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TITULO - INFLUENCIA DO TRIPTOFANO, DA FLUOXETINA E DA
PARACLOROFENILALANINA NO DESENVOLVIMENTO |INICIAL E NA
SOBREVIVENCIA DE LARVAS DE MATRINXA.

RESUMO - Como estratégia para diminuir o alto indice de canibalismo na larvicultura do
matrinxd, o uso do aminoacido essencial triptofano (Trp) parece promissor. O
aminoacido € o precursor do neurotransmissor mono-aminico serotonina (5-hidroxi-
triptamina, 5-HT) e sua taxa de biossintese no encéfalo séo limitadas pela
disponibilidade desse aminoacido, que parece ser uma das principais limitacées para a
sintese de 5-HT. A ingestdo aumentada de triptofano eleva o nivel do aminoacido no
encéfalo, resultando em biossintese aumentada de 5-HT no encéfalo de peixes. Esse
por sua vez, € um neurotransmissor que media uma ampla variedade de
comportamentos (agressdao, medo e estresse em varias espécies, assim como na
relacdo das interagdes sociais em muitos animais) por acdo no sistema nervoso central
e periférico. Assim, o presente estudo utilizou um aminoacido promotor da serotonina
(triptofano), um inibidor seletivo da recaptacdo do neurotransmissor (fluoxetina) e um
inibidor da sintese da serotonina (PCPA — paraclorofenilalanina), para verificar seu
papel na mediacdo do comportamento agressivo e no desenvolvimento e sobrevivéncia
larval de matrinxa no periodo de 1 a 12 dias ap6s a eclosdo. O triptofano foi fornecido
juntamente com a racgao, ja a fluoxetina e a paraclorofenilalanina foram dissolvidos na
agua. Esse estudo foi realizado em duas condi¢des de temperatura de cultivo, ou seja,
com temperatura controlada em uma faixa de variacdo estreita (26-28°C) e com
temperaturas variando de 19 a 31°C. Os resultados obtidos permitiram concluir que o
uso do triptofano como suplemento na ragédo, pode ser uma alternativa viavel na criagcao
de matrinxa, pois aumentou o crescimento e a sobrevivéncia da prole, exceto na
concentragdo mais alta (2,96g9/100g racao). O uso de fluoxetina também aumentou a
sobrevivéncia da prole, com reducado do canibalismo, no entanto promoveu no maior
tratamento (5000 ppb de fluoxetina/L), uma reducdo do crescimento. O estudo
imunohistoquimico mostrou que o sistema serotoninérgico ja esta desenvolvido nas

larvas de matrinxa e se assemelha ao de individuos jovens, confirmando a atividade
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deste sistema nas larvas estudadas. A instabilidade e variagdo da temperatura
prejudicaram as respostas bioldgicas testadas neste estudo, sugerindo ser um estressor
a mais para a homeostase das reagoes fisiologicas do animal. O uso do farmaco PCPA

apresentou resultados que nao permitiram demonstrar um padrao claro de respostas.

Palavras-chave: Agressividade, Fluoxetina, Paraclorofenilalanina, Serotonina,

Triptofano.
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TITLE - INFLUENCE OF TRYPTOPHAN, FLUOXETINE AND
PARACLOROFENILALANINE IN THE EARLY DEVELOPMENT AND SURVIVAL OF
MATRINXA LARVAE.

ABSTRACT - The use of tryptophan as a strategy to reduce cannibalism in matrinxa
hatchery seems promising. This amino acid is a precursor of the neurotransmitter
serotonin (5-hidroxy-triptamine, 5-HT) whose biosynthesis rate in brain is limited by the
amino acid availability. The increased intake of tryptophan by brain elevates the amino
acid concentration in tissue resulting in higher serotonin production in fish. Serotonin is
involved in the control of several types of behavior (aggression, fear, stress and social
interaction in many animals) through effect in central and peripheral nervous systems.
The present study evaluated the effect of a serotonin synthesis promoter (tryptophan), a
selective inhibitor of serotonin reuptake (fluoxetine) and a selective inhibitor of serotonin
synthesis (PCPA — paraclorofenilalanine) on the control of the aggressive behavior and
on early development of matrinxa up to 12 days after hatching. Tryptophan was offered
in the diet, and fluoxetine and PCPA in immersion solutions. The study was performed in
two rearing temperatures, controlled temperature (26-28°C) and natural temperature
without control (19 a 31°C). The results showed that tryptophan might be an alternative
in matrinxa rearing since it promoted growth and enhanced survival of progeny, except
in the highest concentration tested (2.96g/100g diet). Fluoxetine also enhanced larvae
survival, with cannibalism reduction. The highest concentration (5000 ppb fluoxetine/L)
reduced growth. The immunohistochemistry showed that the serotoninergig system is
already developed in larvae and is similar to that of the juvenile fish of the same species.
The temperature variation affected negatively the biological responses tested in this
study, suggesting to be a stressor for fish. The PCPA did not show responses that could

demonstrate a biological pattern.

Keywords: Agressiveness, Fluoxetine, Paraclorofenilalanine, Serotonin, Tryptophan



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

Varias espécies de peixes nativos brasileiros tém despertado interesse para
producdo, por seu alto potencial zootécnico, destacando-se as do género Brycon,
especialmente o Brycon amazonicus, conhecido como matrinxd. Essa espécie se
destaca por apresentar um crescimento rapido, adaptar-se facilmente a racao artificial,
pelo comportamento agressivo na pesca esportiva, além de apresentar carne de alta
qualidade (WOYNAROVICH & HORVATH, 1983; CASTAGNOLLI, 1992). Entretanto,
sua criacdo em sistemas controlados ainda apresenta problemas, como a alta
incidéncia de canibalismo na fase inicial, que resulta em baixa sobrevivéncia na fase
larval (CECCARELLI, 1997). Dentro desse contexto, pesquisas tém sido desenvolvidas
buscando solugdes para aperfeicoar a fase da larvicultura, destacando-se o uso de
hormdnios tireoidianos e aminoacidos precursores destes horménios na fase inicial de
vida dos peixes (SOARES et al., 2003; URBINATI et al.,, 2003; HOSHIBA, 2007;
URBINATI et al., 2008; LANDINES et al., 2010). No matrinxa, o sistema endécrino ja se
apresenta funcional no final do desenvolvimento embrionario (GANECO, 2007) e
desempenha um importante papel no desenvolvimento e crescimento das larvas, assim
como demonstrado em outras espécies (INUI et al., 1995; GAVLIK et al., 2002).

Em Brycons, estudos tém sido realizados, enfocando o tipo de alimento, o
desempenho e a sobrevivéncia das larvas (BERNARDINO et al., 1993; LOPES et al.,
1995; SENHORINI et al., 1998). Durante a fase inicial, recomenda-se a utilizacdo de
alimentos vivos e, de acordo com Kubitza et al. (2003), a alimentacdo com rag¢do devera
ser iniciada somente quando as larvas atingirem 7 dias de idade, sendo essencial para
0 seu crescimento e desenvolvimento. Nos ultimos anos, alguns aminoacidos vém
ganhando destaque na alimentagcdo larval por sua relagdo com o controle do
comportamento animal (WINBERG et al., 2001; LEPAGE et al., 2003; AHMED e KHAN,
2005). Dentre esses aminoacidos, destaca-se o triptofano como potencial mediador do
comportamento animal e redutor do canibalismo e da agressividade na larvicultura
(HOSHIBA, 2007). Esse aminoacido € precursor da serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-

HT), um neurotransmissor que media uma ampla variedade de comportamentos



(agressao, medo e estresse em varias espécies, assim como na relacao das interacoes
sociais em muitos animais) por agao no sistema nervoso central e periférico (FERRIS et
al., 1997; WINBERG et al., 1997; LARSON e SUMMERS, 2001; LEPAGE et al., 2005).

A sintese da serotonina é dependente da disponibilidade do aminoacido precursor,
e dessa forma o aumento nos niveis de triptofano no encéfalo pode resultar em
biossintese aumentada do neurotransmissor amplificando seus efeitos. Entretanto, a
supressao do comportamento agressivo induzida pelo elevado nivel de triptofano
dietético pode também estar relacionada a mecanismos que envolvem o sistema de
transportadores e receptores de serotonina. Algumas substancias tém sido investigadas
por interferirem nas vias de producao e atuacao da serotonina, como, por exemplo, a
utilizacédo de alguns tipos de farmacos.

Farmacos inibidores seletivos de recaptagdode serotonina (SSRIs) (fluoxetina,
paroxetina, sertralina, entre outros) vém sendo muito utilizados na manipulacdo da
transmissao serotonérgica interferindo no comportamento agressivo e em interacoes de
dominancia entre os vertebrados (LYNN et al., 2007). Existem estudos que abordam
desde a sua funcao em lagartos (LARSON e SUMMERS, 2001), até a sua utilizagdo em
humanos (BERMAN et al., 2009). De acordo com Perreault et al. (2003) e Lynn et al.
(2007), a administragdo da fluoxetina pode levar a redugcdo do comportamento
agressivo em peixes adultos aumentando a laténcia para a perseguicao e diminuindo a
freqUéncia das mesmas.

Por outro lado, para se entender o funcionamento do sistema serotoninérgico
deve-se verificar também o uso de bloqueadores de sintese, como o farmaco
paraclorofenilalanina (PCPA) que interfere na sintese de serotonina, inibindo a
producdo desse neurotransmissor e levando ao aumento da agressividade. Existem
poucos estudos que avaliam a relacao entre a serotonina e agressao em peixes, sendo
que a maioria deles descreve somente a atividade da serotonina em individuos
subordinados ou sob uma situacao estressante (WINBERG et al., 1991; WINBERG et
al., 1992; WINBERG et al., 1993; WINBERG et al., 1996; WINBERG et al., 1997).
Dessa forma, destaca-se a importdncia de estudos que permitam o melhor

entendimento do mecanismo de agdo da serotonina para posterior aplicagdo na



producdo de peixes. O conhecimento da mediacdo do comportamento agressivo
permitird utiliza-lo para a redu¢do da agressividade na fase inicial da larvicultura de
Brycons, levando a uma maior produtividade da espécie.

Associado ao estudo dos mecanismos de agressividade, um aspecto importante
a ser investigado é o papel da temperatura no cultivo larval. A fase larval é considerada
a mais sensivel no ciclo de vida dos peixes teledsteos em relacdo aos estressores
ambientais (BERLINSKY et al., 2004). A temperatura esta entre os fatores mais criticos
no inicio do desenvolvimento ontogenético do peixe (KAMLER, 2002; HART et al.,
1996). A temperatura afeta praticamente todos os aspectos do desenvolvimento larval
(FIELDER et al., 2005), incluindo absorcao e utilizacdo do saco vitelino (HARDY E
LITVAK, 2004), instalacdo da primeira alimentacéo, crescimento (GRACIA-LOPEZ et
al., 2004; BERLINSKY et al., 2004), comportamento e natacdo (JOHNSTON E
MATHIAS, 1994) e sobrevivéncia (BIDWELL E HOWELL, 2001; BERLINSKY et al.,
2004).

Um problema comum, relatado pelos pisciculiores nesta etapa do
desenvolvimento dos peixes, é a variagao da temperatura, que aumenta a mortalidade
larval. De acordo com Kubitza et al. (2003), choques térmicos superiores a 2°C ja
resultam em alta mortalidade de larvas, sendo este fato bastante comum em
propriedades onde o sistema de abastecimento de agua n&o possui controle de
temperatura, o que resulta em perdas significativas no processo produtivo.

Assim, o presente estudo utilizou um aminoacido promotor da serotonina
(triptofano), um inibidor seletivo da recaptagcdodo neurotransmissor (fluoxetina) e um
inibidor da sintese da serotonina (PCPA — Paraclorofenilalanina), para verificar seu
papel na mediacdo do comportamento agressivo e no desenvolvimento e sobrevivéncia
larval de matrinxa. Adicionalmente, os experimentos foram realizados em duas
condicOes de temperatura de cultivo, ou seja, com temperatura controlada em uma faixa
de variacdo estreita (26-28°C) e com temperaturas variando de 19 a 31°C. Os
resultados desse estudo permitirdo uma maior compreensao da influéncia da serotonina
e da temperatura de cultivo nas respostas fisiolégicas da vida larval e sua importancia

na criacao de matrinxa.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

O matrinxa (Brycon amazonicus) é uma espécie de peixe, que tem se destacado
na piscicultura brasileira, chegando a ser um dos peixes mais consumidos em algumas
regides do pais (LIMA, 2005). Esse destaque se deve as suas caracteristicas
zootécnicas que sdo muito apreciadas pelos piscicultores, como o rapido crescimento,
facil aceitacdo e adaptacédo a racao artificial, excelente qualidade organoléptica, além
do fato de seu comportamento agressivo o tornar muito procurado em pesque pagues.
O matrinxa é um peixe de escamas, que pode chegar a 5 kg de peso vivo e 80 cm de
comprimento em ambiente natural. Possui habito alimentar onivoro, alimentando-se de
frutos, sementes e insetos. Dependendo da fase de desenvolvimento, pode ser
encontrado em diversos habitats: na fase inicial, em lagos e na floresta alagada, e na
época da cheia do rio, saem dos lagos e igarapés formando grandes cardumes
(GOULDING, 1979). Por ser uma espécie reofilica, que realiza migracdo, o matrinxa em
condigcbes de criagdo artificial ndo se reproduz, pois ndao apresenta o estimulo
necessario para que a ovogénese e a desova se completem. A reproducdo desta
espécie em ambiente de criacdo, no entanto, torna-se possivel quando estimulada
artificialmente por aplicagdo de horménios (BERNARDINO et al.,, 1993; GOMES &
URBINATI, 2010). Na regiao norte do pais, principalmente na Amazdnia, a criacdo do
matrinxa vem crescendo rapidamente devido a grande apreciagao local por sua carne.
Atualmente, as principais espécies de peixes criadas no Amazonas sao o tambaqui
(Colossoma macropomum), 0 matrinxa e o pirarucu (Arapaima gigas) (LIMA, 2005).

E importante ressaltar que esse género apresentava uma taxonomia que foi
alterada. Em revisao, Lima (2003) relatou que a espécie conhecida como matrinxa, que
ocorre na Amazdnia brasileira, e é amplamente criada no Brasil, era citada como
Brycon cephalus, quando é na verdade o Brycon amazonicus (SPIX & AGASSIZ, 1829).
Segundo o autor, a distribuicdo de B. cephalus restringe-se ao alto rio Amazonas no
Peru e Bolivia. Isto justifica @ nomenclatura anterior em muitos estudos recentes com a
espécie (GOMES et al., 2000; CARNEIRO & URBINATI, 2001, 2002; IDE et al., 2003;
ROCHA et al., 2004; URBINATI et al., 2004).



O comportamento agressivo observado na fase adulta desta espécie que atrai
muitos pescadores torna-se um problema na fase larval, pois, com a grande expansao
da piscicultura, ha uma crescente procura por larvas e juvenis. No entanto, a criagdo de
peixes em sistemas controlados ainda enfrenta dificuldades que resultam em baixa
sobrevivéncia na fase larval (CECCARELLI, 1997), aspecto fundamental para a criagao.

A larvicultura de algumas espécies ainda & considerada uma das fases de maior
dificuldade pelos piscicultores, pois devido ao pouco conhecimento ou aplicagdo
inadequada das técnicas, e ao préprio comportamento agressivo dessa espécie,
verifica-se baixa sobrevivéncia que prejudica a producao e sua viabilidade econ6mica.
O sucesso da larvicultura envolve também uma grande variedade de fatores. Entre os
fatores importantes no inicio do desenvolvimento larval estdo aqueles relacionados a
nutricdo e manejo alimentar (SALLES, 1998; JOMORI, 2001; JOMORI et al., 20083;
GUEVARA, 2003; LUZ, 2004), pois, € nesse momento que o produtor oferece a larva o
seu alimento e consequentemente energia e nutrientes para que ela tenha condi¢des
para enfrentar as demandas fisiol6gicas e conseguir se desenvolver de forma
adequada e saudavel.

Outro fator importante a ser destacado é a temperatura da agua que esta entre os
fatores mais criticos no inicio do desenvolvimento ontogenético do peixe (HART et al.,
1996; KAMLER, 2002). A temperatura afeta praticamente todos os aspectos do
desenvolvimento larval (FIELDER et al., 2005), incluindo absorcéo e utilizagdo do saco
vitelino (HARDY E LITVAK, 2004), inicio da primeira alimentagcdo, crescimento
(GRACIA-LOPEZ et al., 2004; BERLINSKY et al., 2004), comportamento e natagéo
(JOHNSTON E MATHIAS, 1994) e sobrevivéncia (BIDWELL E HOWELL, 2001;
BERLINSKY et al.,, 2004). A determinacdo das condicbes ambientais 6timas na
larvicultura pode contribuir para melhorar o crescimento larval, as taxas de
sobrevivéncia e o custo da producao. O entendimento da zona de conforto da larva é
essencial para se estabelecer um manejo adequado e maximizar a producado dos
peixes.

Um fato que ocorre na fase inicial do ciclo de vida do matrinxa e que contribui para

que este momento seja 0 mais critico em relagdo a larvicultura da espécie é a alta



agressividade entre os individuos. A partir de 36 horas apos a eclosao, a larva mostra
um comportamento extremamente agressivo e predatorio que resulta em altas taxas de
canibalismo. Esse comportamento pode se agravar em condigbes de escassez de
alimento, luminosidade inadequada, crescimento heterogéneo e altas densidades de
estocagem (HECHT e PIENAAR, 1991; FOLKVORD e OTTERA, 1993; GOMES et al.,
2000; GREAVES e TUENE, 2001; BRANNAS et al., 2002). A elevada agressividade das
larvas prejudica o processo produtivo e alguns estudos mostram que a sobrevivéncia da
espécie varia em torno de 10 a 15% (BERNARDINO et al., 1993). A baixa sobrevivéncia
encarece e compromete a criacdo da espécie, ocasionando em baixa produtividade e
rentabilidade.

Como estratégia para diminuir o alto indice de canibalismo na larvicultura do
matrinxd@, o uso do aminoacido essencial triptofano (Trp) parece promissor (HOSHIBA,
2007). O aminoécido é o precursor do neurotransmissor mono-aminico serotonina (5-
hidroxi-triptamina, 5-HT) e sua taxa de biossintese no encéfalo sao limitadas pela
disponibilidade desse aminoacido (BOADLE-BIBER, 1993), que parece ser uma das
principais limitacdes para a sintese de 5-HT. A ingestdo aumentada de triptofano eleva
o nivel do aminoacido no encéfalo, resultando em biossintese aumentada de 5-HT no
encéfalo de peixes (JOHNSTON et al., 1990; ALDEGUNDE et al., 1998; ALDEGUNDE
et al., 2000; WINBERG et al., 2001; LEPAGE et al., 2002).

