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3. Introducéo

Atualmente, no Brasil, ja € possivel obter uma produtividade economicamente viavel
com o0 uso das tecnologias vigentes. De fato, observa-se um aumento de 38,04% da
producdo de pescado da aquicultura continental entre os anos de 2009 e 2011 (MPA,
2013). Aspectos favoraveis a aquicultura nacional também envolvem as possibilidades de
investimentos do setor privado e do governo federal (MPA, 2012). Além disso, a pratica
aquicola é uma alternativa para a obtengdo de proteina animal de boa qualidade, visando

atender a crescente demanda da populacdo, além de contribuir para a conservacdo dos
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estoques naturais (FAO, 2013). No entanto, o pouco conhecimento biologico das espécies

com potencial para cultivo, a escassez de recursos humanos e a necessidade do
desenvolvimento de pacotes tecnolégicos que permitam a organizacdo da cadeia
produtiva sdo alguns dos desafios que precisam ser superados.

Considerando o potencial de cultivo de espécies nativas, peixes teledsteos do
género Brycon, pertencentes a familia Characidae e subfamilia Bryconinae, tem sido
mantidos com sucesso em sistemas de criagdo comercial no Brasil e em outros paises da
América do Sul. O matrinxd, Brycon amazonicus (Spix & Agassiz, 1829), é um peixe de
agua doce, bentopelagico, de clima tropical, originario da Bacia Amazdnica e com habito
alimentar onivoro. No entanto, por ser uma espécie que apresenta comportamento
migratorio e que vive em ambientes de correnteza, o matrinxd ndo se reproduz em
condicBes de cativeiro, pois a ovogénese e a desova ndo se completam. Assim, é
necessario o uso de reproducao induzida por aplicacdo de substancias, sendo as mais
utilizadas: o horménio liberador do hormonio luteinizante- LHRH, o extrato de hipofise de
carpa- EPC e o hormonio liberador de gonadotrofinas- GnRH.

Na Amazonia, a criacdo do matrinxa oferece um grande potencial para o agronegocio
da regido, principalmente porque o ambiente dispbe de condicbes edafoclimaticas
favoraveis ao cultivo, promovendo o bom desempenho em cativeiro (Izel & Melo, 2004).
Em ambiente natural, o periodo reprodutivo da espécie ocorre durante enchente (entre
dezembro e janeiro) e a maturidade sexual é atingida entre dois e trés anos de vida, a
depender do estado nutricional do animal (Gomes et al., 2005). Dessa forma, a criacéo
dessa espécie vem se destacando, e atualmente ocupa o segundo lugar dos peixes mais
comercializados na Amazbnia. Além disso, 0 matrinxd apresenta crescimento
relativamente rapido, frente ao fornecimento de ra¢des artificiais, e com indices desejaveis
de conversao alimentar e desempenho zootécnico. Em condi¢Bes de cativeiro 0s animais
podem atingir o tamanho comercial (1,5 kg) em aproximadamente 12 meses (Izel & Melo,
2004)

Apesar do dominio sobre as técnicas de reproducado induzida (Romagosa et al.,
2001), Brycon amazonicus apresenta alta frequéncia de comportamento agressivo e de
canibalismo (Ferraz & Gomes, 2009), o que pode ser considerado um fator limitador em
sistemas de criacdo intensiva. Segundo Serra (2014), os matrinxas, em espaco reduzido,
disputam agressivamente a dominancia, mesmo que tenha sido definido um dominante, e

se 0 espaco disponivel aumentar os peixes ndo ocupam territorios distintos, mas nadam
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juntos sem interagdo agressiva. Sendo assim, ndo é a distancia entre os peixes que
deflagra a agressividade, e sim o tamanho do espaco fisico. De fato, a exibicdo da
agressividade pode ser exacerbada em sistemas de producdo devido ao confinamento e
adensamento dos individuos.

De acordo com Kestemont et al. (2003), a interacdo agressiva predatoria
intraespecifica pode resultar em consumo parcial de individuos da mesma espécie. Além
disso, altas taxas de comportamento agressivo podem causar injarias e infec¢cdes que
podem desencadear uma situagdo estressora e, consequentemente, ocasionar na morte
dos animais.

Durante a exibicdo do comportamento agonistico em peixes tem-se um intenso gasto
energético que se reflete em alteracbes hematoldgicas e bioquimicas, na reducdo da
eficiéncia de conversdo alimentar e do crescimento e em mudancas comportamentais
(Wendelaar-Bonga, 1997). Além disso, a interacdo agressiva pode resultar em lesdes e
danos corporais que, por sua vez, aumentam a susceptibilidade a doencas e enfraquece
0s animais, tornando-os mais vulnerdveis a morte como consequéncia dos seus
ferimentos (Huntingford et al., 2006). O efeito estressor da agressividade também pode
comprometer o bem estar dos peixes e, consequentemente, 0os rendimentos da cadeia
produtiva (Conte, 2004).

