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RESUMO

Com a constante ocupacao e exploracdo humana sobre os ambientes naturais, além da
introducdo de espécies exaticas, ecossistemas tém sido cada vez mais ameagados, causando
fragmentacdo de habitats e perda de espécies; eventos, estes, retroalimentados. Dentre as
diversas espécies ameacadas de extin¢do no Brasil, estd a Piracanjuba (Brycon orbignyanus),
um peixe migrador de grande importancia ecoldgica e potencial econémico. Apesar de
apresentar alta qualidade de carne, taxa reprodutiva e facil manejo, o cativeiro da espécie
apresenta altas taxas de mortalidade (>90%), e isso se deve ao fato de suas larvas apresentarem
comportamento canibal durante a primeira semana pdés-eclosdo, tornando a prética
economicamente inviavel. No presente trabalho foi realizada a alimentacdo de larvas de B.
orbignyanus com suplementacédo de diferentes quantidades do aminoacido triptofano (T1, T2,
T3 e T4), precursor do neurotransmissor serotonina, através do enriquecimento de metanauplios
de Artemia salina, de modo a reduzir a incidéncia de comportamentos antagonisticos e,
consequentemente, o canibalismo entre os individuos. Além disso, os tratamentos T2 e T4
apresentavam triptofano encapsulado com lipossomos de lecitina de soja, de modo a avaliar
diferencas durante a absorcdo e digestdo do aminoacido. Com duragdo de 14 dias, as larvas
foram alimentadas 6 vezes ao dia e monitoradas, de forma que as ocorréncias de comportamento
canibal fossem registradas. Foram coletados individuos no 7° e 14° dias experimentais, com o
objetivo de avaliar dados de crescimento, peso e atividade enzimatica das enzimas lipase,
fosfatase alcalina e lactato desidrogenase. O tratamento T3 se mostrou o mais eficaz na reducao
do comportamento (p<0,05), apresentando uma incidéncia 4,25 vezes menor em relacdo ao
tratamento controle, além da maior taxa de crescimento entre a primeira e segunda coletas. T3
e T4 influenciaram a atividade da lipase dos animais de modo a se manter mais baixa em relacéo
aos outros tratamentos. Ndo houve diferenca significativa entre a atividade enzimatica da
fosfatase alcalina nos tratamentos (p>0,05), podendo ser um indicativo de que o comportamento
canibal ndo € diretamente causado por stress, uma vez que este processo fisiologico levaria a
producdo de metabolitos secundarios, como o &cido latico. O protocolo T3 se mostrou
promissor a aplicacdo comercial, resultando em uma mortalidade pelo menos 8 vezes inferior
ao tratamento controle, com animais potencialmente maiores.

Palavras-chave: Canibalismo. Piscicultura. Espéice ameacada. Atividade enzimatica.
Morfometria.
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1. INTRODUCAO

A piracanjuba (Brycon orbignyanus) é um peixe onivoro nativo da Bacia do Prata;
alimentando-se majoritariamente de frutas e sementes, apresenta grande importante
importancia ecoldgica como dispersor de sementes e carreador de matéria organica para
tributarios de rios durante seus ciclos anuais de migracdo reprodutiva (LIMA et al., 2003;
AGOSTINHO et al., 2003). Devido aos impactos ambientais da alta pressdo antropica sobre a
regido, como fragmentacdo de habitats por implantacdes de barragens, e introducéo de espécies
exoticas, B. orbignyanus encontra-se ameacada de extingdo, sob categoria “Em Perigo” (EN)
no Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de Extin¢do, do ICMBIio (ICMBio, 2018).
Devido a seu tamanho corporal e qualidade de carne, a espécie tem despertado interesse
econdmico no mercado de carne nas Ultimas décadas (MURGAS et al., 2003). Apesar seu facil
manejo em cativeiro, existe uma dificuldade no seu cultivo durante a primeira semana de vida,
devido a presenca de comportamento canibal entre suas larvas, elevando as taxas de
mortalidade, as quais podem atingir 99% do plantel (MACIEL et al., 2010; SENHORINI et al.,

2002), causando alto prejuizo financeiro, tornando a pratica economicamente pouco viavel.

Uma vez que a predacao é caracterizada como um comportamento antagonistico, conforme
demonstrado por Winberg e Nilsson (1993), a mesma pode ser inibida ou reduzida com o
aumento da atividade serotoninérgica cerebral, principalmente através do aumento da sintese
do neurotransmissor serotonina (5-HT), cujo fator limitante estd na disponibilidade do
aminodcido triptofano (TRP). O triptofano é, portanto, o principal precursor metab6lico do
metabolismo serotoninérgico, podendo ser suplementado na alimentacdo de vertebrados como
forma de aumentar a producdo de 5-HT, reduzindo os comportamentos agressivos (Leathwood,
1987).