A participagédo da serotonina e sua influéncia na regulagéo das intera¢des sociais
podem ter implicacbes no controle do comportamento e atuar no sistema endocrino,
como o eixo hipotdlamo-pituitéria-interrenal (HPIl). Em vertebrados, a atividade
serotonérgica elevada diminui agressao e pode reverter relagbes de dominancia em
sistemas experimentais (SANCHEZ e HYTTEL, 1994; DECKEL, 1996; FERRIS et al.,
1997; VILLALBA et al., 1997; LARSON e SUMMERS, 2001). Nos peixes, poucos
trabalhos dao enfoque a relacao da serotonina com a agressividade. Estudos com truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss) mostraram que a suplementacdo de dietas com
triptofano (Trp) promoveu inibicdo do comportamento agressivo dos peixes, bem como
reduziu a reatividade do eixo hipotalamo-pituitaria-interrenal como indicado por niveis

pbs-estresse reduzidos do hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH) e cortisol (WINBERG



et al., 2001; LEPAGE et al., 2002; LEPAGE et al., 2003). Em outro estudo com a
mesma espécie, a suplementacdo da racdo com triptofano promoveu diminuicdo do
numero de ataques entre os peixes, reforcando a participacao do triptofano na redugao
da agressividade dos peixes (LEPAGE et al.,, 2005). De modo semelhante, a
suplementacdo da dieta com triptofano afetou o sistema central de sinalizagéo
serotoninérgica (5-HT) e reduziu o comportamento agressivo de juvenis de bacalhau do
Atlantico Gadus morhua (HOGLUND et al., 2005). Resultados preliminares com larvas
de matrinxad indicaram efeito do triptofano na redugdo do canibalismo da espécie
durante a fase inicial de vida (HOSHIBA, 2007). Para um melhor entendimento desse
sistema de mediacdo do comportamento agressivo ocasionado pelos niveis de
serotonina no encéfalo, manipulagdes experimentais dos niveis serotoninérgicos
comecam a ser realizadas (LYNN et al., 2007). Estudos indicam uma relagdo com o
envolvimento de mecanismo de transportadores e receptores da 5-HT com os efeitos
antidepressivos de substancias inibidoras de recaptacdo da 5-HT, tais como fluoxetina
(MONGEAU et al.,, 1997; NUTT et al.,, 1999), sertralina e citalopram (SANCHEZ e
HYTTEL, 1994), e/ou um inibidor da sintese de serotonina (paraclorofenilalanina)
(ADAMS et al., 1996). A fluoxetina, um dos inibidores seletivos da recaptacaode
serotonina, foi utilizada para aumentar experimentalmente a transmissao
serotoninérgica em um peixe territorial e testar o papel desse neurotransmissor na
mediacdo do comportamento agressivo e interacées de dominancia (PERREAULT et
al., 2003). Em Melospiza melodia, foi realizado um estudo de comportamento num
laboratério de simulagcdo de intrusos territoriais onde os animais que receberam
fluoxetina apresentaram uma diminuicdo significativa do comportamento agressivo e
territorial dos machos (SPERRY et al., 2003). Perreault et al. (2003) verificaram uma
diminuicdo da freqUéncia e duragdo das perseguicbes promovidas pelo tratamento
crénico e agudo com fluoxetina em Thalassoma bifasciatum. J& em Betta splendens, a
fluoxetina reduziu a agressividade, sem afetar, entretanto, a laténcia para o primeiro
ataque e o tempo de abertura do opérculo (LYNN et al., 2007). Gaworecki e Klaine
(2008) realizaram um estudo, por meio da exposicdo de hibridos de “striped bass”

(Morone saxatilis x M. chrysops) a fluoxetina por um periodo de seis dias e verificaram



uma diminui¢do na capacidade de captura das presas, devido ao seu efeito na atividade
serotoninérgica. Esses resultados se aplicados numa larvicultura comercial, na qual se
deseja reduzir a agressividade e o canibalismo, se tornam muito promissores. No
entanto, a utilizagcdo da fluoxetina deve ser realizada com cautela, pois a fluoxetina,
dependendo da dosagem, pode vir a reduzir o ganho de peso devido a uma menor
freqUéncia alimentar. Mennigen et al. (2009) testaram a administracédo de fluoxetina em
goldfish (Carassius auratus) e observaram reducdo significativa na ingestdao de
alimentos, bem como um decréscimo significativo do ganho de peso.

Por outro lado, alguns estudos foram realizados com o paraclorofenilalanina
(PCPA), um inibidor da sintese de serotonina, no sentido de confirmar o seu efeito na
mediacdo da acao serotoninérgica, com aumento da agressividade nos animais. Geller
e Blum (1970) testaram o efeito do PCPA em embates de ratos e observaram que
animais que receberam o farmaco aumentaram a quantidade de conflitos entre eles e
ao receberem uma dosagem de 5-HT tiveram esse efeito suprimido. Os autores
sugeriram que os efeitos ocasionados pelo PCPA foram devido aos baixos niveis de
serotonina (5-HT). Adams et al. (1996) verificaram um aumento da agressividade em
ciclideos (Cichlasoma meeki) tratados com PCPA. Em outro estudo com peixes
(Micropogonias undulatus), apdés injegdo com PCPA, os niveis de serotonina no
encéfalo foram significativamente suprimidos, sendo recuperados apés um tempo
(KHAN E THOMAS, 2001). Duffy-Whritenour e Zelikoff (2008), utilizando a fluoxetina e o
paraclorofenilalanina, verificaram ainda uma ligacéo entre 5-HT e o sistema imunologico
e demonstraram a utilidade do tele6steo Lepomis macrochirus como modelo para
analisar a relacao entre o sistema nervoso e a resposta imune a fim de garantir a saude
geral e bem estar dos peixes.

Assim, de acordo com a literatura, sdo necessarios mais estudos sobre o efeito e a
acao do aminoacido triptofano, a sintese de serotonina e os farmacos responsaveis
pela sua mediagdao, como por exemplo, o efeito de um inibidor de sua sintese (PCPA) e
um inibidor seletivo da recaptacdodo neurotransmissor (fluoxetina) nos mecanismos
fisiolégicos implicados no comportamento agressivo dos peixes, sendo possivel, a partir

dos resultados utilizar esse conhecimento na busca de respostas que minimizem os



entraves na larvicultura de espécies de peixes que possuem um comportamento

agressivo.
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CAPITULO 2 — INFLUENCIA DO TRIPTOFANO NO DESENVOLVIMENTO INICIAL E
NA SOBREVIVENCIA LARVAL DE MATRINXA SUBMETIDOS A DIFERENTES
TEMPERATURAS

Influéncia do triptofano no desenvolvimento inicial e na sobrevivéncia larval de matrinxa

submetidos a diferentes temperaturas

RESUMO - Os maiores problemas da criacdo intensiva ocorrem durante o
desenvolvimento inicial das larvas devido as variacées de temperatura e altas taxas de
canibalismo. Estudos relacionados ao uso do aminoacido triptofano, precursor da
serotonina, vem sendo realizados com o intuito de minimizar os efeitos do
comportamento agressivo das larvas em sistema de criacdo. Sendo assim, o objetivo
desse estudo foi avaliar o efeito da suplementagédo dietética do triptofano (Trp) no
desenvolvimento inicial € na sobrevivéncia de larvas de matrinxd em diferentes
temperaturas. As larvas foram distribuidas em incubadoras horizontais com capacidade
de 40L, no entanto contendo 25 litros de agua (16 larvas/L) e submetidas aos seguintes
tratamentos: racdo comercial (Trat. 1- controle); ragcao suplementada com 0,74 g (Trat.
2); 1,48 g (Trat. 3) e (Trat. 4) 2,96 g triptofano / 100 g de ragdo comercial. Foram
realizados dois experimentos, simultaneamente, sendo o primeiro com temperatura da
agua controlada (26-28°C) e o segundo mantendo a temperatura ambiente (19-31°C).
As coletas foram realizadas 1, 3, 6, 9 e 12 dias ap0s o inicio do periodo experimental,
nas quais 8 larvas foram fixados para posterior avaliagdo da sobrevivéncia, contetdo
estomacal, comprimento e peso, taxa de crescimento especifico e coeficiente de
variacao do peso e comprimento. O delineamento utilizado em cada experimento foi um
Delineamento Inteiramente Casualizado, com 3 concentracdes de Trp e 1 testemunha,
e com 4 repeticoes por tratamento. Os resultados indicaram que a suplementacao da
racdo com triptofano, independentemente da temperatura, aumentou a sobrevivéncia e
o tamanho das larvas e reduziu o canibalismo. O Trat. 3 (1,48 g triptofano/100 Q)
promoveu o0s melhores resultados em termos de sobrevivéncia, enquanto a

concentragdo de 2,96 g triptofano/100 g melhorou o crescimento, podendo a
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suplementacao dietética com triptofano ser uma alternativa viavel na criacado de
matrinxa. Por outro lado, a variagdo da temperatura prejudicou a agao do triptofano nas

respostas das larvas.

Palavras — chaves: Canibalismo, Larvicultura, Serotonina

ABSTRACT - The main problems in the intensive farming of matrinxa occur during the
early development due to the temperature variation and high incidence of cannibalism.
Studies related to the use of the amino acid tryptophan, serotonin precursor, have been
developed to minimize its effect on the larval aggressiveness reduction in farming
conditions. Thus, the aim of this study was to evaluate the effect of the dietary
supplementation of tryptophan (Trp) on the early development and survival of matrinxa
in different temperatures. Larvae were distributed in 25L tanks and submitted to the
following treatments: commercial diet (T1 — control); diet supplemented with 0.74 g (T2);
1.48 g (T3) and 2.96 g (T4). Two trials were performed simultaneously, being the first at
controlled water temperature (26-28°C) and the second one at the ambient temperature
(19-31°C). Samplings were performed at 1, 3, 6, 9 and 12 days after the beginning of
the experimental feeding, in which 8 larvae or juveniles were fixed in Karnowsky solution
to further assessment of the survival, stomach content, body weight and length, specific
growth rate and coefficient of variation of weight and length. The design used in each
experiment was a complete randomized design, with 3 Trp concentrations and one
witness, and 4 repetitions per treatment. The results indicate the Trp supplementation,
regardless the temperature, increased the survival and the body length and enhanced
the homogeneity of the weight larvae. The T3 (1.48 g) promoted the best results
regarding larval survival, while the concentration 2,96 g improved the larval growth.
Thus, the dietary supplementation with tryptophan is a viable alternative in matrinxa
farming. Otherwise, the temperature variation worsened the effect of tryptophan on

larval responses.

Key words: Cannibalism, Larviculture, Serotonin
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INTRODUCAO

O matrinxd pertence ao género Brycon e é uma espécie de peixe muito
apreciada no Brasil, principalmente na regido norte do pais. Algumas caracteristicas
tém contribuido para o interesse na criacdo desta espécie, tornando-a bastante
promissora, como sua facil adaptacdo ao cativeiro; aceitagdo de alimento de origem
vegetal e animal; rapido crescimento para alcancar o tamanho comercial; facil
comercializacdo da carne, devido as suas propriedades organolépticas; e rusticidade
natural, o que o torna menos susceptivel ao estresse de manejo e permite a sua criacao
nos mais variados tipos de sistemas de producdo, podendo ser encontrados até em
canais de igarapé (ZANIBONI FILHO, 2006; GOMES e URBINATI, 2010).

A criagdo do matrinxa vem sendo bastante estudada, pois algumas fases do
processo produtivo da espécie, como a larvicultura, apresentam problemas. Os maiores
entraves desta fase de producédo estdo relacionados ao desenvolvimento inicial e
sobrevivéncia das larvas. Um dos problemas relatado nesta etapa do desenvolvimento
larval € a variagdo da temperatura, que causa altas taxas de mortalidade devido ao
estresse imposto aos animais, o que reduz sua resisténcia fisioldgica e promove o
aparecimento de doencas, resultando na morte dos animais. A temperatura esta entre
os fatores mais criticos no inicio do desenvolvimento ontogenético do peixe (KAMLER,
2002; HART et al.,, 1996). De acordo com Kubitza et al. (2003), choques térmicos
superiores a 2°C ja resultam em alta mortalidade de larvas, sendo este fato bastante
comum em propriedades onde o sistema de abastecimento de agua nao possui controle
de temperatura, o que resulta em perdas significativas no processo produtivo.

Qutro problema que tem sido destacado na larvicultura do matrinxa, que
contribuem para as baixas taxas de sobrevivéncia, € o canibalismo existente ja nos
primeiros dias de vida dos animais. As larvas, durante os primeiros dias de vida,
possuem reservas nutritivas oriundas do saco vitelinico, que servem como um
reservatério de nutrientes que supre suas exigéncias nutricionais. Apés o consumo de
aproximadamente 'z deste vitelo, quando ja possuem natacdo horizontal e vertical,

bexiga de gas inflada e 6rgdos desenvolvidos, as larvas de matrinxd passam a
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depender de alimentacdo exdgena para continuarem o seu desenvolvimento. Nessa
idade, com cerca de um a dois dias de vida, observa-se a presenga do comportamento
de canibalismo entre os individuos (LOPES et al., 1995; SENHORINI et al., 1998;
HOSHIBA, 2007).

O canibalismo é um tipo de relagédo ecolégica em que certas espécies de animais
se alimentam de individuos da mesma espécie. Apesar de ser muito comum e
amplamente presente no reino animal, proporciona uma diminuicdo do numero de
larvas sobreviventes nos viveiros, sendo um grande problema quando se refere a
produgdo intensiva de peixes (FOX et al., 1975). Na tentativa de minimizar o
canibalismo e maximizar a sobrevivéncia, muitos estudos foram realizados com o
género Brycon, avaliando a densidade de cultivo e formato dos tanques de cultivo
(PEREIRA et al., 2003), fotoperiodo (REYNALTE-TATAJE et al., 2002), cultivo em agua
verde (LUZ et al., 2002), salinidade (LUZ et al., 2004), entre outros. De acordo com uma
revisdo realizada por Kubitza et al. (2003), o melhor resultado foi obtido por meio de
larvicultura em viveiros de terra, na densidade de 30 e 120 larvas/m? com uma
alimentagao que incluia larvas de Prochilodus, onde se obteve sobrevivéncias de 50 a
72%. Esses resultados levaram pesquisadores a realizar estudos utilizando diferentes
espécies de peixes forrageiros como alimento na tentativa de minimizar o alto indice de
canibalismo nas larvas do género Brycon (SENHORINI et al., 1998; LANDINES, 2003).

A alimentacdo inicial exdgena, dessa forma, passou a ser melhor estudada e
entendida como um fator fundamental na larvicultura do género Brycon, que pode
influenciar o comportamento agressivo que leva ao canibalismo. Assim, estudos
envolvendo o aminoacido triptofano, que esté relacionado com a sintese de serotonina,
neurotransmissor associado a agressividade, estdo sendo desenvolvidos com o intuito
de minimizar o canibalismo entre os animais (WEINBERG, et al., 2001; HSEU, et al.,
2003; HOGLUD, et al., 2005; HOSHIBA, 2007).

O triptofano € um aminodcido essencial que deve ser adicionado a dieta, pois o
organismo ndo € capaz de produzi-lo em quantidades suficientes. Esse aminoacido
desempenha um papel importante, pois esta envolvido na incorporacdo das proteinas

corporais, e esta relacionado também com importantes fungdes biologicas, sendo a
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maioria delas associadas as vias metabdlicas envolvidas no catabolismo. Este
amino&cido é o precursor na sintese de serotonina sendo, dessa forma, um importante
neuromediador associado ao humor, agressividade, a resposta ao estresse, ao sono e a
regulagcédo do apetite (RUSSO et al., 2003). Do ponto de vista quantitativo, a proporgao
de triptofano utilizada para a produgéo de serotonina é muito baixa, ou seja, menos de
10% do triptofano que é degradado participa da sintese desse neurotransmissor.

De acordo com Lepage et al. (2005), o fornecimento de dietas suplementadas com
triptofano para truta arco-iris reduziu o nimero de ataques entre os peixes, mostrando a
existéncia de uma relacdo entre este aminoacido e a reducdo da agressividade. A
inibicdo do comportamento agressivo dos peixes pode estar relacionada com a redugao
da reatividade do eixo hipotalamo-pituitaria-interrenal, indicada pelos niveis poés-
estresse mais baixos do horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e cortisol (WINBERG et
al., 2001; LEPAGE et al., 2002; LEPAGE et al., 2003). Da mesma forma, foi observado
reducdo do comportamento agressivo entre juvenis de bacalhau do Atlantico (Gadus
morhua), quando estes foram alimentados com dieta suplementada com triptofano
(HOGLUND et al., 2005). Para larvas de matrinxd (Brycon amazonicus), estudos
preliminares também indicaram um efeito do triptofano na reducédo do canibalismo da
espécie durante a fase inicial de vida (HOSHIBA, 2007).

Nesse contexto, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da suplementacao da
dieta com triptofano na sobrevivéncia e no desenvolvimento inicial de larvas de

matrinxa@s (Brycon amazonicus) submetidas a diferentes temperaturas.
MATERIAL E METODOS
Espécie estudada

A espécie utilizada no presente estudo foi a Brycon amazonicus (SPIX &
AGASSIZ, 1829) perentecente a familia Characidae e ao género Brycon.
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Local do experimento

Este estudo foi realizado no CEPTA/Instituto Chico Mendes de Conservacao da
Biodiversidade — Pirassununga, SP, Laboratério de Fisiologia de Peixes do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da FCAV — Unesp, Jaboticabal - SP e
no Laboratério de Aquicultura da Universidade Federal do Amazonas — ICSEZ
(Parintins, AM).

Unidades experimentais

Para o presente estudo foram utilizadas caixas de fibra de vidro com formato
retangular, com volume aproximado de 40 litros contendo 25 litros de 4gua, em sistema
de circulagdo fechado, com temperatura da agua controlada (Exp.1: 26-28° C) e
temperatura ambiente (Exp. 2: 19-31° C) e aeracao artificial constante, por meio de um

compressor e pedras porosas.