Varios fatores modulam a frequéncia e a intensidade do comportamento agressivo
em peixes, tais como, o tamanho do grupo (Andries & Nelissen, 1990; Quinn et al., 1996),
a fase reprodutiva (Holder et al., 1991; Jaroensutasinee & Jaroensutasinee, 2003), a
experiéncia social prévia (Nelissen & Andries, 1988), o sexo do animal (Carvalho &
Goncalves-de-Freitas, 2008), os parametros ambientais (Sloman et al., 2001), os niveis
hormonais (Villars, 1983; Trainor & Hofman, 2006) e o espaco disponivel (Serra, 2014).

De acordo com Oliveira & Gongalves (2008), a agdo dos hormdnios sobre o
comportamento agressivo em vertebrados é provavelmente mediada pelos seus efeitos no
sistema motivacional central da agressividade (ex. dopanima, serotonina e GABA). Dessa
forma, a melatonina poderia modular a interagdo agressiva em peixes, pois afeta o
sistema dopaminérgico desses animais (Lopez-Patind et al.,, 2013). Além disso, a
melatonina tem como precursor a serotonina que, por sua vez, esta inversamente
relacionada com o comportamento agressivo de vertebrados (Lepage et al., 2005).

O efeito inibidor da melatonina sobre o comportamento também pode ser indireto,

pois este hormdnio apresenta efeito tranquilizante e indutor de sono em algumas espécies
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(Zhdanova et al., 2001). Além disso, a melatonina reduz os niveis de andrégenos e a
menor liberagdo desses esterdides sexuais pode reduzir a frequéncia do comportamento
agonistico em peixes (Ros et al., 2004).

A modulacdo da agressividade pela melatonina em peixes é pouco conhecida. De
acordo com Munro (1986), a injecdo de melatonina reduz a agressao em Aequidens
pulcher. No entanto, a melatonina ndo afeta a interacdo agressiva em truta arco-iris, O.
mykiss (Lepage et al., 2005). Dessa forma, além dos estudos sobre o efeito da melatonina
na agressividade em peixes serem incipientes, os resultados mostram-se contraditorios.
De acordo com essas predicOes, este projeto tem por objetivo avaliar o efeito da
melatonina sobre o comportamento agressivo em larvas de matrinxa, Brycon amazonicus.

Independente do efeito da melatonina, a interacdo agressiva esta associada a
grande gasto energético (Alvarenga & Volpato, 1995) e pode atuar como um estressor,
afetando varidveis fisiologicas e comportamentais dos peixes (Sloman et al., 2002;
Carvalho et al., 2012). Segundo Pickering (1981), as respostas ao estresse podem ser
classificadas como primérias (aguda), secundéarias (crbnica) e terciaria (crbénica
prolongada). As respostas secundarias incluem as mudancas fisiolégicas em decorréncia
da liberacdo de hormbnios que aumentam a pressdao sanguinea, oxigenacdo e
mobilizac&do das reservas energeéticas.

Parametros hematolégicos em peixes (ex. hematdcrito, concentracdo de
hemoglobina e nimero de eritrécitos) indicam a capacidade de transporte de oxigénio pelo
sangue que supre o aumento da demanda energética, podendo sugerir uma situacao
estressora (Tavares-Dias & Moraes, 2004). Variaveis bioquimicas plasmaticas (ex.
glicose, colesterol, proteinas totais e triglicerideos) representam respostas secundarias a
estressores, pois desencadeiam uma série de ajustes metabdlicos e, portanto, atuam
como indicadores de gasto energético (Wendelaar-Bonga 1997; Tavares-Dias et al.,
2000). Diante do exposto, o conhecimento de variaveis hematolégicas e bioquimicas
permite o controle de fatores que afetam o estado fisiologico e o bem estar em peixes.
Além disso, altas taxas de comportamento agressivo podem causar ferimentos que
potencializam a acdo de patdgenos e, consequentemente, podem aumentar a mortalidade
dos peixes (Huntingford et al., 2006; Baldisserotto, 2009). Assim, o controle de agentes
estressores deve ser considerado um fator primordial em sistemas de cultivo e de
manutencdo de peixes em cativeiro, onde as interagcdes sociais tornam-se ainda mais

intensas devido a limitagdo do espaco e, portanto, podem prejudicar a saude do animal.
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Considerando a problemética supracitada e visando minimizar os entraves que dificultam

a maior produtividade da piscicultura regional, espera-se com este projeto constatar se a
melatonina podera atuar como modulador do comportamento agressivo em B.
amazonicus.

