de peixes.

Este experimento evidenciou as respostas classicas de estresse nos
juvenis de matrinxd do grupo controle, submetidos a transporte em sistema
fechado, além de um efeito inibitério do L-TRP dietético suplementar na elevacéo

do cortisol sérico induzido pelo transporte.

Observamos, nos peixes que receberam a racdo controle, aumento da
concentracdo sanguinea de cortisol e da glicose e reducdo das concentracdes de
sédio, embora o perfil dos outros indicadores ndo tenha evidenciado padrdes
claros de resposta de estresse. O transporte de peixes € considerado uma pratica
estressante que provoca alteracbes hormonais, metabdlicas e ibnicas em peixes,
incluindo a espécie modelo deste estudo (CARNEIRO; URBINATI, 2001,
URBINATI; CARNEIRO, 2004). Sob condicbes de estresse, 0 sistema simpéatico-
cromafim e o eixo hipotalamo-hipdfise-interrenal dos peixes sao ativados
liberando catecolaminas e cortisol na circulacdo sanguinea. Estes hormdnios sao
responsaveis por mudancas nas respostas metabdlicas, ibnicas e imunoldgicas
como uma adaptacdo frente ao estressor (BARTON; IWAMA, 1991;
WENDELAAR BONGA, 1997). A liberacéo de cortisol no plasma e o consequente
aumento dos niveis de glicemia no sangue sdo considerados indicadores
confiaveis de estresse em peixes (WENDELAAR BONGA, 1997).

Neste estudo, os niveis de cortisol antes do transporte foram afetados pelo
L-TRP. Nos peixes dos grupos que receberam L-TRP suplementar o horménio

circulante era mais elevado. Apdés duas horas de transporte, o aumento

41



provocado pelo transporte foi inibido pelo L-TRP. Neste grupo de peixes, 0s niveis
de cortisol se mantiveram constantes ao longo de todo o experimento. Nos outros
grupos (controle e 2X L-TRP), os valores elevados do horménio voltaram aos
valores iniciais a partir de 4 horas e nenhuma diferenca foi observada durante o

resto do experimento.

O L-TRP suplementar nas ragOes foi utilizado, neste estudo, como
estratégia para a reducao das respostas de estresse. Estudos em varias espécies
de peixes, utilizando o aminoacido L-triptofano como redutor da resposta de
estresse e liberagédo do cortisol, demonstraram o efeito do L-TRP na elevacéo do
cortisol sérico antes da exposi¢cao dos peixes ao estressor, como o observado no
matrinxd antes do transporte, e do efeito inibitério na liberacdo do cortisol
(LEPAGE et al., 2002; 2003; 2005; TEJPAL et al., 2009; HOSEINI e HOSSEINI,
2010; AKHART et al., 2012; HOSEINI et al., 2012; HOSSEINI e HOSEINI, 2013).

Dietas suplementadas com L-TRP reduziram respostas de estresse em
carpa (Cirrhinus mrigala) em condicdo de adensamento (TEJPAL et al., 2009),
além de aumentar a tolerancia da mesma espécie em agua salgada e reduzir a
liberacdo de cortisol (HOSEINI e HOSSEINI, 2010). Em carpa comum (Cyprinus
carpio), L-TRP dietético bloqueou estresse induzido pela exposicdo ao cobre
(HOSEINI et al., 2012) e reduziu os niveis de cortisol plasméatico expostos a
exposicao aérea ou abaixamento do nivel da agua do tanque (HOSSEINI e
HOSEINI, 2013). Adicionalmente, a suplementacédo dietética com L-TRP ajudou a
reduzir estresse térmico e de salinidade em “rohu” (Labeo rohita) (AKHTAR et al.,
2012).

4.2 Experimento 2: Efeitos da suplementacao dietética de L-triptofano nas
respostas de estresse e comportamento durante a interagcdo social de

peixes estocados em aquarios

Este experimento evidenciou que, quanto as variaveis comportamentais, de
modo geral, a laténcia para o 1° ataque, o0 numero de mordidas e de persegui¢ao
foi, menor nos confrontos de maior numero de peixes que recebeu L-TRP. O

namero de individuos nos confrontos nédo afetou a liberacdo de cortisol, mas a
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suplementacdo com L-TRP aumentou os valores de cortisol, glicose, cloreto,
namero de eritrécitos e CHCM, enquanto houve reducdo do hematécrito e VCM.

O L-TRP tem sido utilizado em estudos visando reducdo de comportamento
agressivo, por seu papel como precursor da serotonina, neurotransmissor
envolvido o controle deste comportamento (LEPAGE et al., 2002; HSEU et al.,
2003; LEPAGE et al., 2003; HOGLUND et al., 2005; LEPAGE et al., 2005;
WOLKERS et al., 2013).

Relacdo entre o sistema serotoninérgico e o HHI ja foi descrita
anteriormente em outras espécies de peixes (WINBERG et al., 1997; JVERLI et
al., 1999; HOGLUND et al., 2005; LEPAGE et al., 2002, 2005; WOLKERS et al.,
2013). Além do papel da serotonina no controle do comportamento agressivo em
alguns peixes (WINBERG et al., 2001; HOGLUND et al., 2005; LEPAGE et al.,
2005; LILLESAAR, 2011; WOLKERS et al., 2012), existem evidéncias mostrando
que o sistema serotoninérgico central esta envolvido no controle do eixo HHI e
que a acdo da serotonina é excitatéria, promovendo liberacdo de cortisol
(WINBERG et al.,, 1997, WINBERG, LEPAGE, 1998; HOGLUND et al., 2000;
WOLKERS et al., 2012), como ocorreu no presente estudo, em condi¢cdes de
confronto social.

Este comportamento na secrecdo de cortisol indica que o L-TRP atua no
HHI por mecanismo diferente daquele verificado no Experimento 1 deste estudo.
Os mecanismos pelos quais o L-TRP atua ainda nédo estao esclarecidos e podem
ocorrer por diferentes vias neurais, cujos neurotransmissores dependem
igualmente do TRP como precursor. A relacdo entre o sistema serotoninérgico e a
producdo de cortisol pelo eixo hipotalamico-hipofisario-interrenal ja foi
demonstrada (WINBERG et al., 1997; HOGLUND et al., 2000; LEPAGE et al.,
2002, 2003), mas a participacdo da melatonina na elevacdo de cortisol e no
comportamento agressivo também ja foi sugerida em outro estudo com trutas
(LEPAGE et al., 2005). Além disso, foi evidenciado em salmao do Atlantico que a
dopamina hipotalamica pode estar envolvida no redutor de estresse do L-TRP em

condic¢des de confinamento (BASIC et al., 2013).
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nos dois experimentos, utilizando duas condi¢des
distintas de manejo, sugerem a participacdo do L-TRP na mediagdo das
respostas de liberacdo do cortisol por diferentes mecanismos de controle, um

inibitério e outro excitatorio.
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