2. REFERNCIAL TEORICO

2.1 Bacia do Prata

Drenando territérios do Brasil, Bolivia, Paraguai, Argentina e Uruguai, de suas
nascentes a sua foz, a Bacia Hidrografica do Rio da Prata (FIGURA 1) constitui a segunda
maior bacia hidrografica do Brasil e da América do Sul, drenando uma &rea de cerca de 3 200
000 Km?, o equivalente a cerca de um quinto da area total do continente (OTEIZA et al., 2014).
A Bacia é dividida em trés sub-bacias, sendo elas a Bacia do Paraguai, Bacia do Parana e Bacia
do Uruguai, cujos nomes representam 0s trés maiores tributarios do Rio da Prata. O Rio
Paraguai, ap0s percorrer os estados brasileiros de Mato Grosso (MT) e Mato Grosso do Sul
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(MS), porgdes da Bolivia e Paraguai, desagua no Rio Parana, proximo a cidade de Corrientes,
na Argentina; esta confluéncia demarca a divisdo de duas por¢des do Rio Parang, constituindo
o0 Alto Parana a montante, e Baixo Parana (ou apenas Parand) a jusante da mesma.

Figura 1 — Bacia Hidrogréfica do Rio da Prata.
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Bacia Hidrografica do Rio da Prata e seus principais afluentes.
llustracdo por MUSSER, K.

As bacias do Alto Parana e do Uruguai, por¢des brasileiras da Bacia do Prata onde é
encontrada a piracanjuba, estdo localizadas nas regides de maior densidade populacional do
pais, havendo alta demanda por recursos naturais, perda de habitat natural por expansao urbana
e agropecuaria. Além disso, a bacia do Alto Parana apresenta grande potencial hidroelétrico, se
mostrando como a bacia hidrografica com o maior nimero de barragens da América do Sul,
contando com mais de 400 barragens ao longo de toda a bacia em territdrio brasileiro (ANEEL,
2018). A bacia conta com cerca de 40% de toda a producdo de carne de peixe do Brasil,
totalizando cerca de 320 mil toneladas apenas no ano de 2020 (PEIXE BR, 2021), sendo 60%
desta producdo composta pela tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus), principalmente por seu
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rapido crescimento e qualidade de carne. A espécie, porém, oferece conhecidas ameacas e
impactos sobre 0s ambientes naturais fora de sua area de ocorréncia natural, com alto potencial
invasivo, taxa reprodutiva e comportamento agressivo (CASSEMIRO et al., 2018), tendo um
constante incremento de suas populacdes em ambientes naturais por introducéo proposital ou
acidental, as Gltimas representadas principalmente por escapes pela producéo em tanques-rede
em reservatérios (AZEVEDO-SANTOS et al., 2011; CHARVET et al., 2021), presentes ao
longo de toda a bacia hidrografica. Os fatores citados provocam a fragmentacao de populacdes,
inviabilidade reprodutiva, alteragdes na dindmica hidraulica dos corpos d’agua, diminuigdo do
influxo de matéria organica, introducdo de espécies exoticas, dentre diversos impactos
ambientais (OLIVEIRA et al., 2017) que levaram Brycon orbignyanus a categoria “Em Perigo”
(EN) por declinio de populacéo e populacdo em nimero reduzido, no Livro Vermelho da Fauna
Brasileira Ameacada de Extingdo, do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade (ICMBio) no ano de 2013 (ICMBio, 2018).

2.2 Piracanjuba

De nome cientifico Brycon orbignyanus (Valenciennes, 1850), a piracanjuba
(Ostariophysi: Bryconidae) (FIGURA 2) é um tele6steo endémico da Bacia do Prata. O nome
Piracanjuba,proveniente da lingua tupi, apresenta como significado do nome “peixe de cabega
amarela”, formado atraves da juncdo das palavras “pira” (peixe), “akanga” (cabeca) e “iuba”
(amarela) (AGOSTINHO et al., 2003). Apresentando alimentacdo de perfil onivoro, o
contetdo estomacal dos individuos da espécie € composto majoritariamente de frutas e
sementes, seguido de insetos e pequenos peixes, 0 que a torna altamente dependente de
ecossistemas riparios (GODOY, 1975). Inversdes entre as proporcdes destes alimentos em
contedo estomacal podem indicar escassez no influxo de matéria organica vegetal aloctone
nos corpos d’agua (AGOSTINHO et al., 1997).



Flgura 2 —Brycon orblgnyanus
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Imagem por TIMM, C.D.
Disponivel em: <https://www.fishbase.se/summary/48557>.