Manejo e reproducao

As larvas utilizadas foram obtidas por reproducdo induzida de matrizes de
matrinxa, com 2,5 anos de idade, mantidos em viveiros de terra escavados e
alimentadas com racao comercial (28% PB), duas vezes ao dia. Os critérios para a
selegcdo dos reprodutores foi o volume e a flacidez da regido ventral da fémea e
hiperemiagdo da papila urogenital, e o grau de fluidez do sémen do macho
(BERNARDINO et al., 1993). No processo de reproducéao, foi utilizado como agente
indutor da liberacdo dos gametas, o extrato de hipéfise de carpa comum. As fémeas
receberam uma dose inicial de 0,5 mg extrato de hipéfise/kg de peixe, na base da
nadadeira peitoral e, apds o intervalo de aproximadamente 270 horas graus, foi
aplicada a segunda dose de 5 mg extrato de hipdfise’lkg de peixe. Os machos
receberam uma Unica dose de 1 mg extrato de hipoéfise/kg de peixe, administrado no
mesmo momento em que foi aplicada a segunda dose de horménio nas fémeas. A
extrusao dos ovdcitos foi realizada manualmente.

Os ovocitos de todas as fémeas foram misturados e, posteriormente, separados

em porg¢des iguais, que foram colocadas para eclodir em incubadoras tipo funil, de fibra
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de vidro com capacidade de 80 L, modelo vertical, com circulagdo constante da agua.
Apdés a eclosdo, mantendo uma distribuicdo homogénea e aleatéria dos lotes, os
animais foram distribuidos nas caixas de 25 L, na proporcdo de 16 larvas/L, e

submetidos aos seguintes tratamentos:

Experimento 1 — Temperatura da agua controlada (26 - 28°C)
Experimento 2 — Auséncia de controle da temperatura da agua (19 - 31°C)

Tratamento 1 Racao comercial - 0,379 triptofano / 100g RC

Tratamento 2 Racéao enriquecida com 0,74 g triptofano / 100g RC
Tratamento 3 Racao enriquecida com 1,48 g triptofano / 100g RC
Tratamento 4 Racéao enriquecida com 2,96 g triptofano / 100g RC

RC - racao comercial farelada com 56%PB. As concentragcdes de triptofano utilizadas no enriqguecimento
da ragcao comercial foram baseadas nos dados de HOSHIBA (2007). O valor inicial de triptofano da ragéao
foi obtido por meio de analise bromatoldgica

As concentragcOes de triptofano utilizadas foram determinadas baseadas nos
resultados encontrados em experimentos anteriores (0,59 e 1,94 g triptofano/100 g
racdo) (HOSHIBA, 2007). A dieta foi misturada ao aminoacido com o auxilio de uma
batedeira especifica para mistura da racao.

Alimentacao durante o periodo experimental
As larvas receberam alimentagcdo natural (500 zooplancton/larva) a partir de 24
horas pds-eclosdo. A partir do primeiro dia de vida foi oferecida adicionalmente ragéao

suplementada, ou ndo, de acordo com os tratamentos.

Parametros limnolégicos
Durante o periodo experimental, as 8:00 e 17:00 horas, foram mensurados:
temperatura, oxigénio dissolvido (6,61+1,33 mg/L), pH (6,98+0,4) e amdnia nao

ionizada da 4gua das caixas (0,002+0,0008 mg/L). As caixas foram sifonadas duas



25

vezes por semana ou quando necessario, com o auxilio de uma mangueira de

borracha, para retirada de restos da alimentagéo e os detritos.

Coleta das larvas e parametros avaliados

As coletas foram realizadas nos seguintes tempos: 1, 3, 6, 9 e 12 dias apés o
inicio do periodo experimental (inicio da alimentagéo). Oito larvas foram fixados em
Karnowsky e mantidos em alcool 70%, para avaliacdo da sobrevivéncia, conteudo
estomacal, peso e comprimento dos exemplares, taxa de crescimento especifico e
coeficiente de variacdo do peso e comprimento.

O peso e o comprimento total das larvas foram determinados com paquimetro
digital, estereomicroscépio e balanga analitica (precisao de cinco casas decimais). Foi
levado em consideracéo, durante as medigdes larvais, o protocolo de Pedreira et al.
(2008), para que fosse garantido uma padronizacdo na metodologia das pesagens.

A taxa de crescimento especifico foi calculada de acordo com a férmula: TCE
(%/dia) = 100 x [(In peso final — In peso inicial)/dias]. O coeficiente de variagdo do peso
e do comprimento foi obtido a partir da formula: CV = (desvio padrao/média) x 100
(JOBLING, 1994). O coeficiente de variagao, quando multiplicado por 100, corresponde
a porcentagem de variacao da populacao. Foi verificado também o conteudo estomacal:
o tubo difestério de 40 larvas por tratamento e amostragem, por meio de microcirurgia,
usando lupa com aumento de 4,5 vezes e com auxilio de agulhas. Sendo observado a
presenca e o0 tipo do alimento consumido e a porcentagem de canibalismo. A
sobrevivéncia final foi calculada utilizando-se a formula: S(%) = (n® final de Iravas / n®
inicial) x 100 (SENHORINI et al., 1998).

Analise estatistica

O delineamento utilizado em cada experimento foi inteiramente casualizado
(DIC), com 3 concentracbes de suplementacdo de triptofano e 1 testemunha néo
suplementada, e 4 repeticdes por tratamento. Os dados foram submetidos a analise de

variancia e a comparagao das médias feita pelo teste de Tukey (nivel de 5%), no
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programa estatistico SAS (9.12). Os dados sao apresentados como médias + erro
padrao (EP).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A sobrevivéncia inicial na larvicultura de matrinxd tem sido estudada
(SENHORINI et al., 1998; GOMES, 2000; LEONARDO, 2005), e € considerada o
principal gargalo para a produgado desta espécie, principalmente na regiao norte do
pais. A porcentagem de sobrevivéncia das larvas € bastante variavel, com valores
entre 5,2 e 47,8% (BERNARDINO et al., 1993; SENHORINI et al., 1998; PEDREIRA et
al., 2001; URBINATI et al., 2003; PEDREIRA et al., 2003; LEONARDO, 2005;
PEDREIRA et al., 2006), sendo que as taxas mais elevadas de sobrevivéncia foram
observadas em estudos que empregaram larvas de outras espécies de peixes na
alimentacdo das larvas de Brycon (LANDINEZ, 2005). No presente estudo, a
sobrevivéncia das larvas controle foi de cerca de 20%, enquanto que nos grupos
tratados com 1,48 g Trp/100 g de racao a sobrevivéncia foi em torno de 40%, resultados
bastante promissores para a larvicultura do matrinxa, pois estdo proximos ao limite
superior dos encontrados por diversos autores, sendo que no presente estudo, a
alimentacao se constituiu apenas de ragao suplementada e zooplancton.

A Figura 1 mostra os valores médios de sobrevivéncia das larvas alimentadas
com dietas suplementadas com Trp e mantidas em temperatura da agua controlada
(26-28°C). Os valores encontrados nos Trat. 1 e Trat. 4 nao diferiram entre si. Ja nos
Trat. 2 e Trat. 3, a sobrevivéncia larval foi, respectivamente, 32,4% e 68,9% superior ao
tratamento controle. A maior suplementacéo de Trp reverteu o efeito positivo das duas
menores concentragdes. Os resultados obtidos mostram o potencial da utilizagdo do
aminoacido em relagdo ao aumento da sobrevivéncia inicial de matrinxa. Analisando a
Figura 2, cujos dados foram obtidos sem controle da temperatura da agua, verifica-se o
mesmo comportamento observado quando a temperatura ficou entre 26 e 28°C,
embora 0 aumento verificado ndo tenha sido estatisticamente diferente. Apesar de néo

serem observado significAncia estatistica nos resultados, verificou-se um aumento de
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43,5 e 79,8% nos tratamentos 2 e 3 em relagdo ao tratamento controle. A alta
variabilidade dos valores individuais de sobrevivéncia afetou a significancia estatistica
dos resultados e esta associada a grande variagdo da temperatura (19 — 31 °C) da agua
a qual as larvas foram expostas durante a criacdo, no qual no presente estudo chegou a
12 °C. De acordo com Kubitza et al. (2003), choques térmicos superiores a 2° C podem
resultar em alta mortalidade de pés larvas. A temperatura esta entre os fatores mais
criticos no inicio do desenvolvimento ontogenético do peixe (KAMLER, 2002; HART et
al., 1996) e que afeta o desenvolvimento larval (FIELDER et al., 2005), incluindo o
processo de absorcdo e utilizagdo do saco vitelino (HARDY E LITVAK, 2004),
instalagdo da primeira alimentagdo, crescimento (GRACIA-LOPEZ et al., 2004;
BERLINSKY et al., 2004), comportamento e natacdo (JOHNSTON e MATHIAS, 1994) e
sobrevivéncia (BIDWELL e HOWELL, 2001; BERLINSKY et al., 2004). O tratamento 4
apresentou valores menores que os demais tratamentos, que poderia ser explicado pela
diminuicAdo da densidade ocasionado por mortalidade ou canibalismo das larvas,
proporcionando dessa forma um maior crescimento e peso das que sobreviveram.

Os valores médios do peso corporal das larvas alimentadas com dietas
suplementadas com triptofano e mantidas a 26-28 °C sao apresentados na Figura 3. O
peso larval ndo diferiu significativamente entre os tratamentos até o 6° dia de idade. No
9° dia de coleta, os animais dos Trat. 3 e Trat. 4 apresentaram média de peso
estatisticamente superior aos dos Trat. 1 e Trat. 2, enquanto no 12° dia do inicio do
experimento, foi possivel observar um aumento de peso significativo de todas as larvas
tratadas com Trp (Trat. 2, Trat. 3 e Trat. 4) em comparagao a dieta controle (Trat. 1).
Ahmed e Khan (2005) também relataram melhora no crescimento, sobrevivéncia e
conversao alimentar em Cirrhinus mrigala tratados com dietas suplementadas com 0,38
g triptofano /100 g da dieta. O mesmo comportamento foi observado por Tejpal et al.
(2009), que relacionaram o aumento do crescimento, em juvenis de Cirrhinus mrigala,
com reducao do estresse provocado por altas densidades de estocagem, quando os
animais foram alimentados com 1,36% de L-triptofano. A suplementacdo de triptofano
no sistema nervoso pode estar atuando no eixo hipotadlamo-hipéfise-interrenal,

aumentando o nivel de serotonina e dessa forma atuando como redutor da
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agressividade, minimizando o estresse causado pela perseguicdo entre os animais
(HOGLUND et al., 2005).

Na Figura 4, sdo apresentados os valores médios do peso corporal das larvas
alimentadas com dietas suplementadas com triptofano mantidas em temperatura
ambiente (19°C a 31°C). Diferentemente dos resultados verificados com temperatura da
agua controlada, somente no 12° dia de coleta foi encontrada diferencga significativa no
peso das larvas alimentadas com 2,96 g / 100 g de racdo, que era maior que o de todas
as outras larvas. Entretanto, foi observado um perfil de aumento de peso a medida que
se aumentou a concentracdo do Trp. De acordo com Grimmett & Sillence (2005), o
efeito do triptofano no comportamento do peixe depende de outros fatores como a dieta,
exercicio, idade, condi¢ao social e agentes estressores, como a temperatura. Por outro
lado, estudos de Papoutsoglou et al. (2004) e Hseu et al. (2003) demonstraram
diminuicao do crescimento de Oncorhynchus mykiss e Epinephelus coioides, tratados
com triptofano. No estudo de Hseu et al. (2003), 0,5% de triptofano reduziu o
canibalismo dos peixes, enquanto as trutas alimentadas com 2 g Trp/100 g ragao
tiveram respostas de estresse reduzidas (PAPOUTSOGLOU et al., 2004).

O maior crescimento das larvas de matrinxas, especialmente em temperatura
controlada, pode estar relacionado a dois aspectos. Primeiro, o triptofano pode afetar o
comportamento alimentar, aumentando a ingestdo do alimento (WINBERG et al., 2001).
Em segundo lugar, pode estar relacionado a um melhor atendimento de exigéncia
protéica. A importancia da proteina no crescimento pode ser comprovada quando se
observa que larvas ndo predadoras com 72 horas pesavam dois gramas e larvas que
predavam apresentaram 4,5 g (LEONARDO et al., 2008) A exigéncia dietaria para
proteina é, de fato, uma exigéncia de aminoacidos essenciais contidos nas proteinas da
dieta (WILSON, 2000). De todos os nutrientes exigidos pelos peixes, os aminoacidos
indispensaveis que compdem as proteinas sdo geralmente considerados de maxima
importancia devido a sua influéncia no crescimento dos peixes (NRC, 1993). A
exigéncia de proteina bruta € influenciada diretamente pela composigdo de aminodcidos
da dieta e o balango de aminoacidos é basico para a exigéncia da proteina (TIBBETTS
et al., 2000).
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Os valores médios do comprimento das larvas alimentadas com dietas
suplementadas com triptofano, mantidas a 26-28°C, sdo apresentados na Figura 5. O
comprimento apresentou o mesmo perfil apresentado pelo peso, mas s6 se observou
diferenca significativa no 12° dia de coleta, quando o comprimento das larvas
alimentadas com 1,48 g e 2,96 g / 100 g de racao foi maior que dos tratamentos 1 e 2.
Ja na Figura 6, sdo observadas as médias de comprimento das larvas que
permaneceram em temperatura ambiente, com variagdo entre 19 e 31°C. Neste caso,
os resultados mostram o mesmo perfil da Figura 5, e efeito dose-dependente do Trp
sobre o comprimento das larvas. As diferencas significativas ocorreram no 12° dia de
coleta, sendo que as larvas do Trat. 4 apresentaram comprimento maior que as dos
Trat.1 e Trat. 2 e as de Trat. 3 maior que as de Trat. 1. Do mesmo modo que o
crescimento das larvas em peso, os resultados de crescimento em comprimento podem
estar associados a ingestdo de alimentos estimulada pelo Trp e ao atendimento mais
eficiente da exigéncia protéica em termos de composicao de aminoacidos.

Ao serem analisados os resultados apresentados nas Figuras 5 e 6, observa-se
que as larvas mantidas a 26-28 °C tiveram uma tendéncia ao maior crescimento do que
aquelas submetidas a temperatura ambiente (19 — 31°C). Isto mostra a importancia do
controle da temperatura no crescimento e desenvolvimento larval, sem o qual podem
ocorrer grandes prejuizos na larvicultura inviabilizando a criagao (KUBITZA et al., 2003).
Sendo assim, a temperatura e o triptofano podem ser considerados potenciais fatores
de interferéncia no crescimento e desenvolvimento das larvas, como indicado por
Grimmett & Sillence (2005).

Os resultados de crescimento apresentados nas Figuras 3, 4, 5 e 6 foram
realcados pelo célculo da taxa de crescimento especifico como mostram as Tabelas 1 e
2. Na Tabela 1, observa-se que a taxa de crescimento especifico das larvas mantidas
em temperatura da agua controlada e tratadas com Trp é sempre maior que a taxa das
larvas controle, em todos os periodos analisados (1-3, 1-6, 1-9 e 1-12 dias). Essa
significancia estatistica ndo aparece quando é analisada a evolugdo do peso e
comprimento das larvas, embora esse perfil possa ser observado. A andlise dos dados,

quando a temperatura néo foi controlada (Tabela 2), mostra uma flutuagdo maior dos
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resultados, embora se possa observar que os valores sdo sempre mais altos nos
tratamentos com Trp, exceto no periodo de 1 a 3 dias. No periodo de 1-3 dias, as taxas
foram superiores em todos os tratamentos com Trp e de 1-12 dias destacou-se o grupo
alimentado com 2,96 g/100g de ragao, como ficou evidenciado na Figura 3. Os efeitos
negativos das oscilagdes da temperatura estao confirmados na flutuagao dos resultados
encontrados.

Os coeficientes de variacao de peso e comprimento, normalmente utilizados para
demonstrar a homogeneidade de tamanho num lote de animais (JOBLING, 1994) nao
mostraram diferengas significativas no tamanho das larvas dos diferentes tratamentos,
como mostram as Tabelas 3, 4, 5 e 6 nas duas condi¢des de temperatura.

O canibalismo foi aferido pela presenca de restos de larvas no estbmago das
larvas dos diferentes tratamentos. Na Tabela 7, pode-se verificar o tipo de alimento
encontrado no estdbmago das larvas alimentadas com triptofano e mantidas em
temperatura controlada da agua. E possivel observar que no primeiro dia de coleta as
larvas nao ingeriram ragao, sugerindo que nesta fase do desenvolvimento os animais se
alimentam, preferencialmente, de zooplancton. De 9 a 17% das larvas atacaram outras
larvas. Esses resultados mostram efeito positivo de triptofano, pois Leonardo et. al.,
2008 encontrou resultados proximos a 50%. Ainda no 1° dia experimental
aproximadamente 41-58% das larvas ndo possuiam nenhum tipo de alimento no
estbmago, alimentando-se provavelmente da reserva proveniente do saco vitelinico. A
partir do 3° dia de vida, observa-se presenca de ragcdo e zooplancton no trato
gastrintestinal, mostrando a viabilidade do oferecimento de ragdo apés o 1° dia de
idade. De acordo com Kubitza et al. (2003), o fornecimento de ragdo pode ser iniciado
entre o0 7° e 10° dia ap6s a estocagem das pds larvas, pois estas ja possuem trato
digestivo suficientemente maduro para digerir a racdo. Entretanto, no presente estudo
foi observado que o arragoamento pode ser realizado ja nos dias iniciais de vida das
larvas. A ocorréncia de canibalismo foi registrada do 1° ao 6° dia. A Tabela 7 mostra,
ainda, que ocorreu maior porcentagem de canibalismo nas larvas que nao receberam

triptofano. J4& a Tabela 8 mostra que nas larvas expostas a maior variagdo da
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temperatura os efeitos do triptofano na reducéo do canibalismo foram mais expressivos
no 6° dia.

De acordo com os resultados observados, a suplementagcdo da racdo com
triptofano alterou o comportamento alimentar das larvas, promovendo efeitos positivos
na sobrevivéncia, no desempenho e comportamento, reduzindo o canibalismo.

O triptofano é o precursor do neurotransmissor serotonina (5-hidroxi-triptamina, 5-
HT) e sua taxa de biossintese no encéfalo é limitada pela disponibilidade do aminoacido
(BOADLE-BIBER, 1993), que parece ser uma das principais limitacdes para a sintese
de 5-HT. A ingestdo aumentada de triptofano eleva o nivel do aminoacido no encéfalo,
e aumenta a biossintese de 5-HT no encéfalo de peixes (JOHNSTON et al., 1990;
ALDEGUNDE et al., 1998; ALDEGUNDE et al., 2000; WINBERG et al., 2001; LEPAGE
et al., 2002) e de mamiferos (FERNSTROM, 1983).

