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Resumo

Niveis elevados de agressividade estdo diretamente relacionados ao crescimento
heterogéneo e ao canibalismo, podendo levar a perdas significativas na producao no
setor da aquicultura. Uma alternativa para reducdo da agressividade poderia ser o
aumento da producao de serotonina por meio da suplementagao dietética com o
aminoacido triptofano (TRP). A serotonina € um neurotransmissor que regula diversos
processos comportamentais, dentre eles, a agressividade e o estresse. Assim, neste
estudo avaliamos o efeito da suplementacdo dietética com ftriptofano TRP no
comportamento agressivo em juvenis de tilapia-do-Nilo. Os peixes foram mantidos em
aquarios individuais durante sete dias e alimentados uma vez ao dia “ad libitum” com
as dietas: T1(controle: 0,32% de TRP), T2 (1,28% de TRP) e T3 (2,56% de TRP).

O indice de agressividade foi avaliado com base na resposta do peixe a sua imagem
no espelho. Contabilizamos o numero de ataques (mordidas) a imagem de um espelho
posicionado em uma das laterais do aquario durante vinte minutos. Os peixes
alimentados com T3 apresentaram menor frequéncia de mordidas (P = 0,010849)
durante o periodo de observagédo, em comparagao ao grupo controle. Concluimos que
a dieta contendo 25,6mg/g TRP altera a agressividade em juvenis de tilapia-do-Nilo e
que a ragbes suplementadas com TRP podem ser uma estratégia eficiente no manejo
de pisciculturas. Também avaliamos os efeitos do TRP exdgeno na ansiedade (teste
do objeto novo) e estresse (teste do confinamento) em juvenis da tilapia-do-Nilo,

porém nao houve diferengas significativas entre os tratamentos.
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serotonina.



1. Introducgao

Segundo Moyle e Cech (1988), espécies de peixes consideradas territorialistas
apresentam interagdes agressivas que consistem no ataque direto de um individuo ao
outro (comportamento agonistico). A tilapia-do-Nilo, por ser um peixe territorialista,
estabelece uma hierarquia de dominancia entre conspecificos, gerando uma situagao
de estresse nos dominantes e, principalmente, nos submissos (Fernandes, 1997).
Adicionado a isto, observa-se a ocorréncia de um crescimento diferencial entre
individuos, denominado “crescimento heterogéneo” que esta associado as condicbes
de dominéncia e submissdo (Volpato et al., 1989). Assim, a diminuigdo do
comportamento agressivo de dominantes em juvenis de tilapia-do-Nilo poderia permitir
aos individuos submissos mais acesso a comida, levando ao crescimento mais
homogéneo dos peixes. Além disso, poderia minimizar outros efeitos da subordinagao
social e estresse, como a redugdo de apetite (Qverli et al., 1998) e aumento da
suscetibilidade a doencgas (Barton, 1997).

A serotonina (5-hidroxi-triptamina, 5-HT) € responsavel por modular diferentes
atividades neuronais e, consequentemente, diversas fungdes fisiolégicas e
comportamentais, como o0 controle da agressividade, suscetibilidade ao estresse,
ingestdao de alimentos e ansiedade. Segundo Fernstrom (1983), o aminoacido
essencial triptofano (TRP) é o unico precursor da serotonina (5-hidroxi-triptamina, 5-
HT), um neurotransmissor que tem sua biossintese no encéfalo limitada pela
disponibilidade do aminoacido TRP (Boadle-Biber, 1993), sendo possivelmente o teor
de TRP o fator limitante para a produgdo de 5-HT. Assim, acredita-se que uma
ingestao elevada de TRP possa aumentar a concentragédo do aminoacido no encéfalo,
aumentando consequentemente a biossintese de serotonina no encéfalo de peixes
(Aldegunde et al, 1998; Aldegunde et al, 2000; Johnston et al, 1990; Lepage et al,
2002; Winberg et al, 2000). Similarmente, segundo Winberg, Overli e Lepage (2001), o
aumento do teor de TRP na dieta de peixes resulta no aumento da atividade

serotoninérgica no cérebro e diminui o comportamento agressivo de trutas arco-iris



(Onchorhyncus mykiss), sugerindo que a disponibilidade de TRP esta diretamente
relacionada a producao de 5-HT em peixes.