B. orbignyanus é uma espécie de comportamento migratorio, se deslocando, durante o
periodo de cheia, das calhas dos rios de maior ordem em dire¢do a seus tributarios, onde
ocorrem as desovas, caracterizando-a como uma espécie reofilica (LIMA et al., 2003).

A reproducdo da espécie ocorre apenas uma vez ao ano, caracterizada como desova
total e periddica (VAZZOLER e MENEZES, 1992). De acordo com Agostinho et al. (2003),
durante o periodo reprodutivo, fémeas podem ter acima de 20% de seu peso corporal composto
por ovarios, apresentando maisde 850 000 ovacitos por individuo, com taxa de fecundidade
média de 230 000 ovécitos a cadaquilograma de fémea (ZANIBONI FILHO et al., 2004). Os
fatos citados reforcam o importante papel da espécie como dispersora de sementes e

carreadora de matéria organica para tributarios em ciclos anuais.

Podendo ultrapassar 50 cm de comprimento e 4 kg (AGOSTINHO et al., 2005),
aliados a uma carne de alta qualidade, crescimento rapido, baixa manutencdo e aceitacdo a
dietas formuladas (MURGAS et al., 2003), além de sua importancia no turismo de pesca,
devido a seu comportamento agressivo (AGOSTINHO et al., 2003), a piracanjuba tem
despertado interesse comercial entre piscicultores nas Ultimas décadas. Porém, a maior
barreira encontrada na criagdo da espécie em cativeiros ocorre entre aproximadamente 26 a 72
horas pos-eclosdo (MACIEL et al., 2010; SENHORINI et al., 2002). Neste periodo, as larvas
apresentam comportamento canibal (FIGURA 3), podendo causar até 99% de perda em relacédo

ao numero inicial de larvas eclodidas (SENHORINI et al., 2002). A grande mortalidade durante


http://www.fishbase.se/summary/48557

0 estagio larval causada pelo canibalismo em B. orbignyanus representa um grande empecilho
para criagcdes em cativeiro, sejam voltadas ao mercado de carne ou a programas de reintroducgéo
ou “peixamento”, estes realizados principalmente por companhias de geragdo de energia
hidrelétrica (OLIVEIRA et al., 2017).

Figura 3 — Canibalismo larval.

Canibalismo entre larvas de B. orbignyanus, envolvendo trés larvas subsequentes. A interacéo

causou a morte de todos os individuos na imagem.
Fonte: Do autor (2020)

2.3 Canibalismo

O canibalismo, comportamento presente em diversos grupos animais, € uma relacéo
intraespecifica desarménica, caracterizada como predacédo intraespecifica, em que pais, irmaos
ou ndo-correlatos se alimentam de individuos de uma mesma espécie (FOX, 1975). Em peixes
teledsteos, o comportamento canibal é conhecido em mais de 35 familias, incluindo diversas
espécies de interesse econdmico, causando grande prejuizo financeiro (SMITH e REAY, 1991).
Diante deste problema, diversos métodos de prevengdo ou reducdo do canibalismo em peixes
em cativeiro foram propostos, principalmente alteracbes ambientais, como a influéncia do
fotoperiodo, densidade de estocagem e presenca de abrigos (HECHT e PIENAAR, 1993).
Devido a natureza, muitas vezes agressiva, deste tipo de interacdo, foram propostos métodos
endogenos/fisioloégicos de prevencdo da interagdo canibal, atuando diretamente no
comportamento agressivo dos animais estudados, como através da manipulacdo de dietas
formuladas (HSEU et al., 2003).



2.4 Agressividade, Serotonina e Triptofano

Conforme demonstrado por Winberg e Nilsson (1993), o comportamento agressivo
(antagonista) em vertebrados é inibido com o aumento da atividade serotonérgica cerebral,
com destaque para a serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT). Experimentos realizados por
Munro (1986) e Maler e Ellis (1987) apontam que a administracdo de 5-HT por injecdo
intracerebral em peixes inibiu 0 comportamento agressivo das espécies submetidas ao teste.
Leathwood (1987) demonstrou que o fator limitante na sintese de 5-HT esta na reacdo de
hidroxilacdo do aminoécido triptofano (TRP), sendo este, portanto, o principal precursor do
sistema serotoninérgico, podendo ser inserido em dietas com a finalidade de inibir
comportamentos antagonisticos através do aumento da sintese de 5-HT.