A participacdo da serotonina na regulagdo das interagdes sociais podem ter
implicagdes no controle do comportamento. Em vertebrados, a atividade serotonérgica
elevada diminui agressdo e pode reverter relacbes de dominancia em sistemas
experimentais (SANCHEZ e HYTTEL, 1994; DECKEL, 1996; FERRIS et al., 1997;
VILLALBA et al., 1997; LARSON e SUMMERS, 2001). Nos peixes, poucos trabalhos
dao enfoque a relacdo da serotonina com a agressividade. Estudos com truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) mostraram que a suplementacao de dietas com triptofano inibiu
o comportamento agressivo dos peixes (WINBERG et al., 2001; LEPAGE et al., 2002;
LEPAGE et al., 2003). Em outro estudo com a mesma espécie, a suplementacdo da
racdo com triptofano promoveu diminuicdo do numero de ataques entre os peixes,
corroborando a participacao do triptofano na reducdo da agressividade dos peixes
(LEPAGE et al., 2005). De modo semelhante, a suplementacéo da dieta com triptofano
afetou o sistema central de sinalizacdo serotoninérgica (5-HT) e reduziu o
comportamento agressivo de juvenis de bacalhau do Atlantico Gadus morhua
(HOGLUND et al., 2005). Resultados preliminares com larvas de matrinxa indicam
efeito do triptofano na reducao do canibalismo da espécie durante a fase inicial de vida
(HOSHIBA, 2007).
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CONCLUSAO

Dentre os niveis de suplementagao testados, 1,48 g/100 g de ragdo comercial
(Trat. 3) mostrou ser o mais adequado para melhorar a sobrevivéncia, a dose mais alta
(2,96 g) proporcionou maior taxa de crescimento das larvas, enquanto a redugéao de
canibalismo foi observada em todas as concentracdes testadas (0,74; 1,48 e 2,96 @),
independentemente da variacao de temperatura.

Por meio da avaliacdo da temperatura foi possivel simular as condicbes de
campo e mostrar que, mesmo sem 0 controle da temperatura, resultados positivos
podem ser esperados com a suplementagao de triptofano, sendo esta pratica facilmente
empregada pelo piscicultor na sua criacdo. Por outro lado, em criagdes intensivas, o

controle de temperatura pode aumentar ainda mais a produtividade.
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Figura 1 - Taxas de sobrevivéncia (+ EP) de larvas de matrinxd (Brycon amazonicus) alimentadas com dieta
suplementada com triptofano. Letras diferentes indicam diferengas (P<0,05) entre os tratamentos. Trat.1 —
ragdo controle; Trat.2 — racdo suplementada com 0,749 / 100g ragéo; Trat.3 - racdo suplementada com
1,489/ 100g ragao; Trat.4 - racdo suplementada com 2,969 / 100g ragdo. Temperatura da agua: 26-28°C.

Trat. 1 Trat. 2 Trat. 3 Trat. 4

Figura 2 - Taxas de sobrevivéncia (+ EP) de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) alimentadas com uma dieta
suplementada com triptofano. Letras diferentes indicam diferengas (P<0,05) entre os tratamentos. Trat.1 —
ragdo controle; Trat.2 — ragcdo suplementada com 0,74g / 100g ragado; Trat.3 - ragdo suplementada com
1,489/ 100g ragao; Trat.4 - racdo suplementada com 2,969 / 100g ragao. Temperatura da agua: 19-31°C.
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Figura 3 - Valores médios (+ EP) do peso corporal (g) de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) alimentadas com
uma dieta suplementada com triptofano. Letras diferentes indicam diferencas (P<0,05) entre os
tratamentos. Trat.1 — rag@o controle; Trat.2 — ragdo suplementada com 0,74g / 100g ragéo; Trat.3 - ragéo
suplementada com 1,48g / 100g racao; Trat.4 - ragdo suplementada com 2,96g / 100g racdo. Temperatura
da 4gua: 26-28°C.
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Figura 4 - Valores médios (+ EP) do peso corporal (g) de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) alimentadas com
uma dieta suplementada com triptofano. Letras diferentes indicam diferencas (P<0,05) entre os
tratamentos. Trat.1 — ragdo controle; Trat.2 — ragdo suplementada com 0,74g / 100g ragao; Trat.3 - ragéo
suplementada com 1,489 / 100g racéo; Trat.4 - ragao suplementada com 2,969 / 100g ragdo. Temperatura
da agua: 19-31°C.
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Figura 5 - Valores médios (+ EP) do comprimento corporal (mm) de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus)

alimentadas com uma dieta suplementada com triptofano. Letras diferentes indicam diferengas (P<0,05)

entre os tratamentos. Trat.1 —rag&o controle; Trat.2 — racao suplementada com 0,74g / 100g racéo; Trat.3

- racdo suplementada com 1,48g / 100g racdo; Trat.4 - racdo suplementada com 2,96g / 100g ragéo.

Temperatura da agua: 26-28°C.
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Figura 6 - Valores médios (+ EP) do comprimento corporal (mm) de larvas de matrinxd (Brycon amazonicus)

alimentadas com uma dieta suplementada com triptofano. Letras diferentes indicam diferengas (P<0,05)
entre os tratamentos. Trat.1 — ragcdo controle; Trat.2 — racdo suplementada com 0,74g / 100g racgéo;

Trat.3 - racdo suplementada com 1,48g / 100g racdo; Trat.4 - racdo suplementada com 2,96g / 100g

racdo. Temperatura da agua: 19-31°C.
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Tabela 1 - Taxa de crescimento especifico (%/dia) de larvas de matrinxa (Brycon
amazonicus) alimentadas com uma dieta suplementada com triptofano.
Temperatura da 4gua: 26-28°C.

Dias de coleta

01-03 01-06 01-09 01-12
Trat. 1 14,53B 17,14B 15,54B 17,39B
Trat. 2 24,11A 22,81A 16,18B 21,65A
Trat. 3 23,88A 21,34A 21,16A 21,63A
Trat. 4 26,30A 22,17A 22,22A 22,93A

Trat.1 — ragdo controle; Trat.2 — ragdo suplementada com 0,74g / 100g ragao; Trat.3 - ragéo
suplementada com 1,489 / 100g racao; Trat.4 - racdo suplementada com 2,96g / 100g racdo. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (coluna) pelo teste de tukey ao nivel de 5% de
significancia.

Tabela 2 - Taxa de crescimento especifico (%/dia) de larvas de matrinxa (Brycon
amaczonicus) alimentadas com uma dieta suplementada com triptofano.
Temperatura da agua: 19-31°C.

Dias de coleta

01-03 01-06 01-09 01-12
Trat. 1 26,05 19,64B 17,27B 16,93B
Trat. 2 25,23 22,85A 20,66A 18,64AB
Trat. 3 26,04 22,87A 19,68AB 18,76AB
Trat. 4 22,99 23,96A 21,23A 20,91A

Trat.1 — racdo controle; Trat.2 — ragcdo suplementada com 0,74g / 100g racdo; Trat.3 - racéo
suplementada com 1,48g / 100g racao; Trat.4 - racdo suplementada com 2,96g / 100g racdo. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (coluna) pelo teste de tukey ao nivel de 5% de
significancia.
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Tabela 3 - Coeficiente de variagcdo do peso (CVp) de larvas de matrinxa (Brycon
amazonicus) alimentadas com uma dieta suplementada com triptofano.
Temperatura da agua: 26-28°C.

Dias de coleta

01 03 06 09 12
Trat. 1 12,80 31,24 18,78 33,81 41,95
Trat. 2 14,11 17,26 23,56 27,42 46,64
Trat. 3 14,58 31,36 31,95 20,75 43,32
Trat. 4 20,10 34,73 25,53 17,38 50,95

Trat.1 — racdo controle; Trat.2 — ragdo suplementada com 0,74g / 100g racdo; Trat.3 - racéo
suplementada com 1,48g / 100g ragao; Trat.4 - ragao suplementada com 2,969 / 100g ragao.

Tabela 4 - Coeficiente de variacdo do peso (CVp) de larvas de matrinxa (Brycon
amazonicus) alimentadas com uma dieta suplementada com triptofano.
Temperatura da agua: 19-31°C.

Dias de coleta

01 03 06 09 12
Trat. 1 39,28 34,39 25,50 33,40 54,06
Trat. 2 38,43 21,42 20,28 38,35 37,06
Trat. 3 37,90 33,68 17,03 29,45 37,14
Trat. 4 41,24 19,60 27,63 36,02 47,29

Trat.1 — racdo controle; Trat.2 — racdo suplementada com 0,74g / 100g ragédo; Trat.3 - racdo
suplementada com 1,48g / 100g ragao; Trat.4 - ragdo suplementada com 2,969 / 100g ragao.
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Tabela 5 - Coeficiente de variacdo do comprimento (CVc) de larvas de matrinxa (Brycon
amazonicus) alimentadas com uma dieta suplementada com triptofano.
Temperatura da 4gua: 26-28°C.

Dias de coleta

01 03 06 09 12
Trat. 1 5,70 4,14 6,22 7,27 8,48
Trat. 2 6,91 2,67 9,65 10,47 7,32
Trat. 3 4,36 5,91 6,10 9,35 6,67
Trat. 4 7,08 3,16 6,33 9,66 6,84

Trat.1 — racdo controle; Trat.2 — ragdo suplementada com 0,74g / 100g racdo; Trat.3 - racéo
suplementada com 1,489 / 100g ragdo; Trat.4 - ragao suplementada com 2,96g / 100g ragéo.

Tabela 6 - Coeficiente de variacdo do comprimento (CVc) de larvas de matrinxa (Brycon
amaczonicus) alimentadas com uma dieta suplementada com triptofano.
Temperatura da agua: 19-31°C.

Dias de coleta

01 03 06 09 12
Trat. 1 6,41 5,76 7,54 8,17 11,25
Trat. 2 8,59 4,19 10,43 11,52 8,77
Trat. 3 5,92 8,02 7,48 10,26 8,48
Trat. 4 6,81 4,49 7,68 11,12 9,12

Trat.1 — racdo controle; Trat.2 — ragdo suplementada com 0,74g / 100g racdo; Trat.3 - racéo
suplementada com 1,489 / 100g ragdo; Trat.4 - ragao suplementada com 2,969 / 100g ragéo.
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Tabela 7 - Conteudo estomacal de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) alimentadas
com uma dieta suplementada com triptofano. Temperatura da agua: 26-28°C.

*Tipo de alimento (%)
% larvas ¢/ Zooplancton % larvas c/ Racao

Dias de coleta  Tratamento Canibalismo (%)

1 1 42 0 152
1 2 47 0 178
1 3 55 0 112
1 4 59 0 Q°
3 1 73 67 432
3 2 69 72 31°
3 3 83 83 27°
3 4 93 83 25°
6 1 100 88 122
6 2 100 100 o°
6 3 100 100 0°
6 4 100 89 o°
9 1 100 100 0
9 2 100 100 0
9 3 100 100 0
9 4 100 100 0
12 1 100 100 0
12 2 100 100 0
12 3 100 100 0
12 4 100 100 0

Trat.1 — racdo controle; Trat.2 — ragdo suplementada com 0,74g / 100g racdo; Trat.3 - racéo
suplementada com 1,48g / 100g racao; Trat.4 - racdo suplementada com 2,96g / 100g racdo. Médias
seguidas de mesma letra n&o diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
*Porcentagem de cada item alimentar no trato gastrintestinal de larvas de matrinxa.
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Tabela 8 - Conteudo estomacal de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) alimentadas
com uma dieta suplementada com triptofano. Temperatura da agua: 19-31°C.

Canibalismo
Dias de coleta Tratamento Tipo de alimento (%) (%)
% larvas c/ Zoopléancton % larvas c/ Ragéo
1 1 43 0 202
1 2 38 0 17%°
1 3 47 0 14°
1 4 55 0 218
3 1 100 67 37
3 2 100 63 35
3 3 100 83 31
3 4 98 67 30
6 1 100 88 148
6 2 100 100 7°
6 3 100 100 Q°
6 4 100 89 5°
9 1 100 100 0
9 2 100 100 0
9 3 100 100 0
9 4 100 100 0
12 1 100 100 0
12 2 100 100 0
12 3 100 100 0
12 4 100 100 0

Trat.1 — racdo controle; Trat.2 — ragdo suplementada com 0,74g / 100g racdo; Trat.3 - racéo
suplementada com 1,48g / 100g racao; Trat.4 - racdo suplementada com 2,96g / 100g racdo. Médias
seguidas de mesma letra n&o diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

*Porcentagem de cada item alimentar no trato gastrintestinal de larvas de matrinxa.
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CAPITULO 3 — INFLUENCIA DA FLUOXETINA E DO PARACLOROFENILALANINA
NO DESENVOLVIMENTO INICIAL E NA SOBREVIVENCIA LARVAL DE MATRINXAS
SUBMETIDOS A DIFERENTES TEMPERATURAS

Influéncia da Fluoxetina e do Paraclorofenilalanina no Desenvolvimento Inicial e na

Sobrevivéncia Larval de Matrinxds Submetidos a Diferentes Temperaturas.

RESUMO - Nos vertebrados, altos niveis serotoninérgicos estdo freqlentemente
associados a baixos niveis de agressdo, podendo ser considerado um importante
mediador da condicdo social e do comportamento agressivo. Na aquicultura, em
sistema de criacdo intensiva, esse comportamento agressivo é um problema para a
produgcado de alevinos. Em Brycons, esse comportamento agressivo tem inicio na fase
larval, entre 30 e 36 h pdés eclosdo, quando as larvas ja apresentam canibalismo
intenso, podendo se estender até a fase de juvenis. Assim, 0 objetivo do presente
estudo foi verificar a influéncia da fluoxetina e do paraclorofenilalanina (PCPA),
respectivamente inibidor de recaptacao e inibidor da conversdo de triptofano em
serotonina, na larvicultura de matrinxa. Para o estudo foram utilizadas caixas de fibra de
vidro retangulares com capacidade para 40L com 25 litros de agua, em sistema de
circulacdo fechado, com temperatura da agua controlada (Exp.1 e 3: 26 - 28°C) e
temperatura da dgua sem controle - ambiente (Exp. 2 e 4: 19-31°C). Foram realizados
dois experimentos simultaneos, nos quais foram testados os dois farmacos. As larvas
dos Exp. 1 e 2 foram submetidas aos tratamentos: Trat.1 (controle, auséncia de
fluoxetina); Trat. 2 (larvas mantidas em 250 ppb fluoxetina/L); Trat. 3 (500 ppb
fluoxetina/L) e Trat. 4 (5000 ppb fluoxetina/L). As larvas dos Exp. 3 e 4 foram
submetidas aos tratamentos: Trat.1 (controle, auséncia de PCPA); Trat. 2 (larvas
mantidas em 10 mg PCPA/L); Trat. 3 (larvas mantidas em 50 mg PCPA/L) e Trat. 4
(larvas mantidas em 100 mg PCPA/L). Os resultados mostraram que a fluoxetina
promoveu menor crescimento e peso das larvas de matrinxa, aumentou a sobrevivéncia
larval e reduziu o canibalismo. A paraclorofenilalanina, nas concentra¢ées testadas,

promoveu diminuigdo do peso e crescimento larval, mas ndo afetou a sobrevivéncia. A
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fluoxetina e a paraclorofenilalanina parecem ter afetado a atividade serotoninérgica

alterando o comportamento e desempenho das larvas de matrinxas.

Palavras - chave: Agressividade, Larvicultura, Serotonina

ABSTRACT - In vertebrates, high levels of serotonin are often related to low levels of
aggressiveness. Serotonin is considered on important mediator of the aggressive
behavior in animals. In aquaculture, in intensive farming systems, such behavior is a
problem to the seed production. In Brycons, the aggressiveness begins in the early
stage of life, between 30 and 36 h after hatching, when larvae present high cannibalism
that can be present until juvenile stage. Thus, the aim of this study was to evaluate he
influence of fluoxetine and paraclorofenilalanine (PCPA), an inhibitor of 5-HT uptake and
inhibitor of TRP., respectively, in the early stage of matrinxa. The study used rectangular
tanks of glass fiber (25 liters), in a closed system, with water controlled temperature
(Exp.1 and Exp. 3: 26 - 28°C) and ambient temperature without control (Exp. 2 and Exp.
4: 19-31°C). Two experiments were simultaneously performed, testing both substances
(fluoxetine and PCPA). Larvae of the Exp. 1 e 2 were submitted to the treatments: Trat.1
(control, no fluoxetine); Trat. 2 (larvae were exposed to 250 ppb fluoxetine/L); Trat. 3
(500 ppb fluoxetine/L) and Trat.4 (5000 ppb fluoxetine/L). Larvae of the Exp. 3 and 4
were submitted to: Trat.1 (controle, no PCPA); Trat. 2 (larvae were exposed to 10 mg
PCPA/L); Trat. 3 (50 mg PCPA/L); and Trat. 4 (100 mg PCPA/L). The results showed
that fluoxetine promoted lower growth but increased the survival and reduced
cannibalism of matrinxa larvae. The PCPA in the tested concentrations promoted
reduced growth and did not affect the survival of larvae. Fluoxetine and PCPA seems to
affect the serotoninergic activity changing the behavior and growth of matrinxa in its
early stage of life.

Key words: Aggressiveness, Rearing, Serotonin
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INTRODUCAO

A serotonina, descoberta em 1930, foi denominada “enteramine” por ter sido
primeiramente extraida do intestino (ERSPAMER e ASERO, 1952). A partir de sua
descoberta, muitos estudos foram desenvolvidos e ja foram identificados 14 receptores
de serotonina pertencentes a sete familias (5-HT1, 5-HT2, 5-HT3, 5-HT4, 5 HT5, 5-HT6
e 5-HT7) (HOYER et al., 1994; 2002). A serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) € um
neurotransmissor sintetizado a partir do aminoacido triptofano (TRP) no sistema
nervoso central e no trato gastrointestinal por células enterocromafins. Estudos indicam
sua participacao nas mais diversas fun¢des, como a regulagcao do sono, apetite, humor,
secrec¢des neuroendodcrinas, comportamento sexual e fungdes gastrointestinais, por
meio da interacao com diferentes receptores (BARNES e SHARP, 1999; HOYER et al.,
2002). Atualmente, o comportamento agressivo tem sido associado a funcao
serotoninérgica e passou a ser objeto de estudos em diversas espécies, como
crustaceos (HUBER et al., 1997), peixes (LORENZI et al., 2009), macacos (HOWELL et
al., 2007) e principalmente em humanos (COCCARO et al., 1998).