Muitos estudos tém apontado para o efeito da suplementagdo com TRP no controle da
agressividade (Hoglund et al. 2005) e na atenuacgao do estresse em algumas espécies
de peixes (Lepage et al. 2002). Diversos estudos em vertebrados constatam que a
serotonina age inibindo o comportamento agressivo por meio do aumento da atividade
serotoninérgica (Fuller 1996; Hseu et al. 2003; Perreault et al. 2003; Hbglund et al.
2005). Além disso, é provavel que tais efeitos sejam mais acentuados em individuos
dominantes, que consomem maior quantidade de ragcao oferecida (Winberg et al.
2001). Consequentemente, a suplementagdo dietética com TRP permitiia um
crescimento mais homogéneo entre os individuos e reduziria o canibalismo, como foi
recentemente mostrado em juvenis de garoupa, Pinephelus coioides (Hseu et al.,
2003).

O objetivo do presente estudo foi avaliar se ragbes suplementadas com TRP sao
alternativas efetivas para reduzir o comportamento agressivo em juvenis de tilapia-do-
Nilo, espécie de relevante valor econbmico na piscicultura. Tais efeitos podem
oferecer uma ferramenta potencial para diminuir a heterogeneidade e o canibalismo
nas criagdes intensivas que optarem por essa espécie. Além disso, estudos recentes
em vertebrados demonstraram que niveis elevados de 5-HT podem reduzir a
ansiedade (Rouvinem, et al. 1999) e o estresse (Lepage, O.; Tottmar, O.; Winberg, S.,
2002). Portanto, também procuramos avaliar os efeitos sob os peixes de ragdes

suplementadas com TRP nos comportamentos relacionados ao estresse e ansiedade.



2.1. Materiais e métodos

2.1. Animais e condi¢cdes de estoque

Foram utilizados juvenis de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) provenientes do
Biotério de Peixes do Departamento de Fisiologia (Unesp-Botucatu), com tamanho
variavel entre 7,7 e 11,4 cm. Os peixes ja estavam aclimatados e mantidos em
tanques de plastico de 500 litros (25 peixes/L) com temperatura entre 26 a 28°C e
fotoperiodo (12 horas de claro/12 horas de escuro). O pH permaneceu proximo de 7 e
os tanques eram providos de aeracao continua com biofiltros e renovacao constante
da agua, com o objetivo de manter a qualidade da mesma. Os peixes foram
alimentados ad libitum uma vez ao dia com ragao peletizada convencional com 32%
de proteina e 0,32% de triptofano, atendendo as exigéncias nutricionais segundo as

recomendacdes de NCR (2011).

2.1. Delineamento experimental e procedimentos

Os animais foram distribuidos em trés grupos experimentais:
T 1: Controle comercial (0,32% de triptofano);
T 2: ragao acrescida de TRP em 4 vezes (1,28% de triptofano);

T 3: racao acrescida de TRP em 8 vezes (2,56% de triptofano).

Os peixes foram mantidos em aquarios individuais (23L; 40 x 23 x 25 cm) com aeragao
constante, temperatura proxima de 26°C e alimentados ad libitum com as ragdes de
acordo com o grupo experimental de cada individuo. Os aquarios eram sifonados a
cada dois dias, retirando as fezes e restos de ragcdo com a finalidade de manter a

qualidade da agua.



Teste do espelho

Os peixes foram mantidos nos aquarios individuais e alimentados uma vez ao dia com
as ragoes correspondentes a cada tratamento durante 7 dias antes do experimento. O
numero experimental foi de 30 peixes (10 individuos em cada tratamento), sendo 21
machos e 9 fémeas. O objetivo foi mensurar a agressividade através do teste do
espelho (Francis, 1990). O peixe nado reconhece a propria imagem refletida no espelho
e a ataca como se fosse um intruso (Rowland, 1999). Assim, a agressividade foi
mensurada considerando-se o numero de ataques (mordidas) a imagem do peixe no
espelho. O espelho foi posicionado do lado externo de uma das laterais do aquario e
uma folha de papel opaco foi colocada entre ambos com o objetivo de evitar a visdo do
peixe no espelho. A folha de papel foi entdo retirada para o inicio do teste. Nos
proximos vinte minutos, contabilizamos o numero de vezes que cada peixe mordeu o
espelho. O ato de morder partes do corpo do oponente durante um confronto
representa um comportamento agonistico (Alvarenga & Volpato, 1995) e, portanto,
esta relacionado a agressividade. Dessa maneira, o0 objetivo nesse experimento foi
avaliar se a intensidade da resposta agressiva difere entre os animais tratados com

niveis crescentes de triptofano na dieta.