O triptofano é um dos aminoacidos essenciais ao metabolismo de animais, exercendo
diversas fungdes fisioldgicas, modulando os sistemas imune e antioxidante, a resposta ao stress
e comportamento (C1J1 et al., 2015; HOGLUND et al., 2005; TEJPAL et al., 2009). Apesar de
sua importancia fisiologica, este aminoadcido ndo é produzido pelo metabolismo animal,
devendo ser adquirido via alimentacéo exdgena (WILSON, 2002). Estudos apontam que peixes
alimentados com dietas suplementadas com TRP apresentam maior taxa de crescimento (CHJI
et al., 2015; TEJPAL et al., 2009). A insercdo deste amioacido na dieta de peixes apresenta
eficacia na reducdo de interacbes antagonisticas, reduzindo a mortalidade por predacdo no
plantel (HSEU et al., 2003; HOGLUND et al., 2005; PREM KUMAR et al., 2017).

2.5 Artemia sp.

As “artémias” (FIGURA 4) em escrita popular, Sd0 crustaceos representantes da ordem
Anostraca. Devido a seus movimentos altamente chamativos a peixes durante a natacdo,
juntamente a um alto teor de proteina e vitaminas, estes animais tornaram-se a principal fonte
de alimento vivo na aquicultura ao redor do mundo, sendo alimento exclusivo de alevinos de
diversas espécies de peixes marinhos (BENGTSON, 1991).

O primeiro instar da espécie, assimcomo o de crustaceos em geral, é chamado de nauplio,
amplamente utilizado na alimentacdo dealevinos pela presenca de um saco vitelinico ainda
com reservas, que se esgotam em cerca de8 a 10 horas pos-eclosédo (BENGTSON, 1991). A
seguinte fase de desenvolvimento ao nduplio, chamada de metanauplio, possui aplicacdo de
interesse no campo da pesquisa devido ao fato dese alimentar por comportamento filtrador,
podendo ser inserido em meios com substancias de interesse, atuando posteriormente como
carreadores destas substancias, ao serem ingeridos, a organismos de interesse; um processo
conhecido como enriquecimento (BENGTSON, 1991).

6



Figura 4 — Ciclo de vida de Artemia.
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3. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo realizar a suplementacéo de triptofano a larvas

de piracanjuba (Brycon orbignyanus) através do enriquecimento de metanauplios de artémia.

3.1 Objetivos especificos

e Auvaliar o canibalismo de larvas de piracanjuba alimentadas com metanauplios
de artémia enriquecidas com solucdes de triptofano (25 e 125 mg ml), com ou
sem presenca de lecitina de soja;

e Auvaliar os possiveis efeitos dos tratamentos sobre o crescimento, relacfes
morfométricas, ganho de peso e comprimento das larvas;

e Avaliar a atividade das enzimas lipase, fosfatase alcalina e desidrogenase latica.

4. MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais deste estudo foram realizados em estrita
conformidade com as normas institucionais do Comité de Etica em Experimentacido Animal da
Universidade Federal de Lavras - UFLA, Lavras, MG, Brasil, sob 0 n® 029/2017, e atende as
diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentac&o.



4.1 Enriquecimento

Anteriormente ao experimento, foram realizados ensaios para a determinacdo do tempo
de enriquecimento dos metanduplios de artémia em solugdo; definido como 30 minutos antes
de cada alimentacdo, garantindo uma maior quantidade possivel de TRP ndo metabolizado a
ser carreado aos peixes (ANEXO ).

Um segundo ensaio foi realizado com o objetivo de definir o método de encapsulacao
das particulas de triptofano com lipossomos de lecitina. As proporcoes encontradas foram de 8
mg de lecitina para cada miligrama de triptofano(ANEXO I1).

De forma a obter nauplios eclodidos em 24 horas, cistos de artémia comercial eram
diariamente desencapsulados, tendo suas cascas dissolvidas em solucdo de NaClO para facilitar
0 processo de eclosdo, e em seguida encubados, conforme protocolo definido por Agh &
Sorgeloos (2005). Através de diluigdes seriadas, a taxa de eclosdo e concentragdo das artémias
eram diariamente calculadas, de modo a serem oferecidas igualmente entre as repeticdes.

O processo de enriquecimento iniciava-se 30 minutos antes de cada alimentacéo,
conforme definido pelo Ensaio 1 (Anexo I), com 100 ml de solucgéo para cada tratamento (com
excecdo do tratamento controle), com concentracio de 500 artémias ml™. Apds este periodo, as
artémias de cada solucdo eram lavadas em agua corrente com utilizacéo de rede de zooplancton
e devolvidas a 100 ml de agua pura, e entdo distribuidas as repeticdes de seus respectivos

tratamentos.
4.2 Obtencéo e estocagem do plantel

Foram obtidas 1500 larvas de piracanjuba (B. orbignyanus) da estacdo ambiental da
Companhia Energética de Minas Gerais (CEMIG) localizada em Itutinga - MG, através da
reproducdo induzida de matrizes de piracanjuba, segundo metodologia descrita por
Woynarovich e Horvath (1980). A eclosdo das larvas ocorreu entre 18 e 19 horas poés-
fertilizagdo (hpf), momento em que foram coletadas e transportadas ao Biotério Multiusuario
da UFLA - Universidade Federal de Lavras, onde os animais foram mantidos e conduzidos os

ensaios.