Nos vertebrados, altos niveis serotoninérgicos sao freqlientemente associados a
baixos niveis de agressao, sendo a serotonina considerada um importante mediador da
condicao social e do comportamento agressivo (WINBERG et al., 1991; 1992). Estudos
indicam que a atividade serotoninérgica elevada, além de diminuir a agressao, pode
reverter relacdes de dominancia (SANCHEZ e HYTTEL, 1994; DECKEL, 1996; FERRIS
et al.,, 1997; VILLALBA et al, 1997; LARSON e SUMMERS, 2001). A atividade
serotonérgica foi relacionada a hierarquia de dominancia social do “Arctic char” (Alpinus
salvelinus) e de ciclideos (Haplochromis burtoni) (WINBERG et al., 1997; OVERLI et al.,
1998), no comportamento alimentar de truta (Oncorhynchus mykiss) (WINBERG et al.,
1993) e no comportamento agonistico do “damselfish” (Pomacentrus partitus bicolor)
(WINBERG et al., 1996). Além disso, o0 sistema serotoninérgico tem sido associado ao
controle de crescimento, ingestdo de alimentos e comportamento agressivo de peixes
(PEDRO et al., 1998; MENNIGEN et al., 2009).
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O comportamento agressivo, segundo Hickman et al. (2004), pode ser definido
como uma agao fisica ofensiva ou ameacadora que se refere a qualquer atividade
relacionada a luta, seja ela agressao, defesa, submissdo ou escape. Esse processo
pode ser considerado adaptativo e por recursos limitados, variando de acordo com a
espécie, o estagio de desenvolvimento e as condigdes ambientais, para assegurar o
acesso a comida e seguranga, 0 sucesso reprodutivo e sobrevivéncia da prole
(JOHNSSON et al., 2002; KARL et al., 2004; ALMEIDA et al., 2005). Na aquicultura, em
sistema intensivo de criacdo, esse comportamento agressivo é um problema
(CAMPBELL et al., 1992), principalmente na producéo de alevinos. Nos Brycons, esse
comportamento agressivo tem inicio na fase larval, entre 30 e 36 h apds a ecloséo,
quando as larvas ja apresentam canibalismo intenso (BERNARDINO et al., 1993;
MENDONCA et al., 1994), podendo comprometer em até 93% a sobrevivéncia da prole.

A utilizacdo de farmacos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina
(fluoxetina, paroxetina, sertralina, entre outros) e inibidores da conversao de triptofano a
serotonina (paraclorofenilalanina) sao ferramentas experimentais que podem ser
bastante Uteis na manipulagdo da acao da serotonina e na exploragao do seu papel na
regulacao da agressao em peixes (ADAMS et al., 1996; LYNN et al., 2007).

A fluoxetina tem seu efeito decorrente do aumento da concentracao de serotonina
no sistema nervoso central, devido a inibicado da recaptacdo do neurotransmissor na
sinapse neuronal, por se ligar ao receptor de serotonina, aumentando assim sua
disponibilidade, o que causa reducao da agressividade entre individuos. Por outro lado,
a paraclorofenilalanina atua de forma contraria a fluoxetina, pois inibe a producédo de
serotonina, reduzindo seus niveis circulantes, o que pode potencializar os sintomas da
agressividade. A atuacao destes farmacos foi observada em estudos com peixes,
indicando resultados promissores. Nesse contexto, Perreault et al. (2003) constataram
diminuigdo na agressividade em peixes de recife de coral (Thalassoma bifasciatum)
submetidos a tratamentos crénicos e agudos de fluoxetina. Do mesmo modo, Lynn et al.
(2007) observaram reducédo de demonstracdes agressivas em Betta splendens tratados
com fluoxetina. J4, Adams et al. (1996) verificaram que uma Unica inje¢cao do inibidor da

sintese de serotonina, paraclorofenilalanina foi responsavel pelo aumento da agressao
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em ciclideos (Cichlasoma meeki), evidenciando que a baixa atividade serotonérgica
esta associada a aumento da agressividade ou dominancia social.

Dessa forma, fica clara a importancia de estudos com a fluoxetina e a
paraclorofenilalanina na larvicultura de peixes, objetivando a compreensao da relagao
entre a 5-HT e a agressividade, bem como seu mecanismo de acdao. O objetivo do
presente estudo foi verificar a influéncia da serotonina na larvicultura de matrinxa por
meio de estudos da manipulacdo da atividade serotoninérgica com a utilizacdo da

fluoxetina e paraclorofenilalanina.

MATERIAL E METODOS

Espécie estudada e local do experimento

Este estudo tem como modelo a espécie matrinxa, Brycon amazonicus (SPIX E
AGASSIZ, 1829) e foi realizado no CEPTA/Instituto Chico Mendes de Conservacao da
Biodiversidade — Pirassununga - SP, Laboratério de Fisiologia de Peixes do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da FCAV — Unesp, Jaboticabal - SP e
no Laboratério de Aquicultura da Universidade Federal da Amazénia — ICSEZ (Parintins
- AM).

Unidades experimentais, manejo e reproducao

O estudo utilizou caixas de fibra de vidro retangulares, com capacidade de 40 L e
volume de agua aproximado de 25 litros, em sistema de circulagdo fechado, aeragao
artificial constante, por meio de compressor e pedras porosas, e com a temperatura da
agua controlada nos Experimentos 1 e 3 (26-28°C) ou ambiente, ndo controlada, no
Experimento 2 e 4 (19-31°C).

As larvas utilizadas foram obtidas por reproducdo de matrizes com 2,5 anos de
idade, mantidas em viveiros de terra escavados e alimentadas com racdo comercial
(28% PB), duas vezes ao dia. Os critérios para a selecao dos reprodutores foi 0 volume
e a flacidez da regido ventral e hiperemiagcao da papila urogenital da fémea, e o grau de
fluidez do sémen do macho (BERNARDINO et al., 1993). Foi utilizado como agente
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indutor da liberacdo dos gametas, extrato de hipéfise de carpa comum. As fémeas
receberam uma dose inicial (0,5 mg extrato hipdfise/kg peixe) na base da nadadeira
peitoral e, apds intervalo de cerca de 270 horas graus, foi aplicada a segunda dose do
horménio (5 mg extrato hipofise/kg peixe). Os machos receberam uma unica dose (1
mg extrato hipofise/kg peixe) administrada no momento da segunda aplicacdo nas
fémeas. A extrusdo dos ovacitos foi realizada manualmente.

Os ovocitos de todas as fémeas foram misturados e, posteriormente, separados
em porgdes iguais, que foram colocadas para eclodir em incubadoras tipo funil, de fibra
de vidro com capacidade de 80 L, modelo vertical, com circulacdo constante da agua.
Ap6s a eclosdo, mantendo uma distribuicdo homogénea e aleatéria dos lotes, os
animais foram agrupados na proporcdo de 16 larvas/L, e submetidos aos seguintes

tratamentos:

Experimento 1 — Temperatura da agua controlada (26 - 28°C)
Experimento 2 — Auséncia de controle da temperatura da agua (19 - 31°C)

Tratamento 1 Larvas mantidas em agua
Tratamento 2 Larvas mantidas em solugédo de 250 ppb de fluoxetina/L
Tratamento 3 Larvas mantidas em solucao de 500 ppb de fluoxetina/L

Tratamento 4 Larvas mantidas em solugcédo de 5000 ppb de fluoxetina/L

Experimento 3 — Temperatura da agua controlada (26 - 28°C)
Experimento 4 — Auséncia de temperatura da agua controlada (19 - 31°C)

Tratamento 1 Larvas mantidas em agua

Tratamento 2 Larvas mantidas em solucao de 10 mg PCPA/L
Tratamento 3 Larvas mantidas em solucao de 50 mg PCPA/L
Tratamento 4 Larvas mantidas em solugdao de 100 mg PCPA/L

As concentracdes de fluoxetina utilizadas foram calculadas de acordo com Henry e

Black (2007) e as concentragdes de paraclorofenilalanina de acordo com Tsai e Wang
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(1999). As larvas permaneceram nas caixas, imersas nas diferentes solu¢gdées durante
todo o periodo experimental, de acordo com os tratamentos. Os farmacos foram
previamentes diluidos antes de serem misturado a 4gua das caixas experimentais.

As larvas receberam alimentagdo natural (500 zooplancton/larva) a partir de 24
horas pos-eclosdo. A partir do primeiro dia de vida foi oferecida adicionalmente racao
comercial (56%PB) para larvas de todos os tratamentos.

Durante o periodo experimental, as 8:00 e 17:00 horas, foram mensurados:
temperatura, oxigénio dissolvido (5,18+1,03 mg/L), pH (6,72+0,2) e amdnia nao
ionizada da agua das caixas (0,003+0,0008 mg/L). As caixas foram sifonadas duas
vezes por semana ou quando necessario, com o auxilio de uma mangueira de

borracha, para retirada de restos da alimentagéo e os detritos.

Coleta das larvas

As coletas foram realizadas nos seguintes tempos: 1, 3, 6, 9 e 12 dias apés o
inicio do periodo experimental. Oito larvas foram fixados em Karnowsky e mantidos em
alcool 70%, para avaliacdo do peso e comprimento corporal, taxa de crescimento
especifico, coeficiente de variagdo do peso e comprimento, conteudo estomacal e
sobrevivéncia.

O peso das larvas e o comprimento total foram determinados com balanca
analitica (precisdo de 5 casas decimais) e paquimetro digital e estereomicroscépio. Foi
levado em consideracdo, durante as medi¢gdes larvais, o protocolo de Pedreira et al.
(2008), para garantir maior precisao nos dados.

A taxa de crescimento especifico foi calculada de acordo com a férmula: TCE
(%/dia) = 100x[(In peso final — In peso inicial)/dias]. O coeficiente de variacao do peso e
do comprimento foi obtido a partir da férmula: CV= (desvio padrdo/ média) x 100
(JOBLING, 1994). O coeficiente de variagao, quando multiplicado por 100, corresponde
a porcentagem de variagao da populagao. Foi verificado também o conteudo estomacal:
o tubo difestorio de 40 larvas por tratamento e amostragem, por meio de microcirurgia,
usando lupa com aumento de 4,5 vezes e com auxilio de agulhas. Sendo observado a

presenca e o tipo do alimento consumido e a porcentagem de canibalismo. A
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sobrevivéncia final foi calculada utilizando-se a férmula: S(%) = (n? final de alevinos / n®
inicial) x 100 (SENHORINI et al., 1998).

Analise Estatistica

O delineamento utilizado em cada experimento foi inteiramente casualizado (DIC),
com 3 diferentes concentracdes do farmaco utilizado e 1 testemunha. Cada tratamento
foi distribuido em 4 repeticées. Os dados foram submetidos a analise de variancia e a
comparagdo das médias feita pelo teste de Tukey (nivel de 5%), no programa
estatistico SAS (9.12).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Fluoxetina

Os Experimentos 1 e 2 avaliaram o efeito da fluoxetina no desenvolvimento inicial
das larvas de matrinxa. A fluoxetina € um inibidor da recaptacdo de serotonina nas
sinapses que promove maior disponibilidade de serotonina no sistema nervoso central e
pode ser uma ferramenta em estudos na regulagdo da agressdo em peixes (ADAMS et
al., 1996; LYNN et al., 2007), como no presente estudo.

As Fig. 1 e 2 mostram os valores médios da sobrevivéncia das larvas mantidas
em solucéo de fluoxetina com e sem temperatura da agua controlada, respectivamente.
Na Fig. 1, observa-se que a sobrevivéncia das larvas do Trat. 4 foi 316,7 % superior as
do Trat. controle. O mesmo perfil pode ser observado na Fig. 2, sendo o Trat. 4 superior
ao controle (221,5 %), embora sem diferenga estatistica. Comparando-se
numericamente as Fig. 1 e 2, observa-se que a resposta das larvas a fluoxetina, em
condigcbes de temperatura ndo controlada (19-31 °C), foi prejudicada nao ocorrendo
diferengas significativas entre os tratamentos, sugerindo os efeitos benéficos do
controle da temperatura no sistema de criagao.

Durante o experimento, observou-se que as larvas tratadas com fluoxetina se

mostravam mais calmas e menos agressivas, podendo explicar a maior taxa de
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sobrevivéncia e comprovando a relacdo deste farmaco, e da serotonina, com a
mediacdo do comportamento agressivo. Perreault et al. (2003) relataram reducdo na
agressividade em “bluehead wrasse” (Thalassoma bifasciatum) submetidos a
tratamentos crénicos e agudos de fluoxetina. Do mesmo modo, Lynn et al. (2007)
observaram reducao de demonstracdes agressivas em Betta splendens tratados com
fluoxetina. Confirmando a ag¢do da fluoxetina na dindmica da serotonina, em
vertebrados, altos niveis serotoninérgicos foram associados a baixos niveis de
agressao, sendo a serotonina considerada um importante mediador da condigédo social
e do comportamento agressivo (WINBERG et al., 1991; 1992).

A Figura 3 mostra os valores médios do peso das larvas expostas a fluoxetina em
temperatura da agua controlada (26-28°C). A partir do 3° dia, observa-se pesos mais
baixos nas larvas do Trat. 4. O mesmo perfil se verifica-se no 39, 62 e 92 dia na Fig. 4,
embora sem diferenca estatistica, mostrando mais uma vez que as flutuacdes da
temperatura da agua (19-31 °C) afetaram as respostas das larvas a fluoxetina. De
acordo com Gaworechi et al. (2008), a fluoxetina diminui a habilidade de captura da
presa podendo ocasionar em menores pesos devido a menor taxa da freqiiéncia
alimentar. Por outro lado, a fluoxetina pode apresentar um efeito anoréxico nos peixes
(MENNIGEN et al., 2010), realcando a agéo da serotonina. Estudos tém associado a
acao da serotonina com a inibicdo da ingestdo de alimentos em humanos e outros
vertebrados (LEIBOWITZ E ALEXANDER, 1998). Em peixes, a administracao, central e
oral, da 5-HT promoveu efeitos anoréxicos em goldfish (DE PEDRO et al., 1998) e no
“sea bass” europeu (Rubio et al., 2006).

As Figuras 5 e 6, apresentam os valores médios de comprimento corporal das
larvas mantidas em solu¢do com fluoxetina em temperatura da agua controlada (26-29
°C) ou ndo (19-31 °C). Observou-se, em ambas as condigdes, comportamento
semelhante ao que ocorreu em relacdo ao peso corporal, tanto na reducao significativa
do parametro nos dias 9 e 12 de criagdo, quanto a perda da significAncia estatistica por
efeito das oscilacbes da temperatura da agua. Esses resultados corroboram os

resultados de peso corporal encontrados neste estudo e a participacao indireta da
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fluoxetina, influenciando o comportamento alimentar das larvas e conseqlientemente
seu desempenho.

As taxas de crescimento especifico das larvas mantidas em temperatura
controlada (26-28° C) ou nao (19-31 °C) e submetidas aos diferentes tratamentos com
fluoxetina podem ser observadas nas Tabelas 1 e 2. Observa-se que as maiores
médias de crescimento ocorrem no periodo de 1 a 9 dias, mostrando a grande
importancia dessa fase na larvicultura do matrinxa. No caso das larvas do Trat. 4, como
verificado nos resultados de peso e comprimento corporal, o crescimento foi inferior ao
das larvas dos demais tratamentos, de modo geral, nas duas condi¢cdes de temperatura
estudadas.

As Tabelas 3, 4, 5 e 6 apresentam os coeficientes de variacdo do peso e
comprimento das larvas mantidas em solugao de fluoxetina com a temperatura da agua
controlada (26-28 °C) ou nao (19-31 °C). Estes indicadores tém sido considerados
importantes para se verificar heterogeneidade num lote de peixes, sugerindo a
existéncia de predacao entre as larvas (KESTEMONT et al., 2003). Entretanto, pela
analise dos resultados encontrados pode-se verificar que ocorrem grandes variacoes
nos dois parametros, sem um padrao que permita inferir efeito dos tratamentos.

Em geral, a homogeneidade de lotes na piscicultura é uma caracteristica
interessante, visto que larvas fisicamente semelhantes disputam igualmente pelo
alimento, ocasionando em comportamentos menos agressivos, o que contribui para o
aumento da produtividade final. Por outro lado, a variagcdo de crescimento, a alta
predagdao e as baixas sobrevivéncias das larvas, vém sendo apontadas como os
principais entraves na criagao intensiva de Brycons (KESTEMONT et al., 2003).

A ocorréncia de canibalismo foi verificada por meio da presenca de restos de
outras larvas no trato gastrintestinal das larvas. O conteddo estomacal das larvas
expostas a fluoxetina em temperatura da agua controlada (26-28° C) ou nao (19-31 °C)
pode ser observado nas Tabelas 7 e 8. Observa-se que a alimentacdo das larvas no
primeiro dia é composta apenas por alimentos vivos, ndo sendo encontrada presenca
de racdo. No 3° dia, ja se pode observar presenca de ragdo no estbmago de larvas que

foram expostas a fluoxetina, em ambas as temperaturas da agua. Ja, aos 6 dias de
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vida, larvas de todos os tratamentos ingeriram racao, além do zooplancton, sendo que
nao se encontrou restos de outras larvas nas larvas expostas a fluoxetina em
temperatura controlada, do mesmo modo que ndo se encontrou restos nas larvas
expostas a maior concentragdo de fluoxetina em condi¢coes de oscilacdes naturais de
temperatura. As mesmas explicagbes aventadas anteriormente na discussédo dos
resultados de sobrevivéncias das larvas de matrinxd sdo validas aqui, quando se
observa, por meio do conteudo estomacal das larvas, reducdo da predagdo e do
canibalismo. Durante o experimento, as larvas expostas a fluoxetina se mostravam mais
calmas e menos agressivas, comprovando a relacdo deste farmaco, e da serotonina,
com a mediagdo do comportamento agressivo. Aparentemente, ocorreu no matrinxa a
mesma redugdo da agressividade observada em Thalassoma bifasciatum submetido a
tratamentos cronicos e agudos de fluoxetina (PERREAULT et al., 2003) e na reducao
de demonstragdes agressivas em Betta splendens tratados com fluoxetina (LYNN et al.,
2007).