Confinamento por restricdo de espaco

Os peixes foram aclimatados por aproximadamente dois meses, sendo 21 animais (12
machos e 9 fémeas) divididos em 3 tratamentos (7 réplicas cada, contendo 4 machos
e 3 fémeas). Antes do experimento foram quantificadas as frequéncias basais de cada
individuo, para tal foi medido o tempo (em segundos) necessario para 20 movimentos
operculares ou bucais sucessivos. Posteriormente foi feito o calculo para se obter 0 a
frequéncia ventilatéria por minuto, como utilizado por Alvarenga & Volpato (1995). O
confinamento foi realizado deslocando-se o peixe para um dos cantos do aquario por

meio de uma placa de acrilico opaca e vazada. Cada peixe foi confinado durante vinte



segundos e as frequéncias ventilatérias foram novamente medidas apés 1 minuto, 5

minutos e 15 minutos do estimulo estressor.

Teste do objeto novo

Os peixes foram aclimatados e alimentados durante quinze dias antes do experimento.
O numero experimental de 30 peixes foi escolhido ao acaso quanto ao género. Neste
teste, avaliamos a reacdo do peixe frente a um objeto nao familiar inserido no aquario.
Os aquarios foram marcados por trés linhas verticais feitas com caneta marcador
permanente, dividindo o aquario em quatro partes. Quando o peixe se encontrava em
um dos cantos do aquario, o objeto novo (cilindro vermelho de PVC de 6 cm x 8 cm)
era inserido no canto oposto. A reacdo foi filmada por 5 minutos e analisamos a
aproximacao do peixe ao objeto novo a partir das seguintes condi¢des: tempo para
ultrapassar a primeira linha (L1), tempo para ultrapassar a segunda linha (L2), tempo
para ultrapassar a terceira linha (L3), tempo gasto perto do objeto e o tempo em

movimento.

Andlises estatisticas

No teste do espelho, a normalidade dos dados foi testada por meio do teste de
Shapiro-Wilk’'s e a homocedasticidade por meio do teste de Levene’s, considerando-se
P = 0,05. Os dados foram homocedasticos (P = 0,08) e as diferengas entre os
tratamentos e os grupos foram testadas usando a Anadlise de Variancia Simples (One-
way ANOVA). No teste de confinamento por restricdo de espago foi feita analise de
varidncia com medidas repetidas e no teste do objeto novo foi feita Analise de
Variancia Simples (One-way ANOVA). Em todos os testes foram retirados das anadlises
estatisticas todos os valores individuais que se distanciavam da média em mais de

duas vezes o desvio padrao (“outliers”).

3. Resultados



A suplementagdo com TRP reduziu significativamente o nimero de mordidas a
imagem refletida no espelho em juvenis de tilapia-do-Nilo durante o tempo total de
observacgao. Nao foram encontradas diferencgas significativas entre os tratamentos T1
e T2 (P = 0,19) e entre os tratamentos T2 e T3 (P = 0,27). A Unica diferenca
significativa encontrada foi entre os tratamentos T1 e T3 (P = 0,01), mostrando que os
peixes alimentados com a ragdo contendo 2,56% TRP morderam menos vezes o

espelho em comparagéo ao grupo controle. Esses dados se encontram na Figura 1.

300 -

250 - a

200 -

ab

150 -

100 -

Numero de mordidas

b

-

0,32%TRP 1,28% TRP 2,56% TRP

50 -

Figura 1. Agressividade na tilapia-do-Nilo — Teste do espelho. Dados médios (+
DP, n = 7 machos e 3 fémeas para cada tratamento) computados durante 20 minutos
apos apresentacdo do espelho ao animal. Dados com letra diferente sao diferentes

estatisticamente (Tukey, p =0,01)

Nos testes do objeto novo e confinamento por restricio de espago nao houve

diferencgas significativas entre os tratamentos.