Os animais foram aclimatados em baldes com aeracdo por 5 horas a 27°C, e apds isso,
distribuidos entre 20 aquéarios (FIGURA 5), cada um com capacidade de 2 litros, abrigando 60
larvas. A densidade de estocagem inicial de 30 larvas/I foi adaptada de Saccol-Pereira e Nufier
(2003), de modo que a densidade se mantivesse elevada ap0s a constante mortalidade ao
longo do periodo experimental. Os aquarios representaram 5 tratamentos com 4 replicatas cada,

os quais foram mantidos com aeragdo mecénica em sala com controle de temperatura e
8



fotoperiodo, mantendo a agua em 27°C + 1, pH 7 + 0,5 e fotoperiodo de 12h/12h.

Figura 5 — Desenho experimental.

Aquaérios com controle de temperatura ambiente e oxigenacéo.
Fonte: Do autor (2020).

4.3 Tratamentos

Os protocolos desenvolvidos no presente trabalho foram adaptados a partir das
metodologias e resultados de Wolkers (2011) e Tonheim (2000). Os tratamentos do

experimento foram definidos como:

e TO; caracterizado pela alimentagdo com artémia ndo enriquecida.

e T1; caracterizado pela alimentagdo com artémia enriquecida em solugdo de 25 mg ml*
TRP.

e T2; caracterizado pela alimentagdo com artémia enriquecida em solugdo de 25 mg ml*!
TRP encapsulado com 0,2 g de lecitina de soja.

e T3, caracterizado pela alimentagdo com artémia enriquecida em solucdo de 125 mg ml
LTRP.

e T4, caracterizado pela alimentagdo com artémia enriquecida em solucdo de 125 mg ml
L TRP encapsulados com 1 g de lecitina de soja.

Os peixes foram alimentados seis vezes ao dia (8, 10, 12, 14, 16 e 18h). Para que fosse
garantida a alimentac&o ad libitum, foi estabelecida a concentragéo de 500 artémias ml™, sendo
oferecidas a cada repeticdo (aquario) em 25 ml de agua em cada alimentacdo. Diariamente, apds
a Ultima alimentacdo, os aquarios eram limpos, com renovacao de 20% de agua, para retirada

de eventuais peixes mortos, sobras de alimento e fezes. O experimento teve duracao de 14 dias.
9



4.4 Quantificacdo do canibalismo

Diariamente, entre a primeira e Ultima alimentagdo, os aquérios eram verificados a cada
30 minutos, com observacédo de 30 segundos por aquario, como modo de monitoramento visual
e registro do comportamento canibal. Em caso de ocorréncia durante a observacdo, 0S
individuos envolvidos eram imediatamente coletados e eutanasiados em solucdo de eugenol
300 mg I (Vidal et al., 2008), e armazenados em formalina 10%, para posterior analise de

relacdes morfométricas entre canibais e suas respectivas presas.

InteracBes canibais ocorridas fora dos periodos de monitoramento visual eram
identificadas através da coloracdo do abdbmen semitransparente dos animais, que se
apresentavam alaranjados devido a alimentacdo com artémia, e negros quando alimentados de
outros individuos de B. orbignyanus (FIGURA 6). Estes casos eram quantificados, porém, os

individuos predadores eram mantidos nos aquarios.

Os animais de cada aquario eram contabilizados diariamente ap0s a Ultima alimentacdo dodia
e anteriormente a primeira; caso houvesse individuos a menos no inicio do dia, foi
considerada a ocorréncia de canibalismo durante o periodo noturno, em que ndo ha observacao,
e os individuos predados haviam sido completamente digeridos. Estas situagdes também

foram contabilizadas como ocorréncia entre observagoes.

Figura 6 — Identificacdo visual pos-canibalismo.
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Fonte: Do autor (2020)
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4.5 Analises morfoldgicas

Para as analises morfoldgicas, foram coletados individuos no 7° e 14° dias
experimentais. Em ambas as coletas, foram registrados o comprimento total e peso dos
individuos. Na primeira coleta, foram selecionados 4 individuos por repeticdo, utilizados
também para andlises enzimaticas. Na segunda, foram selecionados 10 individuos por
repeticdo, os quais foram pesados e eutanasiados em solucdo de eugenol 300 mg L? e
armazenados em formalina 10%. O comprimento total, comprimento da cabeca, comprimento
do tronco e comprimento pos-anal (cauda) foram medidos com a utilizacdo do software ImageJ
(FIGURA 7) (Nogueira et al., 2012).