A alimentacdo com zooplancton teve inicio no 1° dia de vida das larvas e a
presenca de ragao foi verificada no 3° dia da coleta, diferente da recomendagéo de
Kubitza et al. (2003) que sugere que o arragoamento deve ser iniciado do 7° ao 10° dia
apos estocagem das pods larvas. Além disso, observou-se nas larvas tratadas com
fluoxetina, no experimento com temperatura da agua controlada, uma menor
quantidade de alimentos em relagdao ao grupo controle. Estes resultados sugerem que a
fluoxetina atue no comportamento alimentar das larvas de matrinxa, corroborando os
estudos em goldfish (DE PEDRO et al., 1998) e no “sea bass” europeu (RUBIO et al.,
2006) que mostraram que a administragdo, central e oral, da 5-HT promoveu efeitos
anorexicos nos peixes.

Sendo assim, a apesar da diminuicdo do comportamento alimentar, a fluoxetina
pode ser mais uma alternativa para minimizar o comportamento agressivo nas larvas de

matrinxa, ocasionando em uma maior sobrevivéncia e rentabilidade para o produtor.
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Paraclorofenilalanina

Os Experimentos 3 e 4 avaliaram o efeito do farmaco paraclorofenilalanina
(PCPA) no desenvolvimento inicial das larvas de matrinxd. A PCPA é um inibidor da
conversao de triptofano em serotonina, podendo ser utilizado como ferramenta para o
entendimento do papel deste neurotransmissor na regulagdo do comportamento
agressivo em peixes (ADAMS et al., 1996; LYNN et al., 2007), como no presente
estudo.

As Figuras 7 e 8 mostram os valores médios da sobrevivéncia das larvas
expostas as solugbes de paraclorofenilalanina, em condigdes controladas de
temperatura da agua (26-28°C) ou sem controle, com oscilagées naturais (19-31°C). Os
valores encontrados nos diferentes tratamentos nao diferiram significativamente entre
si, sugerindo que as concentragdes utilizadas nao foram adequadas para promover 0s
efeitos esperados no processo de reducéo da producao de serotonina.

As Figuras 9 e 10 apresentam os valores médios de peso das larvas expostas a
PCPA, nas duas condi¢des experimentais de temperatura da agua. Poucos resultados
significativos foram encontrados, mas observa-se, na Fig. 9, reducdo de peso nas
larvas do Trat 2, ao 9°dia, e na Fig. 10, reducao do peso de todas as larvas expostas a
PCPA no 9° dia de criagdo, bem como tendéncia a reducédo nas duas temperaturas, no
12°dia, a medida que se aumentou a concentracao do farmaco.

Respostas semelhantes podem ser verificadas nas Figuras 11 e 12, nas quais
sao apresentados os valores médios de comprimento corporal das larvas mantidas em
solugdo de PCPA, nas duas condi¢des de temperatura da agua.

Reducao do peso também foi verificado por Raz e Berger (2010), que atribuiram
este fato a diminuicdo da freqiéncia alimentar dos animais submetidos aos efeitos da
paraclofenilalanina. De acordo com Gaworecki et al. (2008), a diminuicdo das fungdes
serotoninérgicas no encéfalo, influenciada pela paraclofenilalanina, leva a diminuigao
dos niveis de serotonina circulante, tornando os animais mais agitados e agressivos, 0

que pode alterar o seu habito alimentar.
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Nas Tabelas 9 e 10, estdo apresentadas as taxas de crescimento especifico das
larvas mantidas em temperatura da agua controlada (26-28 °C) e sem controle (19-
31°C). Em nenhuma das condi¢des, é possivel identificar um padrdo definido entre os
tratamentos com a PCPA.

Os coeficientes de variagdo do peso e comprimento das larvas mantidas em
solucdo de PCPA, nas duas condigcdes de temperatura da agua de criagcdo, sao
apresentados nas Tabelas 11, 12, 13 e 14, respectivamente. Nao houve um padrao de
variagdo que permita identificar efeito de algum tratamento. A grande variabilidade pode
ser associada a acao da PCPA que estaria acentuando a agressividade dos animais,
devido a uma diminuigdo dos niveis serotoninérgicos, ocasionando uma alteracdo no
comportamento habitual da espécie, podendo vir a potencializar o canibalismo, ja
presente nos Brycons, tornando os lotes mais heterogéneos. Boer e Koolhaas (2005)
obtiveram resultados semelhantes com ratos tratados com paraclorofenilalanina, que
tiveram seu comportamento alterado pelo medicamento, ficando mais agressivos.

O crescimento heterogéneo durante a larvicultura para espécies com habitos
predatérios, como € o caso do género Brycon, tem sido apontado como um dos grandes
problemas na producao destas espécies (KESTEMONT et al. 2003), devendo ser mais
estudado.

A andlise do conteudo estomacal das larvas, e presenca de restos de outras
larvas, foi realizada como indicador da ocorréncia de canibalismo. O conteudo
estomacal das larvas expostas & PCPA em temperatura da agua controlada (26-28° C)
ou ndo (19-31 °C) pode ser observado nas Tabelas 15 e 16. No primeiro dia de coleta,
nas duas condi¢des experimentais, ndo se encontrou racao no contetudo estomacal das
larvas, indicando a preferéncia alimentar das larvas por zooplancton nesta fase do
desenvolvimento. Neste dia, aproximadamente 47-53% das larvas nado possuiam
nenhum tipo de alimento no seu conteudo estomacal, utilizando provavelmente a
reserva enddgena do saco vitelinico. A partir do 3° dia de vida, é possivel observar a
presenca de racdo e zooplancton no trato gastrintestinal das larvas de todos os

tratamentos.
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Em temperatura controlada, ocorre maior canibalismo no grupo de larvas
tratadas com a concentracdo mais alta de PCPA, mas o resultado é conflitante em
condicbes de temperatura sujeita a variagdes, quando este tratamento e o da
concentragao intermedidria sdo os que promovem menor ocorréncia de canibalismo.

Os resultados encontrados nos tratamentos envolvendo a PCPA sugerem que as
concentragdes do farmaco utilizadas nao foram adequadas para promover os efeitos

esperados no processo de inibicdo da sintese de serotonina.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, verificou-se que a
administracdo da fluoxetina e paraclorofenilalanina na larvicultura do matrinxa
promoveu alteragées comportamentais nas larvas, de forma mais ou menos evidente,
indicando a interacao dos farmacos com o0 mecanismo de regulacao da agressao.

No caso da fluoxetina, ela promoveu menor crescimento no peso e comprimento
das larvas, mas deve-se considerar que houve aumento da sobrevivéncia das larvas ao
final de 12 dias de criacao, fato que indica o potencial benéfico desse farmaco na
larvicultura de Brycons.
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Figura 1 - Taxa de sobrevivéncia (+ EP) de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) expostas a fluoxetina. Letras

diferentes indicam diferengas (P<0,05) entre os tratamentos. Trat.1 — auséncia de fluoxetina; Trat.2 —
larvas mantidas em 250 ppb de fluoxetina/L; Trat.3 - larvas mantidas em 500 ppb de fluoxetina/L; Trat.4 -
larvas mantidas em 5000 ppb de fluoxetina/L. O experimento foi realizado sob condi¢cdes de temperatura

da agua controlada.

Trat. 1

Trat. 3 Trat. &

Figura 2 - Taxa de sobrevivéncia (£ EP) de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) expostas a fluoxetina. Letras
diferentes indicam diferengas (P<0,05) entre os tratamentos. Trat.1 — auséncia de fluoxetina; Trat.2 —
larvas mantidas em 250 ppb de fluoxetina/L; Trat.3 - larvas mantidas em 500 ppb de fluoxetina/L; Trat.4 -

larvas mantidas em 5000 ppb de fluoxetina/L. O experimento foi realizado sem controle da temperatura da

agua.
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Figura 3 - Valores médios (+ EP) do peso corporal (g) de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) larvas expostas a
fluoxetina. Letras diferentes indicam diferengcas (P<0,05) entre os tratamentos. Trat.1 — auséncia de
fluoxetina; Trat.2 — larvas mantidas em 250 ppb de fluoxetina/L; Trat.3 - larvas mantidas em 500 ppb de
fluoxetina/L; Trat.4 - larvas mantidas em 5000 ppb de fluoxetina/L. O experimento foi realizado sob

condicdes de temperatura da agua controlada.

Figura 4 - Valores médios (+ EP) do peso corporal (g) de larvas de matrinxd (Brycon amazonicus) expostas a
fluoxetina. Letras diferentes indicam diferencas (P<0,05) entre os tratamentos. Trat.1 — auséncia de
fluoxetina; Trat.2 — larvas mantidas em 250 ppb de fluoxetina/L; Trat.3 - larvas mantidas em 500 ppb de
fluoxetina/L; Trat.4 - larvas mantidas em 5000 ppb de fluoxetina/L. O experimento foi realizado sem

controle da temperatura da agua.
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Figura 5 - Valores médios (+ EP) comprimento (mm) de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) larvas expostas a

fluoxetina. Letras diferentes indicam diferengcas (P<0,05) entre os tratamentos. Trat.1 — auséncia de

fluoxetina; Trat.2 — larvas mantidas em 250 ppb de fluoxetina/L; Trat.3 - larvas mantidas em 500 ppb de

fluoxetina/L; Trat.4 - larvas mantidas em 5000 ppb de fluoxetina/L. O experimento foi realizado sob

condicdes de temperatura da agua controlada.

Dias de coleta

Figura 6 - Valores médios (= EP) do comprimento (mm) de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) larvas expostas a

fluoxetina. Letras diferentes indicam diferencas (P<0,05) entre os tratamentos. Trat.1 — auséncia de

fluoxetina; Trat.2 — larvas mantidas em 250 ppb de fluoxetina/L; Trat.3 - larvas mantidas em 500 ppb de

fluoxetina/L; Trat.4 - larvas mantidas em 5000 ppb de fluoxetina/L. O experimento foi realizado sem

controle da temperatura da agua.
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Tabela 1- Taxa de crescimento especifico (%/dia) de larvas de matrinxa (Brycon
amazonicus) expostas a fluoxetina. O experimento foi realizado sob
condi¢gdes da temperatura da agua controlada.

Dias de coleta

01-03 01-06 01-09 01-12
Trat. 1 -1,86 12,45 19,41 14,67
Trat. 2 10,35 15,15 18,44 14,32
Trat. 3 4,13 12,23 18,43 15,48
Trat. 4 3,65 5,31 6,47 11,61

Trat.1 — auséncia de fluoxetina; Trat.2 — larvas mantidas em 250 ppb de fluoxetina/L; Trat.3 - larvas
mantidas em 500 ppb de fluoxetina/L; Trat.4 - larvas mantidas em 5000 ppb de fluoxetina/L.

Tabela 2 - Taxa de crescimento especifico (%/dia) de larvas de matrinxa (Brycon
amazonicus) expostas a fluoxetina. O experimento foi realizado sem controle
da temperatura da agua.

Dias de coleta

01-03 01-06 01-09 01-12
Trat. 1 12,69 12,91 9,51 13,25
Trat. 2 8,73 16,33 10,34 12,85
Trat. 3 11,86 13,94 13,91 14,21
Trat. 4 2,73 6,42 11,85 13,30

Trat.1 — auséncia de fluoxetina; Trat.2 — larvas mantidas em 250 ppb de fluoxetina/L; Trat.3 - larvas
mantidas em 500 ppb de fluoxetina/L; Trat.4 - larvas mantidas em 5000 ppb de fluoxetina/L.
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Tabela 3 - Coeficiente de variagdo do peso (CVp) de larvas de matrinxd (Brycon
amazonicus) expostas a fluoxetina. O experimento foi realizado sob condi¢des
da temperatura da agua controlada.

Dias de coleta

01 03 06 09 12
Trat. 1 7,70 20,39 24,58 61,56 47,98
Trat. 2 7,65 25,88 32,33 34,26 92,28
Trat. 3 7,35 25,60 26,38 22,23 69,97
Trat. 4 7,00 35,71 46,61 58,15 43,79

Trat.1 —auséncia de fluoxetina; Trat.2 —larvas mantidas em 250 ppb de fluoxetina/L; Trat.3 - larvas
mantidas em 500 ppb de fluoxetina/L; Trat.4 - larvas mantidas em 5000 ppb de fluoxetina/L.

Tabela 4 - Coeficiente de variacdo do peso (CVp) de larvas de matrinxa (Brycon
amazonicus) expostas a fluoxetina. O experimento foi realizado sem controle da
temperatura da agua.

Dias de coleta

01 03 06 09 12
Trat. 1 7,85 13,20 23,78 150,84 56,83
Trat. 2 7,12 27,31 30,11 71,04 110,16
Trat. 3 7,34 20,30 23,54 33,39 81,41
Trat. 4 7,18 35,87 43,54 35,85 35,75

Trat.1 — auséncia de fluoxetina; Trat.2 — larvas mantidas em 250 ppb de fluoxetina/L; Trat.3 - larvas
mantidas em 500 ppb de fluoxetina/L; Trat.4 - larvas mantidas em 5000 ppb de fluoxetina/L.
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Tabela 5 - Coeficiente de variacdo do comprimento (CVc) de larvas de matrinxa (Brycon
amazonicus) expostas a fluoxetina. O experimento foi realizado sob

condi¢gdes da temperatura da agua controlada.

Dias de coleta

01 03 06 09
Trat. 1 7,34 11,04 13,88 13,29
Trat. 2 7,88 7,26 8,21 10,11
Trat. 3 7,39 10,37 7,87 7,22
Trat. 4 7,11 5,52 7,10 14,26

12
12,23
10,89
13,98
12,28

Trat.1 — auséncia de fluoxetina; Trat.2 — larvas mantidas em 250 ppb de fluoxetina/L; Trat.3 - larvas

mantidas em 500 ppb de fluoxetina/L; Trat.4 - larvas mantidas em 5000 ppb de fluoxetina/L.

Tabela 6 - Coeficiente de variacdo do comprimento (CVc) de larvas de matrinxa (Brycon
amazonicus) expostas a fluoxetina. O experimento foi realizado sem controle

da temperatura da agua.

Dias de coleta

01 03 06 09
Trat. 1 7,33 8,51 4,39 13,59
Trat. 2 7,33 7,63 7,75 1,12
Trat. 3 7,33 7,40 7,75 10,27
Trat. 4 7,33 7,37 11,21 11,39

12
20,15
14,74
13,60

9,58

Trat.1 — auséncia de fluoxetina; Trat.2 — larvas mantidas em 250 ppb de fluoxetina/L; Trat.3 -
mantidas em 500 ppb de fluoxetina/L; Trat.4 - larvas mantidas em 5000 ppb de fluoxetina/L.

larvas
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Tabela 7 - Contetdo estomacal de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) expostas a
fluoxetina. O experimento foi realizado sob condi¢gbes de temperatura da
agua controlada.

Dias de coleta Tratamento “Tipo de alimento (%) Canibalismo
% larvas ¢/ Zooplancton % larvas c/ Ragao (%)
1 1 42 0 53 a
! 2 34 0 33°
1 3 43 0 16°
1 4 47 0 16°
8 ! 65 0 34°
3 2 56 0 20
3 3 64 0 17°
3 4 55 45 25 ab
6 1 100 88 132
6 2 100 100 0
6 3 100 100 0
6 4 100 89 0°
9 1 100 100 0
9 2 100 100 0
9 3 100 100 0
9 4 100 100 0
12 1 100 100 0
12 2 100 100 0
12 3 100 100 0
12 4 100 100 0

Trat.1 — auséncia de fluoxetina; Trat.2 — larvas mantidas em 250 ppb de fluoxetina/L; Trat.3 - larvas
mantidas em 500 ppb de fluoxetina/L; Trat.4 - larvas mantidas em 5000 ppb de fluoxetina/L.
*Porcentagem de cada item alimentar no trato gastrintestinal de larvas de matrinxa.
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Tabela 8 - Contetdo estomacal de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) expostas a
fluoxetina. O experimento foi realizado sob condigcdes de temperatura

ambiente.
Dias de coleta Tratamento “Tipo de alimento (%) Canibalismo
% larvas ¢/ Zooplancton % larvas c/ Racéo (%)
1 1 33 0 232
! 2 23 0 17°
1 3 43 0 252
1 4 24 0 11°b
3 1 55 0 302
3 2 54 0 27%
3 3 48 23 37°
3 4 43 32 25°
6 1 100 77 122
6 2 100 87 172
6 3 100 100 gb
6 4 100 89 0°
9 1 100 100 0
9 2 100 100 0
9 3 100 100 0
9 4 100 100 0
12 1 100 100 0
12 2 100 100 0
12 3 100 100 0
12 4 100 100 0

Trat.1 — auséncia de fluoxetina; Trat.2 — larvas mantidas em 250 ppb de fluoxetina/L; Trat.3 - larvas
mantidas em 500 ppb de fluoxetina/L; Trat.4 - larvas mantidas em 5000 ppb de fluoxetina/L.

*Porcentagem de cada item alimentar no trato gastrintestinal de larvas de matrinxa.
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Figura 7- Taxa de sobrevivéncia (x EP) de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) expostas a paraclorofenilalanina
(PCPA). Letras diferentes indicam diferencas (P<0,05) entre os tratamentos. Trat.1 — auséncia de PCPA;
Trat.2 — larvas mantidas em solugcdo de 10 mg PCPA/L; Trat.3 - larvas mantidas em solugéo de 50 mg
PCPA/L; Trat.4 - larvas mantidas em solugdo de 100 mg PCPA/L. O experimento foi realizado sob
condicdes de temperatura da agua controlada.

Figura 8

Trat. 1

- Taxas de sobrevivéncia

(= EP)

Trat. 2 Trat. 3

de

larvas de matrinxa

Trat. 4

(Brycon amazonicus)

expostas a

paraclorofenilalanina (PCPA). Letras diferentes indicam diferengas (P<0,05) entre os tratamentos. Trat.1 —
auséncia de PCPA; Trat.2 — larvas mantidas em solugdo de 10 mg PCPA/L; Trat.3 - larvas mantidas em
solugédo de 50 mg PCPA/L; Trat.4 - larvas mantidas em solugdo de 100 mg PCPA/L. O experimento foi
realizado sob condigdes de temperatura ambiente.
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Figura 9 - Valores médios (+ EP) do peso corporal (g) de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) larvas expostas a
paraclorofenilalanina (PCPA). Letras diferentes indicam diferencas (P<0,05) entre os tratamentos. Trat.1 —
auséncia de PCPA; Trat.2 — larvas mantidas em solugcdo de 10 mg PCPA/L; Trat.3 - larvas mantidas em
solugdo de 50 mg PCPA/L; Trat.4 - larvas mantidas em solugédo de 100 mg PCPA/L. O experimento foi
realizado sob condi¢des de temperatura da agua controlada.