4. Justificativa

O matrinxd estd entre as espécies com grande potencial para a piscicultura
comercial na Amazbnia, devido ao seu bom desempenho produtivo. No entanto, essa
espécie exibe alta frequéncia de comportamento agressivo, 0 que compromete o
crescimento, o bem estar e a sobrevivéncia dos animais. Dentre outros fatores, a acdo de
hormbnios pode modular a interacdo social em peixes, pois essas substancias quimicas
afetam o sistema motivacional central da agressividade. Assim, este estudo avaliou o
efeito da melatonina sobre o comportamento agressivo e parametros fisiolégicos de
matrinxa, Brycon amazonicus.

A avaliagdo de fatores moduladores do comportamento agressivo, como a
melatonina, sdo de extrema relevancia para o desenvolvimento de procedimentos que
visem melhorar o desempenho, rentabilidade e sustentabilidade das praticas durante a
cadeia produtiva de B. amazonicus. Deste modo, pretende-se disponibilizar informacdes
gue contribuirdo para o desenvolvimento de novas tecnologias para o setor produtivo e
para a melhoria da produtividade do matrinxd, que hoje é considerado um grande

potencial para suprir a necessidade de consumo do pescado na regido Amazonica.

5. Objetivos

Geral
- Avaliar o efeito da melatonina sobre o comportamento agressivo e parametros
fisiologicos em matrinxa, Brycon amazonicus.

Especificos
- Testar se a melatonina modula a frequéncia da interagdo agonistica do matrinxa.
- Analisar os parametros hematolégicos (hematdécrito, concentracdo de hemoglobina,
namero de eritrocitos e indices hematimeétricos) em matrinxa.
- Verificar os niveis plasmaticos de glicose, triglicerideos, colesterol e proteina total em
matrinxa.

6. Metodologia
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Os animais foram provenientes da Fazenda Exata e aclimatados no Laboratério

Aclimatagcdo e manutencao dos animais

Experimental de Fisiologia e Comportamento de Animais Agquaticos— LEFCAQ
(Departamento de Ciéncias Fisiologicas/lUFAM) em caixa de polietilieno de 500L (1
animal/5L) por, no minimo, 15 dias antecedendo os experimentos. Durante esse periodo,
a temperatura foi mantida em torno de 27 °C, a intensidade luminosa em 350 Ix e o
fotoperiodo em 12 h de luz (07:00 h as 19:00 h) e uma racdo comercial (28% de proteina)

foi oferecida até a saciacdo duas vezes ao dia (inicio da manha e final da tarde).

Delineamento Experimental

Foi avaliada a influéncia da melatonina sobre a agressividade e parametros
fisiolégicos em juvenis de matrinxd, Brycon amazonicus. Para isso, 24 individuos foram
medidos (11 a 15 cm), pesados e isolados por 96 horas em diferentes concentracdes de
melatonina, com oito repeticdes cada: menor (0 uM), intermediaria (1 yM) e maior (10uM).
A melatonina (N-Acetyl-5-methoxytryptamine; Sigma Chemicals, St. Louis, Missouri, USA)
foi diluida na agua do aquario, conforme metodologia descrita por Lopez-Patifio et al.
(2013). De acordo com Zhdanova et al. (2008), a manipulacdo exdgena de melatonina
afeta o seu nivel plasmatico, portanto, espera-se efeito nos parametros comportamentais
modulados por este horménio.

A agressividade foi avaliada pela frequéncia de ataques e exibi¢cdes emitidos para
um espelho (ex. Franck et al., 1985; Goncalves-de-Freitas & Mariguela, 2006). O teste do
espelho é um método experimental utilizado para mensurar a motivagdo agressiva em
peixes (Oliveira et al., 2005) e foi escolhido, pois evita o efeito do oponente sobre a
resposta agressiva do individuo alvo (Franck et al., 1985). Dessa forma, um espelho (40 X
40 cm) foi colocado na lateral direita externa do aquario a cada 24 horas durante o
isolamento, sendo a interacdo agressiva registrada em cada periodo de observacao por
meio de filmagens com duracdo de 30 minutos. Para a analise da interacdo agressiva
foram consideradas as seguintes unidades comportamentais: batida de cauda, confronto
frontal, exibicdo frontal, exibicéo lateral e também se avaliou a laténcia para a exibicdo do
comportamento e o total de interagfes (soma de todas as unidades agressivas).