Figura 7 — Utilizacdo do software ImageJ.
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(nm).
Fonte: Do autor (2020)

4.6 Analises enzimaticas

Foram realizadas duas coletas de individuos; no 7° e 14° dias experimentais, com 4 e 3
individuos por repeticao respectivamente. Os animais coletados foram eutanasiados em solucao
de eugenol 300 mg L1, medidos (comprimento total), pesados e imediatamente armazenados
em criotubos, congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer -80°C. Os animais

coletados foram inteiramente macerados e tamponados em solucdo tampéo fosfato-salino
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(PBS). Os extratos foram centrifugados a 4°C e 15000 rpm por 30 minutos, e oS
sobrenadantes coletados e armazenados em freezer -80°C até analises posteriores. Foram
avaliadas as atividades enzimaticas das enzimas lipase, fosfatase alcalina e desidrogenase
latica (LDH). As concentracdes de proteina foram determinadas em duplicata pela
metodologia de Bradford, com utilizacdo de albumina de soro bovino como padrédo
(BRADFORD, 1976).

As analises enzimaticas foram realizadas em triplicata, com a utilizacdo de Kits
comerciais Bioclin, e os protocolos foram seguidos de acordo com as recomendacfes do
fabricante. Apdés a preparacdo (FIGURA 8), foi realizada a leitura dos extratos em

espectrofotometria.

Figura 8 — Extrato proteico analisado em espectrofotometria.

Fonte: Do autor (2020).

4.7 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, seguidos
de teste ANOVA caso se adequassem a distribuicdo paramétrica, As andlises estatisticas

foram realizadas no software Minitab 19.
5. RESULTADOS

5.1 Canibalismo

Quando comparados a partir do segundo dia experimental, foram observadas diferencas

significativas entre os tratamentos, com TO apresentando uma incidéncia de canibalismo 4,25
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vezes maior que T3, a menor média dentre os mesmos (GRAFICO 1).

Grafico 1 — Incidéncia de canibalismo a partir do segundo dia experimental.
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Fonte: Do autor (2020).
5.2 Crescimento e morfometria

N&o houve diferencgas significativas entre os pesos médios dos tratamentos na primeira
ou segunda semanas (GRAFICOS 2 e 3).

Gréficos 2 e 3 — Pesos médios na primeira e segunda semanas.
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Apesar da diferenca entre grupos néo ser estatisticamente significativa entre as mesmas

semanas, animais alimentados com a dieta T3 apresentaram maior taxa de ganho de peso

durante todo o periodo experimental (GRAFICO 4).

Gréfico 4 — Ganho de peso entre tratamentos.
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Fonte: Do autor (2020).

Em relacdo ao comprimento total dos animais, ndo foram encontradas diferencas

significativas entre tratamentos durante a primeira semana experimental (GRAFICO 5). Porém,

ao fim da segunda semana, 0s peixes dos tratamentos T2, T3 e T4 apresentaram maior

comprimento total, quando comparados aos peixes de T1 (GRAFICO 6).

Comprimento total (mm): Semana 1

Gréficos 5 e 6 — Comprimento total dos peixes ao fim da primeira e segunda semanas.
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5.3 Atividade enzimatica

Né&o foram observadas diferencas significativas na atividade da lipase durante a primeira
semana de desenvolvimento larval (GRAFICO 7). Todavia, diferencas significativas na
atividade da lipase foram observadas ao final da segunda semana experimental (p<0,01); peixes
do T1 apresentaram as maiores atividade de lipase quando comparado aos peixes do T4 e T2
(GRAFICO 8).

Gréficos 7 e 8 — Atividade da lipase durante a primeira e segunda semanas.
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Fonte: Do autor (2020).

Em relacdo a atividade da fosfatase alcalina durante a primeira semana sob as diferentes
dietas, os tratamentos T1 e T4 apresentaram atividade estatisticamente semelhante ao
tratamento controle, sendo maior que T2 (p<0,05) (GRAFICO 9). Na segunda semana
(GRAFICO 10), foi detectada uma atividade, em média, 3 vezes menor em relagéo a primeira,
com apenas T1 sendo maior que os demais (p<0,05), apresentando média de 1,50 U/mg ptn,

cerca de 50% maior em relagéo a segunda maior média (TO).
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Gréaficos 9 e 10 — Atividade da fosfatase alcalina durante a primeira e segunda semanas.
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A atividade da desidrogenase latica ndo apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos (p>0,05) nas semanas avaliadas. (GRAFICOS 11 e 12).