Dias de coleta

Figura 10 - Valores médios (+ EP) do peso corporal (g) de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) larvas mantidas
em solugdo de paraclorofenilalanina /L. Letras diferentes indicam diferencas (P<0,05) entre os
tratamentos. Trat.1 — auséncia de solugdo ; Trat.2 — larvas mantidas em solugdo de 10 mg /L; Trat.3 -
larvas mantidas em solucdo de 50 mg/L; Trat.4 - larvas mantidas em solugdo de 100 mg/L de

paraclorofenilalanina. O experimento foi realizado sob condigdes de temperatura ambiente.
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Figura 11 - Valores médios (+ EP) do comprimento (mm) de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) larvas expostas

a paraclorofenilalanina (PCPA). Letras diferentes indicam diferencas (P<0,05) entre os tratamentos. Trat.1

— auséncia de PCPA; Trat.2 — larvas mantidas em solugdo de 10 mg PCPA/L; Trat.3 - larvas mantidas em

solugdo de 50 mg PCPA/L; Trat.4 - larvas mantidas em solugdo de 100 mg PCPA/L. O experimento foi

realizado sob condi¢des de temperatura da agua controlada.

Figura 12 - Valores médios (+ EP) do comprimento (mm) de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) larvas expostas

a paraclorofenilalanina (PCPA). Letras diferentes indicam diferengas (P<0,05) entre os tratamentos. Trat.1

— auséncia de PCPA; Trat.2 — larvas mantidas em solugdo de 10 mg PCPA/L; Trat.3 - larvas mantidas em

solugado de 50 mg PCPA/L; Trat.4 - larvas mantidas em solugdo de 100 mg PCPA/L. O experimento foi

realizado sob condi¢des de temperatura ambiente.
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Tabela 9- Taxa de crescimento especifico (%/dia) de larvas de matrinxa (Brycon
amazonicus) expostas a paraclorofenilalanina (PCPA). O experimento foi
realizado sob condigbes de temperatura da agua controlada.

Dias de coleta

01-03 01-06 01-09 01-12
Trat. 1 5,37 12,40 15,92 15,25
Trat. 2 5,41 11,95 13,38 16,18
Trat. 3 6,94 12,71 16,03 15,25
Trat. 4 -2,99 12,40 18,05 14,38

Trat.1 — auséncia de PCPA; Trat.2 — larvas mantidas em solugdo de 10 mg PCPA/L; Trat.3 - larvas
mantidas em solugcao de 50 mg PCPA/L; Trat.4 - larvas mantidas em solugdo de 100 mg PCPA/L.

Tabela 10 - Taxa de crescimento especifico (%/dia) de larvas de matrinxa (Brycon
amazonicus) mantidas em solugdo de paraclorofenilalanina. O
experimento foi realizado sob condi¢gbes de temperatura ambiente.

Dias de coleta

01-03 01-06 01-09 01-12
Trat. 1 11,33 17,72 20,08 15,51
Trat. 2 14,49 22,29 19,68 15,47
Trat. 3 23,95 18,47 19,83 15,48
Trat. 4 25,30 17,28 18,29 14,80

Trat.1 — auséncia de PCPA; Trat.2 — larvas mantidas em solugdo de 10 mg PCPA/L; Trat.3 - larvas
mantidas em solugao de 50 mg PCPA/L; Trat.4 - larvas mantidas em solucao de 100 mg PCPA/L.
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Tabela 11 - Coeficiente de variagdo do peso (CVp) de larvas de matrinxad (Brycon

amazonicus) expostas a paraclorofenilalanina (PCPA). O experimento foi
realizado sob condigdes de temperatura da agua controlada.

Dias de coleta

Trat. 1
Trat. 2
Trat. 3
Trat. 4

01 03 06 09 12
48,37 72,73 44,72 42,58 75,19
40,88 46,34 46,49 87,77 59,45
46,74 72,97 37,75 49,48 67,16
32,55 50,00 64,91 54,60 81,42

Trat.1 — auséncia de PCPA; Trat.2 — larvas mantidas em solugdo de 10 mg PCPA/L; Trat.3 - larvas
mantidas em solugcao de 50 mg PCPA/L; Trat.4 - larvas mantidas em solugdo de 100 mg PCPA/L.

Tabela 12 - Coeficiente de variagdo do peso (CVp) de larvas de matrinxa (Brycon

amazonicus) expostas a paraclorofenilalanina (PCPA). O experimento foi
realizado sob condicbées de temperatura ambiente.

Dias de coleta

Trat. 1
Trat. 2
Trat. 3
Trat. 4

01 03 06 09 12
60,94 34,88 43,38 53,39 74,27
53,72 15,36 51,28 71,23 111,65
40,88 24,48 45,00 72,20 96,94
60,25 38,25 30,83 37,37 106,87

Trat.1 — auséncia de PCPA; Trat.2 — larvas mantidas em solucdo de 10 mg PCPA/L; Trat.3 - larvas
mantidas em solucao de 50 mg PCPA/L; Trat.4 - larvas mantidas em solugdo de 100 mg PCPA/L.



76

Tabela 13 - Coeficiente de variagdo do comprimento (CVc) de larvas de matrinxa
(Brycon amazonicus) expostas a paraclorofenilalanina (PCPA). O
experimento foi realizado sob condicbes de temperatura da &gua

controlada.
Dias de coleta
o1 03 06 09 12
Trat. 1 7,41 7,78 3,71 10,27 12,51
Trat. 2 6,71 6,82 6,11 0,77 12,80
Trat. 3 7,89 6,81 6,04 7,14 10,56
Trat. 4 8,54 6,83 8,82 6,90 9,15

Trat.1 — auséncia de PCPA; Trat.2 — larvas mantidas em solugdao de 10 mg PCPA/L; Trat.3 - larvas
mantidas em solugao de 50 mg PCPA/L; Trat.4 - larvas mantidas em solugéo de 100 mg PCPA/L.

Tabela 14 - Coeficiente de variagdo do comprimento (CVc) de larvas de matrinxa
(Brycon amazonicus) expostas a paraclorofenilalanina (PCPA). O
experimento foi realizado sob condicées de temperatura ambiente.

Dias de coleta

01 03 06 09 12
Trat. 1 7,34 5,57 6,58 6,13 8,11
Trat. 2 6,60 4,25 10,21 10,14 7,12
Trat. 3 8,37 8,14 7,37 9,60 7,48
Trat. 4 8,98 4,20 7,96 10,53 8,95

Trat.1 — auséncia de PCPA; Trat.2 — larvas mantidas em solucdo de 10 mg PCPA/L; Trat.3 - larvas
mantidas em solugao de 50 mg PCPA/L; Trat.4 - larvas mantidas em solugao de 100 mg PCPA/L.
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Tabela 15 - Conteudo estomacal de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) expostas a
paraclorofenilalanina (PCPA). O experimento foi realizado sob condi¢des
de temperatura da agua controlada.

Dias de coleta Tratamento “Tipo de alimento (%) Canibalismo
% larvas ¢/ Zooplancton % larvas c/ Racéo (%)
! 1 47 0 18
! 2 55 0 14
! 3 53 0 17
1 4 64 0 21
3 1 77 23 21
3 2 79 33 17
3 3 82 37 14
3 4 93 45 17
6 1 100 88 62
6 2 100 100 0°
6 3 100 100 0°
6 4 100 89 17°
9 1 100 100 0
9 2 100 100 0
9 3 100 100 0
9 4 100 100 0
12 1 100 100 0
12 2 100 100 0
12 3 100 100 0
12 4 100 100 0

Trat.1 — auséncia de PCPA; Trat.2 — larvas mantidas em solugdo de 10 mg PCPA/L; Trat.3 - larvas
mantidas em solugcdo de 50 mg PCPA/L; Trat.4 - larvas mantidas em solucdo de 100 mg PCPAI/L.
*Porcentagem de cada item alimentar no trato gastrintestinal de larvas de matrinxa.



78

Tabela 16 - Conteudo estomacal de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) expostas a
paraclorofenilalanina (PCPA). O experimento foi realizado sob condigdes de

temperatura ambiente.

Dias de coleta

*Tipo de alimento (%)

Tratamento

Canibalismo

% larvas ¢/ Zooplancton % larvas c/ Racao (%)
1 1 11 0 23
1 2 21 0 21
1 3 42 0 17
1 4 33 0 19
3 1 54 0 32°
3 2 74 0 27%®
3 3 78 0 24°
3 4 96 55 29%
6 1 100 66 21°
6 2 100 78 172
6 3 100 82 11°
6 4 100 89 9°
9 1 100 100 0
9 2 100 100 0
9 3 100 100 0
9 4 100 100 0
12 1 100 100 0
12 2 100 100 0
12 3 100 100 0
12 4 100 100 0

Trat.1 — auséncia de PCPA; Trat.2 — larvas mantidas em solugdo de 10 mg PCPA/L; Trat.3 - larvas
mantidas em solugcdo de 50 mg PCPA/L; Trat.4 - larvas mantidas em solugdo de 100 mg PCPA/L.

*Porcentagem de cada item alimentar no trato gastrintestinal de larvas de matrinxa.
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CAPITULO 4 - DISTRIBUICAO DE NEURONIOS SEROTONINERGICOS
IMUNORREATIVOS (5-HTir) EM LARVAS DE MATRINXA

Distribuicdo dos neurdnios serotoninérgicos imunorreativos (5-HTIR) em larvas de

matrinxa (Brycon amazonicus)

RESUMO - A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) é uma indoleamina do grupo das
monoaminas, e tem sido descrita como um neurotransmissor modulador amplamente
distribuido no sistema nervoso central de vertebrados. Sua acdo esta ligada as mais
diversas funcoes fisiolégicas e comportamentais, como a regulacdo do sono, apetite,
humor,  secre¢cdes  neuroenddcrinas, comportamento  agressivo,  fungdes
gastrointestinais, pela interagdo com diferentes receptores. O conhecimento da
distribuicao de neurdnios serotoninérgicos imunoreativos (5-HTir) no encéfalo de larvas
de matrinxd (Brycon amazonicus) é uma ferramenta para o entendimento do
mecanismo de agao e da participacdo da serotonina na regulagdo do comportamento
agressivo das larvas da espécie. O presente estudo utilizou 16 larvas com 9 dias apds a
eclosdo, que foram eutanasiadas por sobredose de anestesia e fixados para a
realizacdo dos procedimentos de imunohistoquimica e marcacdo dos neurbnios
serotoninérgicos imunorreativos. Na larva de matrinxa, foi observada uma distribuigao
dos neurdnios serotoninérgicos principalmente nas regides do prosencefalo e
mesencéfalo; principalmente com grupos espalhados nas regides do diencéfalo, teto
optico e na regidao do tegumento. Dessa forma, o estudo descreveu a distribuicao do
sistema serotoninérgico de larvas de matrinxa, que se assemelha a distribuicdo descrita
em individuos juvenis da espécie e segue 0 mesmo padrado de distribuicdo de outras

espécies de peixes.

Palavras - chave: Larvicultura, Serotonina, Imunohistoquimica, Sistema

serotoninérgico
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ABSTRACT - Serotonin or 5-hidroxytriptamine (5-HT) is an indoleamine from the
monoamine group and has been described as a modulating neurotransmitter widely
distributed in the central nervous system of vertebrates. Its role is associated to different
physiological and behavioral functions such as sleep, appetite, humor, neuroendocrine
secretions, aggressive behavior, gastrointestinal functions, by interacting with different
receptors. The knowledge of the distribution of the serotoninergic immunoreactive (5-
Htir) neurons in matrinxd (Brycon amazonicus) larvae brain is a tool to the
understanding of the mechanism of action and of the participation of serotonin in the
regulation of the aggressive behavior of these larvae. The present study used 16 larvae
sampled 9 days after hatching. They were euthanized by overdose of anesthesia and
fixed before the procedures of immunohistochemistry and labeling of the
immunoreactive neurons. The results showed a distribution of serotoninergic neurons
mainly in prosencephalus and mesencephalus. Groups of neurons were distributed in
diencephalus, tetum opticum and tegument. The study describes the distribution of the
serotoninergic system in matrinxa larvae that is similar to that of described in juvenile

specimens of the same species, and follow the pattern of many other fish species.
Palavras - chave: Hatchery, Serotonin, Immunohistochemistry, System serotoninergic
INTRODUCAO

Em 1937, ocorreu, pela primeira vez, a extracdo da mucosa gastrintestinal de
uma substancia com efeito vasoativo, que podia provocar contragdo da musculatura lisa
do trato gastrointestinal de Octopus vulgaris, sendo chamada de enteramina por sua
localizagdo nas células enterocromafins, posteriormente foi isolada e caracterizada
como serotonina em 1948 por Maurice Rapport e Irvine Page (ERSPAMER & ASERO,
1952). Em 1952, descobriu-se que a enteramina era igual a serotonina (REID & RAND,
1952). ApGs a descoberta da serotonina, ela foi rapidamente identificada em tecidos
como encéfalo e trato gastrointestinal, entre outros. Concomitantemente a descoberta,

inUmeros estudos estavam sendo investigados e, em 1957, Brodie & Shore propuseram
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o papel da serotonina como neurotransmissor, baseados em estudos que
demonstraram a localizacdo de alguns receptores de serotonina no sistema nervoso
dos vertebrados (TWAROG & PAGE, 1953; AMIN et al., 1954). Em 1963, a serotonina
foi localizada nas terminagdes nervosas de neurbnios e em regides isoladas do
encéfalo de mamiferos (MICHAELSON & WHITTAKER, 1963; ZIEHER & DE
ROBERTIS, 1963).

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) é uma indoleamina do grupo das
monoaminas e tem sido descrita como um neurotransmissor modulador amplamente
distribuido no sistema nervoso central de vertebrados. A 5-HT é sintetizada a partir do
aminoacido triptofano, sua sintese ocorre pela captagéao ativa do triptofano plasmatico
por carreadores de aminodcidos neutros na barreira hematoencefalica. Por esta razao,
a variacao do triptofano plasmatico influéncia profundamente a produgé@o de serotonina
(LEPAGE et al., 2005). Sua acao esta relacionada a diversas fungdes fisioldgicas e
comportamentais, como a regulagdo do sono, apetite, humor, secregdes
neuroenddécrinas, comportamento sexual e fungbes gastrointestinais, por meio da
interacdo com diferentes receptores (BARNES & SHARP, 1999; HOYER et al., 2002).
Atualmente, a funcao serotoninérgica tem sido associada ao comportamento agressivo
em diversas espécies, desde humanos (COCCARO et al., 1998) até peixes (LORENZI
et al., 2009). Nesse sentido, estudos tém utilizado farmacos inibidores seletivos da
recaptacao de serotonina (fluoxetina, paroxetina, sertralina, entre outros) e inibidor da
conversao de triptofano em serotonina (paraclorofenilalanina) para manipular os niveis
de serotonina e, dessa forma, explorar seu papel na regulagdo da agressdao em peixes
(ADAMS et al., 1996; LYNN et al., 2007).

Os neurbnios serotoninérgicos podem ser encontrados principalmente na regiao
da rafe e consistem em numerosos e distintos grupos de neurénios do tronco encefalico
que estao organizados ao longo da linha média, originando projecdes ascendentes e
descendentes (ZIGMOND et al., 1999). A organizagdo do sistema serotoninérgico ja
pode ser observada desde 0s peixes mais basais, nos quais a serotonina é encontrada
em abundancia no hipotdlamo e no tronco encefalico, formando um elo importante entre

o fluido cerebroespinhal e o tecido neural assim como em todos os vertebrados. Dessa
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forma, o estudo desse sistema, permite uma melhor compreenséo da acao do sistema
serotoninérgico frente a regulagdo do comportamento agressivo, comum a muitas
espécies de peixes, e com isso a busca de alternativas para problemas causados por
esse comportamento em sistemas de criacdo, e o desenvolvimento de tecnologias que
otimizem a cadeia produtiva de muitas espécies de peixes.

Até meados dos anos de 80, os estudos do sistema serotoninérgico por métodos
imuno-histoquimicos eram realizados utilizando fluorescéncia induzida por formaldeido
(FIF) (EKSTRO E VAN VEEN, de 1984). No entanto, essas técnicas ndao sdao mais
utilizadas principalmente para o sistema serotoninérgico, devido ao baixo rendimento e
clareamento rapido do fluor6foro amarelo 5-HT. As técnicas de imuno-histoquimica
revelaram-se mais especificas e sensiveis para a detec¢gdo de monoaminas € o uso de
anticorpos contra a serotonina permitiu melhores resultados na marcacéo do sistema
serotoninérgico de inUmeras espécies de vertebrados, incluindo teledsteos (KAH &
CHAMBOLLE, 1983; YOSHIDA et al., 1983).

O presente estudo avaliou a distribuicdo de neurbnios serotoninérgicos
imunoreativos (5-HTir) no encéfalo de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus), espécie
que se destaca dentre as espécies comercialmente importantes no Brasil e que
apresenta uma caracteristica comportamental de agressividade na fase larval e jovem.
Estudos que levem ao entendimento dos mecanismos de regulacdo deste
comportamento poderdo ajudar a implantacéo de técnicas de manejo que reduzam as

perdas por confrontos co-especificos.

MATERIAL E METODOS

Instalacoes e protocolo experimental

Este estudo foi realizado no CEPTA/Instituto Chico Mendes de Conservacao da
Biodiversidade — Pirassununga, SP, no Laboratério de Aquicultura da Universidade
Federal da Amazoénia - ICSEZ, Parintins, AM, e no Laboratério de Fisiologia de Peixes

do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da FCAV — Unesp, Jaboticabal, SP.
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As unidades experimentais foram caixas de fibra de vidro retangulares, com 25 litros, de
agua, dispostas em sistema de circulagéo fechado, com aeracéo constante.

As larvas utilizadas foram obtidas pela reprodugdo induzida de matrizes de
matrinxd, com 2,5 anos, criadas em viveiros de terra escavados e alimentadas com
racdo comercial (28% PB), duas vezes ao dia. A inducdo da desova foi realizada com
extrato de hipdfise de carpa comum (EHC), seguindo metodologia de rotina
(BERNARDINO et al.,, 1993). Os ovécitos de todas as fémeas foram misturados,
separados em trés porgdes iguais e colocados para eclodir em incubadoras tipo funil, de
150 L, com circulagédo constante da agua.