4. Discussao
A tilapia-do-Nilo é conhecida pelo seu comportamento agressivo e territorialista, além
de ser uma das espécies de maior relevancia econdmica na piscicultura mundial.

Dessa maneira, € importante a busca de alternativas que reduzam niveis muito



elevados de agressividade, que levariam a perdas na produgdo. Neste estudo
verificamos que a suplementagdo com TRP na dieta reduziu o comportamento
agressivo em juvenis de tilapia-do-Nilo, assim como foi demonstrado em estudos
similares realizados em outras espécies de peixes (H6glund et al, 2005; Wolkers et al.,
2012) e em mamiferos (Blanchard et al., 1991, 1998).

Conhecimentos sobre o controle da sintese de 5-HT em vertebrados ndo mamiferos
ainda sdo escassos. Entretanto, segundo Hoglund et al. (2005) a relacédo entre o TRP
presente no cérebro e a atividade serotoninérgica sugere que a sintese e atividade da
5-HT sao levadas a saturagdo em juvenis de bacalhau-do-Atlantico (Gadus morhua)
alimentados com racao suplementadas com 28,8mg/g de TRP. Neste caso, & provavel
que doses ainda menores de TRP poderiam gerar aumento da atividade
serotoninérgica e diminuir o comportamento agressivo. Neste estudo o teor mais
elevado de TRP utilizado foi 25,6mg/g, sugerindo que o valor de saturacdo de TRP
para a tilapia-do-Nilo seja doses maiores do que esta. Além disso, peixes alimentados
com ragao de teor de TRP 12,8mg/g ndo apresentaram diminuicdo do comportamento
agressivo, indicando que, possivelmente, esta concentracdo ndo é suficiente para
induzir de maneira significativa a atividade serotoninérgica no cérebro de juvenis da
tildapia-do-Nilo. Em comparagéo, Winberg et al. (2001) demonstrou que trutas arco-iris
apresentaram a mesma supressao de agressividade quando alimentadas com ragdes
suplementadas com 8,38 e 74,3mg/g de TRP.

A 5-HT também parece estar diretamente relacionada a suscetibilidade ao estresse, e
0 aumento da sintese desse neurotransmissor pode reduzir os niveis plasmaticos de
cortisol, horménio diretamente envolvido na resposta ao estresse, como demonstrado
por Lepage, O.; Tottmar, O.; Winberg, S. (2002). Neste estudo ndo avaliamos os
parametros fisioldgicos do estresse, como os niveis de cortisol e glicose. A avaliagédo
do estresse foi feita a partir da resposta comportamental dos individuos submetidos ao
teste do espelho, mas nao apresentou diferengas significativas entre os tratamentos

T1, T2 e T3. O teste foi feito uma vez por semana durante um més e, em nenhuma



das situagbes, houve diferenca entre os tratamentos. Possivelmente, o teor de TRP
oferecido nas racdes nao foi suficiente para a sintese de 5-HT necessaria para induzir
resposta nos mecanismos relacionados a resposta ao estresse. Ha ainda a
possibilidade de os peixes terem se familiarizado com as condi¢des do teste, uma vez
que este foi repetido ao longo de quatro semanas. Mais estudos sdo necessarios para
compreender melhor a relagao entre TRP, 5-HT e estresse na tilapia-do-Nilo.

Segundo Rouvinen, K. et al. (1999) o TRP reduz o medo e aumenta o comportamento
exploratério em fémeas de raposas (Vulpes vulpes), contrastando com os resultados
obtidos em nosso estudo. Entretanto, Bosch, G. et al. (2009), concluiu que dietas
suplementadas com TRP n&o alteram os comportamentos relacionados a ansiedade
em caes domeésticos, sugerindo que a auséncia de efeitos poderia ter sido devido a um
conteudo inadequado de TRP na dieta oferecida.

Este estudo mostra que ragdes suplementadas com o precursor da serotonina, o
aminodacido essencial triptofano, pode diminuir o comportamento agressivo em juvenis
de tilapia-do-Nilo, peixe de grande interesse econémico mundial. Além disso, pode
fornecer subsidios para novos estudos a fim de melhorar o desempenho de

pisciculturas que optem por esta espécie.
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