Gréficos 11 e 12 — Atividade da desidrogenase latica na primeira e segunda semanas.
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6. DISCUSSAO

A avaliacdo da incidéncia de canibalismo apenas a partir do segundo dia experimental

pode ser explicada pelas discussGes de Leathwood (1987), em que experimentos realizados
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pelo autor com ratos, alimentados ap6s 18 horas em jejum, indicaram que alimentos ricos em
carboidratos aumentam a producdo de 5-HT cerebral, enquanto aqueles ricos em proteina
poderiam apresentar efeito contrério. Entretanto, ratos alimentados ad libitum néo
apresentaram tais diferencas (LEATHWOOD, 1987). Devido ao alto teor proteico da
alimentacdo com metanauplios de artémia, oferecida como a primeira alimentacéo exdgena das
larvas, seriam necessarias ao menos 12 horas para que a suplementacdo com TRP, aliada a
alimentacdo ad libitum, exercesse influéncia positiva sobre o metabolismo serotoninérgico,
diminuindo, assim, 0 comportamento antagonistico.

Os dados morfoldgicos obtidos no presente trabalho apontam para o fato de o
canibalismo n&o ser um fator determinante em um maior desenvolvimento dos individuos, uma
vez que os tratamentos T3 e T4 apresentaram simultaneamente menor incidéncia de animais
canibais e maior comprimento total final, além de pesos estatisticamente indiferentes ao
tratamento controle.

A influéncia da concentracdo de aminoacidos na dieta sobre o crescimento de peixes
segue uma funcdo quadrética gaussiana (COLOSSO et al., 1992; SANTIAGO E LOVELL,
1988), com concentracdes abaixo ou acima das exigidas por cada espécie influenciando
negativamente o crescimento dos animais devido a desequilibrios nutricionais. Uma vez que
as exigéncias de triptofano de B. orbignyanus ndo se encontram na literatura cientifica, pode-
se inferir que T3 e T4 apresentam concentracdes de TRP mais préximas as exigéncias da
espécie em relacdoa Tl e T2.

As diferencas significativas encontradas entre as atividades da lipase podem ser
explicadas por uma provavel acdo da lecitina como facilitador de carreamento de nutrientes
para o interior das células intestinais dos animais no momento da digestdo, através da formacéo
de micelas, exigindo menor atividade metabolica da enzima lipase (LIU et al., 2020; LASIC,
1998). Dos diferentes aspectos analisados, T3 e T4 s6 diferiram significativamente entre si em
relacdo a atividade desta enzima, durante a segunda semana.

Durante a primeira semana, os tratamentos TO, T1 e T4 apresentaram a maior atividade
da enzima fosfatase alcalina dentre os grupos. Na segunda semana, porém, foi detectada uma
atividade, em média, 3 vezes menor em relacéo a primeira, com tendéncia de estabilizacdo entre
0S grupos, com apenas T1 mostrando atividade maior aos demais. Uma vez que 0S grupos
encontrados na primeira semana nao apresentam ligacéo direta entre si, como a presenca ou
auséncia de lecitina, ou concentracdo de triptofano aplicado, os resultados encontrados podem

ter sido causados por efeitos de interagdes metabdlicas, ndo havendo testes realizados durante
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0 presente trabalho ou respaldo na literatura cientifica que os elucidem diretamente, sendo
necessarias analises mais profundas para melhor investigacdo dos resultados.

Conforme demonstrado por Schreck (2016), um dos produtos secundarios do stress
cronico se da no aumento do &cido latico corporal, sendo possivel identificar este desequilibrio
fisiologico através do aumento da atividade da enzima desidrogenase latica, a fim de realizar o
catabolismo deste produto secundario. Uma vez que os tratamentos apresentaram taxas
diferentes de canibalismo, mas estatisticamente a mesma atividade da enzima citada, pode-se
inferir que este comportamento ndo esta diretamente ligado ao stress gerado por fatores do
cativeiro, mas sim de um comportamento natural independente dos mesmos; resultados
semelhantes foram observados por Wolkers et al. (2011) em matrinxa (Brycon amazonicus).
Uma vez ndo provocado por stress, o canibalismo per se ndo influenciou a producdo do
metabolito secundario &cido latico.

Os protocolos definidos em T3 e T4 se mostraram mais os eficientes na reducdo do
canibalismo e taxa de crescimento dos animais, com a maior taxa presente em T3, apresentando
grande vantagem comercial em relacdo ao tratamento controle.