As larvas passaram a receber alimentacao natural (500 z6oplancton/larva) e racao
a partir de 24 horas pds-eclosao, momento no qual foram transferidas para as unidades
experimentais (4 caixas de 25 litros)

Durante o periodo experimental, as 8:00 e 17:00 horas, foram mensurados:
temperatura (25,2+3,5°C), oxigénio dissolvido (6,61+1,33 mg/L), pH (6,98+0,4) e
amodnia nao ionizada da agua das caixas (0,002+0,0008 mg/L). As caixas foram
sifonadas duas vezes por semana ou quando necessario, com o auxilio de uma

mangueira de borracha, para retirada de restos da alimentacgao e os detritos.

Coleta das larvas e método imunohistoquimico

Para avaliar a distribuicdo de neurdnios serotoninérgicos imunoreativos (5-HTir)
no encéfalo de larvas, foram coletados 4 exemplares de cada unidade experimental,
totalizando em 16 animais (peso *+ 5,5 mg) foram coletados nove dias apds a eclosao,
periodo ideal no qual geralmente permanecem nas caixas com fins experimentais,
antes de irem para os viveiros de alevinagem. Os animais foram eutanasiados por
sobredose de anestesia e fixados em paraformaldeido 4% por 4 h, sendo, em seguida,
transferidos para uma solugéo de sacarose 30% em tampao fosfato (0,2 M) com pH de
7,4, onde permaneceram por uma noite. As amostras foram lavadas em tampéo fosfato
(0,2 M), e congeladas com Tissue Tek e gelo seco, para serem cortadas em criostato

(Microm HM 505) a uma espessura de 25 um e montadas em laminas gelatinizadas.
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O procedimento de imunohistoquimica foi realizado sobre os cortes fixados nas
laminas. Primeiramente, as amostras foram lavadas em tampéao fosfato 0,01M (PBS),
pH 7,4 (trés lavagens de 10 min cada) e, em seguida, incubadas em peroxido de
hidrogénio 1% por 10 min e lavadas novamente por 3 vezes com PBS até a retirada
total da espuma formada. As amostras foram, entédo, incubadas em soro caprino 2%
(Vectastain ABC kit, Vector Laboratories), por 60 min, € em seguida, incubadas com
anticorpo primario anti-serotonina produzido em coelho (Sigma-Aldrich) numa proporgao
de 1:250, por 48 h, a 4°C. A seguir, as amostras foram novamente lavadas com PBS e
incubadas com anticorpo secundario produzido em coelho (anti-rabbit) 1:100
(Vectastain ABC kit, Vector Laboratories) por uma hora. As amostras foram mais uma
vez lavadas em PBS e incubadas no kit ABC (complexo avidina-biotina - Vectastain
ABC kit, Vector Laboratories) por 60 min, para nova lavagem com PBS. Apéds esse
procedimento, a reacao foi revelada utilizando-se uma solugéo de 3,3'-diaminobenzidina
a 0,3 mg/mL (DAB, Sigma-Aldrich) 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 alcool
etilico em concentracdes crescentes e por uma bateria de diafanizacdo com utilizagao
de xilol. A seguir, as laminas foram montadas em laminulas com Entellan (Merck). Para
testar a especificidade da andlise, foi feito um controle negativo, em que as laminas nao
foram incubadas com o anticorpo primario. Os neurbnios serotoninérgicos
imunorreativos (5-HTir) foram analisados e fotografados em fotomicroscopio Leica DM
2500.

A identificacdo e nomenclatura das regides anatémicas do encéfalo de matrinxa
foram baseadas na neuroanatomia de Danio rerio (WULLIMANN et al., 1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise das laminas permitiu descrever a localizagdo e a intensidade das

células 5-HTir.
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Nao foi possivel observar presenca de ndcleos serotoninérgicos na regiao
anterior do encéfalo (bulbo olfatério, regiao do telencéfalo basal e cértex) das larvas de
matrinxa. Estudos com outras espécies como Carassius auratus (KAH & CHAMBOLLE,
1983), Polypterus senegalus (CHIBA, 1999) e Trematomus bernacchii (OLIVERI et al.,
2005) relatam resultados similares. A auséncia de grupos celulares serotoninérgicos na
regido do telencéfalo descrita pela maioria das pesquisas pode ser explicada pela
evolucao do sistema serotoninérgico em vertebrados. Entretanto, ndo se pode afirmar
que nao existam esses nucleos nestas regidbes em algumas espécies. Adrio et al.
(1999), estudando Acipenser baeri e Huso huso, verificaram a presenca de nucleos
serotoninérgicos na regiao do telencéfalo. As células 5-HTir foram encontradas no bulbo
olfatério e na parede do ventriculo medioventral telencefélico, rostral a comissura
anterior. Também na lampréia, foram observados grupos de células 5-Htir distribuidas
em praticamente toda regido encefdlica (telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo caudal,
rombencéfalo) (ABALO et al., 2007).

Em trabalho recente, Wolkers (2010) estudou a distribuicdo dos neurdnios
serotoninérgicos em juvenis de matrinx@ e observou uma grande semelhanga com
outras espécies de peixes. Foram encontrados grupos celulares espalhados por
praticamente todas as regides encefalicas, representados na regiao diencefdlica,
mesencefdlica e no tronco encefalico (KAH & CHAMBOLLE, 1983; EKSTRON & VAN
VEEN, 1984; STUESSE et al., 1991; KHAN & THOMAS, 1993; ADRIO et al., 1999;
RODRIGUEZ-GOMES et al., 2000; OLIVERI et al., 2005).

No presente estudo, a distribuicado dos neurbnios serotoninérgicos das larvas foi
semelhante ao descrito em juvenis da mesma espécie (WOLKERS, 2010). Foram
encontradas grandes quantidades de nucleos serotoninérgicos na regido do diencéfalo,
principalmente na regido hipotalamica, e na regido do mesencéfalo (nucleo hipotalamo
lateral, zona ventral periventricular do hipotalamo, zona caudal periventricular do
hipotalamo, préximo ao recesso posterior do ventriculo diencefalico, nucleo talamico
anterior, nucleo habenular ventral, zona ventral do nucleo periventricular pretectal, torus
longitudinalis, nucleo tuberal anterior e posterior, nicleo tuberal posterior) (Figuras 1, 2,

3). Os resultados do presente estudo se assemelham ao encontrado por Oliveri et al.
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(2005), em Trematomus bernacchii. Estes autores descreveram a maior quantidade de
células serotonérgicas na regido do ventriculo diencefalico, préximo ao recesso lateral e
ao ventriculo diencefélico. No entanto, os autores ainda relatam grande numero de
células na regido romboencefalica, diferentemente do presente estudo que encontrou
pequena quantidade nesta regiao.

Na maioria dos peixes estudados, a regido periventricular do hipotalamo e a
regido dos recessos laterais e posterior possuem uma grande quantidade de células
serotoninérgicas (KAH & CHAMBOLLE, 1983; EKSTRON & Van VEEN, 1984;
STUESSE et al., 1991; KHAN & THOMAS, 1993; ADRIO et al., 1999). Em juvenis de
matrinxa, o sistema serotoninérgico da regido periventricular se mostrou pouco denso,
ndo sendo encontradas células nas regides dos recessos lateral e posterior e do
hipotalamo ventromedial (WOLKERS, 2010), como descrito em outras espécies,
incluindo peixes teledsteos (ADRIO et al., 1999; ABALO et al., 2007).

Os neurdnios serotoninérgicos nas larvas de matrinxd foram encontrados
também na transicdo da regido mesencefédlica com a romboencefélica (fasciculo
longitudinal medial, formacao reticular superior, rafe superior) (Figura 4). Esse grupo de
células foi descrito também em outras espécies de peixes, incluindo peixes teledsteos
(EKSTRON & VAN VEEN, 1984). Proximo a regido romboencefalico, este grupo de
células mesencefalicas arredondadas parece se dividir em dois grupos, um deles se
mantendo medialmente na regidao da rafe, parecendo corresponder a raphe centralis
superior (STUESSE et al., 1991; STUESSE et al., 1995), e 0 outro grupo se mantendo
lateralmente ao ventriculo romboencefalico, na regido acima do fasciculo medial
longitudinal, correspondendo a rafe dorsal (STUESSE et al.,, 1991; STUESSE et al.,
1995; OLIVERI et al.,, 2005). Essa transicdo entre as regides gera, muitas vezes,
divergéncias em relagcdo a nomenclatura. Alguns autores a classificam como rafe linear,
outros como nucleo da rafe superior ou ainda nucleo da rafe dorsal (STUESSE et al.,
1995; ADRIO et al.,1999; OLIVERI et al., 2005).

Os nucleos serotoninérgicos encontrados na regiao da formagéo reticular e da
rafe (Figura 4) das larvas de matrinxa tem sido relatados em varias espécies de peixes
(KAH & CHAMBOLLE, 1983; STUESSE et al., 1991; ADRIO et al., 1999; RODRIGUEZ-



94

GOMES et al., 2000; OLIVERI et al., 2005; ABALO et al., 2007). No entanto, ainda ha
divergéncias em relacdo a presenga de um sistema serotoninérgico desenvolvido nessa
regido. Segundo Wolkers (2010), juvenis de matrinxd apresentam grupos celulares
reticulares bastante densos, de forma semelhante aos condrosteos (ADRIO et al., 1999)
e peixes cartilaginosos (STUESSE et al., 1991; STUESSE et al., 1995). Nas larvas de
matrinxd, foi possivel observar grupos celulares bastante densos como descrito nos
juvenis da mesma espécie (WOLKERS, 2010). No entanto, estudos com outros
tele6steos ndo descrevem um sistema serotoninérgico reticular muito desenvolvido
(KAH & CHAMBOLLE, 1983; EKSTRON & Van VEEN, 1984).

Dessa forma, os resultados indicam que o sistema serotoninérgico em larvas de
matrinxa ja possui caracteristicas semelhantes a fase juvenil ocorrendo pequenas

variagbes entre a fase de larva e juvenil.

CONCLUSAO

Na larva de matrinxa, foi observada uma distribuicdo dos neurdnios
serotoninérgicos principalmente nas regides do prosencefalo e mesencéfalo;
principalmente com grupos espalhados nas regidées do diencéfalo, teto éptico e na
regido do tegumento. Essa distribuicdo é muito semelhante ao juvenil da espécie e
segue 0 mesmo padrao de outras espécies de peixes.
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CAPITULO 5 - CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo abordou um gargalo importante na piscicultura que é a fase
inicial da vida dos peixes, a larvicultura, para a qual se demanda o desenvolvimento de
tecnologia. A piscicultura brasileira, em anos recentes, vem apresentando um
expressivo crescimento e muitos estudos estdo sendo realizados para garantir o
desenvolvimento de tecnologias que permitam o cultivo de diversas espécies nativas
brasileiras. Dentre essas espécies, algumas do género Brycon se destacam pelo seu
alto potencial zootécnico e a preocupagdo pela redugdo dos estoques naturais
(ZANIBONI FILHO et al., 2006). Destaca-se entre estas espécies, o matrinxa (Brycon
amazonicus, Spix & Agassiz, 1829), originario da regido norte do Brasil, que perde em
importancia comercial, naquela regido, somente para o tambaqui. A taxa de
crescimento acelerado, a facilidade de aceitacao de ragéo artificial e a carne de alta
qualidade do matrinxd (WOYNAROVICH & HORVATH, 1983; CASTAGNOLLI, 1992)
sao fatores que ajudaram a alavancar sua produgao em sistema de criagao.

Entretanto, sua criacdo ainda encontra dificuldades, entre as quais se destaca a
baixa sobrevivéncia na fase larval, decorrente de alta incidéncia de canibalismo nesta
fase (CECCARELLI, 1997). Esse comportamento pode se agravar em condicdes de
escassez de alimento, luminosidade e temperatura inadequadas, crescimento
heterogéneo e altas densidades de estocagem (HECHT e PIENAAR, 1991; FOLKVORD
e OTTERA, 1993; GOMES et al., 2000; GREAVES e TUENE, 2001; BRANNAS et al.,
2002). A elevada agressividade das larvas prejudica o processo produtivo e alguns
estudos mostram que a sobrevivéncia da espécie varia em torno de 10 a 15%
(BERNARDINO et al., 1993). A baixa sobrevivéncia encarece e compromete a criagao
da espécie, ocasionando em baixa produtividade e rentabilidade.

Dentro desse contexto, pesquisas tém sido desenvolvidas buscando solugdes para
otimizar a fase da larvicultura, com uso de metodologias para aumentar a sobrevivéncia
inicial de espécies do género Brycon. Destacam-se estudos sobre o uso de horménios

tireoidianos e aminoacidos precursores destes horménios na fase inicial de vida dos
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peixes (SOARES et al., 2003; URBINATI et al., 2003; HOSHIBA, 2007; LEONARDO,
2008; LANDINES et al., 2010).

Nos ultimos anos, pesquisas que enfocam o controle neuroendécrino do
comportamento agressivo em peixes tém sido desenvolvidas e podem ser Uteis no
estabelecimento de ferramentas que ajudem na redugéo das perdas provenientes deste
comportamento (WINBERG et al., 1991, 1992, 1993, 1996, 1997, 2001; LEPAGE et al.,
2003; AHMED e KHAN, 2005). Destaca-se, nestas pesquisas, o papel da serotonina (5-
hidroxitriptamina, 5-HT), um neurotransmissor que media uma ampla variedade de
comportamentos (agressdao, medo e estresse em varias espécies, assim como na
relacao das interagdes sociais em muitos animais) por agao no sistema nervoso central
e periférico (FERRIS et al., 1997; WINBERG et al., 1997; LARSON e SUMMERS, 2001;
LEPAGE et al., 2005). Uma forma de avaliacao da participacdo da serotonina nesse
processo é o uso do triptofano, um aminoacido precursor da serotonina, cujo aumento
no plasma promove aumento dos niveis desse aminoacido no encéfalo (WEINBERG et
al., 2001; HSEU et al., 2003; HOGLUD et al., 2005; HOSHIBA, 2007). Da mesma forma,
algumas substancias tém sido investigadas por interferirem nas vias fisiol6gicas de
produgao e atuagéo da serotonina, como, por exemplo, farmacos inibidores seletivos de
recaptacaode serotonina (fluoxetina, paroxetina, sertralina, entre outros) (PERREAULT
et al., 2003; LYNN et al., 2007) e bloqueadores de sintese, como o paraclorofenilalanina
(PCPA) (ADAMS et al., 1996).

Assim, o presente estudo testou o uso do triptofano na dieta, a fluoxetina e o
PCPA, para verificar seu papel na mediacdo do comportamento agressivo e no
desenvolvimento e sobrevivéncia larval de matrinxa. Esse estudo foi realizado em duas
condicdes de temperatura de cultivo, ou seja, com temperatura controlada em uma faixa
de variacao estreita (26-28°C) e outro com temperaturas variando de 19 a 31 °C.

Os resultados obtidos permitiram concluir que:

1) o uso de triptofano, como suplemento na racao, pode ser uma alternativa viavel na
criacdo de matrinxa, pois aumentou o crescimento e a sobrevivéncia da prole, exceto na
concentragdo mais alta testada (2,969/100g racdo). De modo geral, as larvas
alimentadas com triptofano suplementar apresentaram reducdo do canibalismo. Os
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resultados sugerem a acgado direta do triptofano na estimulacdo do crescimento e
indireta, via sintese aumentada de serotonina, na redugdo do comportamento agressivo

das larvas.

2) o uso de fluoxetina aumentou a sobrevivéncia da prole, com redugéo do canibalismo,
e confirma a aparente acédo da serotonina observada no experimento com
suplementacao de triptofano. O crescimento ndo foi afetado, exceto nas larvas tratadas
com a concentracdo mais alta testada (5000 ppb de fluoxetina/L), em que houve uma

reducéo do crescimento.

3) o estudo imunohistoquimico mostrou que o sistema serotoninérgico ja esta
desenvolvido nas larvas de matrinxd e se assemelha ao de individuos jovens,
confirmando a atividade deste sistema nas larvas estudadas.

4) o controle da temperatura no sistema de criacdo é necessario para um melhor
desempenho das larvas. A instabilidade e variacdo da temperatura prejudicaram as
respostas bioldgicas testadas neste estudo, sugerindo ser um estressor a mais para a

homeostase das reacoes fisiolégicas do animal.

4) a alimentacao das larvas pode ser iniciada apés o 1° dia de criacado, diferentemente

do preconizado.

5) o uso do farmaco PCPA apresentou resultados que nao permitiram um padrao claro

de respostas.

Os resultados sao promissores e encorajam a continuidade das pesquisas nesta
linha de investigagao.

Do ponto de vista pratico, para se avaliar se o uso do triptofano poderia melhorar
a produtividade de uma piscicultura comercial, alguns dados foram simulados, a partir
dos resultados obtidos. Dentre os custos de produgdo numa larvicultura, a racao
representa somente 0,58% dos gastos, demonstrando como a suplementacao da racao
possui um baixo custo e um retorno econémico muito vantajoso (BARROS & MARTINS,
2005).
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De acordo com as Tabelas 1 e 2, verifica-se que se uma piscicultura trabalhasse
com a desova de 50 fémeas e utilizasse a suplementacdo com 0,74 g ou 1,48 g/100 g
racao conseguiria aumentar a sua produtividade final de 214 milheiros de matrinxa, para
307 e 385, respectivamente, o que poderia gerar um aumento no valor total de R$
4666,67 e R$ 8556,11, respectivamente. Se superestimar-se e considerar como 1% o
custo da racdo ja suplementada ainda haveria um lucro de R$ 4620,00 e R$ 8470,00
respectivamente. Dessa forma, conclui-se que a suplementacdo da ragcdo com o

triptofano pode ser promissora para o desenvolvimento da criagdo de matrinxa

Tabela 1- Simulando a producao de 1, 10 e 50 fémeas de matrinxa de acordo com os
tratamentos (Trat.1 — racao controle; Trat.2 — racao suplementada com 0,74 g
/ 100 g racao; Trat.3 - racao suplementada com 1,48g/ 100g racéao).

N° fémeas Producéao/milheiro
Trat 1 Trat 2 Trat 3
1 4,29 6,16 7,71
10 42,89 61,56 77,11
50 214,44 307,78 385,57

Tabela 2 - Simulando a venda de alevinos de matrinxd de acordo com os tratamentos
obtidos da desova de 50 fémeas (Trat.1 — ragdo controle; Trat.2 — racao
suplementada com 0,74g / 100g racdo; Trat.3 - racdo suplementada com
1,489/ 1009 racéao).

oL s . Quantidade Valor total

Tratamento Valor milheiro em reais (milheiro) (Reais)
Trat. 1 250 214,44 10722,22
Trat. 2 250 307,78 15388,89

Trat. 3 250 385,57 19278,33
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