Com as alarmantes crises ambientais, fortemente ligadas a perda de espécies, 0
desenvolvimento sustentavel e protecdo do meio ambiente tém sido topicos de alta prioridade
em decisGes politicas entre as maiores economias do mundo. Visto isso, a criacdo da
piracanjuba em cativeiro com aplicacdo do protocolo alimentar T3 apresenta forte potencial de
balango socioecondmico-ambiental, representando baixo custo e mao-de-obra ao produtor,
resultando em um plantel pelo menos oito vezes maior em relagdo ao padréo obtido atualmente,
e individuos potencialmente maiores. Aliado a isso, como alternativa a piscicultura da tilapia-
do-nilo na Bacia do Prata, devido as caracteristicas eco e fisioldgicas de B. orbignyanus, sua
criacdo em tanques-rede apresentariam impactos ambientais potencialmente inferiores em
relacdo a primeira, uma vez que eventuais escapes da especie ameacada resultariam na liberagédo
de individuos nativos ao sistema, ocupando funcdes e nichos ecoldgicos ja estabelecidos, além
de oferecerem baixo risco de provocarem superpopulacdo, uma vez que, conforme citado,
necessitam de ambientes I6ticos para o devido desenvolvimento gonadal. Além disso, com a
producdo desenvolvida em cada regido e sub-bacia, hd um potencial aumento de estoques de

germoplasma e programas de repovoamento.
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7. CONCLUSAO

Do ponto de vista pratico comercial, seria recomendada a utilizagdo de T3 (125 mg ml?
TRP); mais simples, menos custoso financeiramente e igualmente eficiente na reducdo da
mortalidade e incrementodo crescimento, se apresentando altamente promissor para a pratica

comercial.
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ANEXO |

ENSAIO 1 - DETERMINACAO DO PERIODO DE ENRIQUECIMENTO DOS
METANAUPLIOS.

Em um ensaio realizado anteriormente ao experimento, foi avaliado o tempo necessario
para que os metanauplios apresentassem o tubo digestivo preenchido com material particulado,
sob as mesmas condig¢des fisico-quimicas do periodo experimental; devido ao forte contraste
durante analise em microscopia de luz, foi escolhido o carvdo em p6. O carvao foi diluido em
4gua a uma concentracio de 25 mg ml?, sendo esta solucdo acrescida de artémias a uma
concentragdo de 500 artémias ml™. A cada 10 minutos, amostras eram retiradas em triplicata e
analisadas em microscopia, de modo a avaliar o trato digestorio dos crustaceos (FIGURA 9). O
periodo de preenchimento total do TGI foi avaliado em 30 minutos, sendo este definido como
o tempo de enriquecimento pré-alimentacdo. Conforme discutido por Tonheim et al. (2000),
em um experimento realizado com artémias enriquecidas com metionina, ap6s 16 horas em
enriquecimento, aproximadamente 50% da metionina absorvida havia sido convertida em
outros metabolitos sulforosos. Uma vez que o presente trabalho objetiva avaliar os efeitos do
triptofano em sua forma de aminoéacido, o periodo de enriquecimento de 30 minutos garante a
maior quantidade possivel a ser carreada aos peixes, com a menor propor¢do do mesmo sendo

metabolizada em outros compostos pelas artémias.

Figura 9 — Andlise da filtracdo de carvao em pé em microscopia de luz.
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Metanauplios de artémia com trato digestorio vazio (a) e preenchido com carvao em
po, indicado por setas vermelhas (b).
Fonte: Do autor (2020).
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ANEXO 11

ENSAIO 2 - METODOLOGIA DE ENCAPSULACAO DO TRIPTOFANO COM
LIPOSSOMOS DE LECITINA.

Além do chamado enriquecimento direto, em que o triptofano é diretamente filtrado
metanauplios e subsequentemente pelos peixes, serdo avaliados os efeitos do triptofano
encapsulado por lipossomos de lecitina, visto que fosfolipidios, através da formag&o de micelas,
facilitam o transporte de substancias do meio extra para intracelular (LASIC, 1998; LIU et al.,
2020). De modo a obter a equidade e controle das substancias, foi escolhida a lecitina de soja

comercial.

Um segundo ensaio foi realizado com o objetivo de definir o método de formacao de
lipossomos através da lecitina. Sobre cada uma das duas concentracfes de solucdes aquosas de
triptofano a serem avaliadas (25 e 125 mg ml?) a lecitina de soja foi gradativamente adicionada
e homogeneizada em vortex, até que cada solucao apresentasse aspecto de emulsdo, e as micelas
se apresentassem homogéneas sob microscopia de luz. As proporgdes encontradas foram de 8

mg de lecitina para cada miligrama de triptofano.
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