Os animais foram isolados em aquarios de 67,5 x 29 x 39 cm (XX |) revestidos por
plastico azul opaco em trés lados para evitar contato visual com animais de aquarios

vizinhos no laboratério. A regido frontal ficou livre para o registro do comportamento e o
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plastico da lateral direita foi removido nos momentos de apresentagdo do espelho. A cor

azul foi utilizada porque reduz o estresse na tilapia-do-Nilo (Volpato & Barreto, 2001). Nos
aquarios, a aeracao foi mantida constantemente. A temperatura da agua foi controlada em
27 °C e os animais receberam racdo comercial na proporcdo de 2% da biomassa
oferecida duas vezes ao dia. O fotoperiodo (12L:12D) e a intensidade luminosa (em torno
de 350 Ix) foram controlados, conforme descrito para o periodo de aclimatagdo e
manutencao dos animais.

Antes e ap6s o periodo de isolamento foram realizadas coletas de sangue
precedidas por 24 horas de jejum. Toda a manipulacdo dos animais (biometria, sexagem,
isolamento e coleta de sangue) foi precedida por anestesia com eugenol (64 puL / L). O
peixe foi considerado anestesiado quando ocorreu perda postural, falta de reagcdo motora
a estimulo e manutencdo da ventilacdo, critérios compativeis com o estagio Il de
anestesia, como descrito por lwama et al. (1989) para a truta arco-iris. O sangue foi
coletado por puncéo caudal (0,3 ml por coleta), utilizando-se seringa de 1ml heparinizada.
O tempo de anestesia e coleta de sangue, assim como o tempo de recuperacao do animal
serdo registrados, a fim de detectar possiveis influéncias dessas manipulacbes nas
variaveis fisioldgicas analisadas.

As analises hematolégicas foram realizadas imediatamente ap0s a coleta de sangue. A
contagem de eritrocitos (RBC, milhdes/mm? sangue) foi realizada por meio de leitura
Optica em camara de Neubauer, em amostras de sangue fixadas em formol-citrato,
conforme o método habitual utilizado para peixes. A concentracdo de hemoglobina
sanguinea (Hb, g/dL) foi analisada pelo método da cianometahemoglobina (Kampen &
Zijlstra, 1964). O hematdcrito (Ht, %) foi determinado pelo método do microhematocrito
(Goldenfarb et al., 1971), onde os tubos capilares foram centrifugados a 13000 rpm por 6
minutos. Os indices hematimétricos absolutos, ou seja, volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM) e a concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) foram calculados de acordo com Wintrobe (1934). O material restante foi
centrifugado para coleta do plasma (3000 rpm / 15 min), o qual foi congelado a -80 °C
para andlises bioguimicas. Os niveis plasmaticos de glicose (mg.dL™), triglicerideos
(mg.dLt), colesterol (mg.dL?!) e proteinas totais (g.dL') foram obtidos por meio da
utilizag&o de kits enzimaticos-colorimétricos especificos.

Andalise dos dados
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Os dados foram testados quanto & normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e a

homogeneidade da varidncia pelo teste F max. A laténcia para os confrontos e o0s
parametros hematolégicos e bioquimicos plasmaticos foram comparados entre o0s
tratamentos por Analise de Variancia de uma via. Foi considerado a < 0,05 para

significancia estatistica. Todas as analises sdo baseadas em Zar (1999).

Nota Etica

O presente estudo estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo
Animal adotado pelo Conselho Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFAM, Manaus, AM,
protocolo n° 019/2015.

7. Resultados e Discussao

Os parametros hematologicos ndo mostraram diferencas significativas entre os
tratamentos experimentais (Andlise de Variancia de uma via, F< 1,53, p> 0,23; Tabela 1).
A hematologia vem se tornando uma importante ferramenta para o estudo das
caracteristicas fisioloégicas como indicador de estresse, bem — estar e saude (Tavares-
Dias, 2006). Os parametros hematolégicos em peixes podem ser influenciados por
diversos fatores como sexo, idade, peso, variacdo genética, estresse de captura para
procedimentos e, portanto, apresentam grande variacdo individual (Tavares-Dias et al.,
2003; Kori-Siakpere et al., 2005; Tavares-Dias e Moraes, 2007;). Neste estudo, os valores
do hematécrito, RBC e concentracdo de hemoglobina mostraram-se superiores aos
valores encontrado por Tavares-Dias et al (2008). Porém, os indices hematimétricos
calculados (VCM, HCM e CHCM) estiveram dentro do minimo e maximo esperado para a
espécie. A condicdo estressora (interacdo agressiva com o espelho) ndo causou
alteragbes significativas nos parametros hematologicos entre os animais de cada
tratamento, como também foi encontrado em tilapia (Oreochomis niloticus) submetida a
condicao estressora de diferentes fotoperiodos (Bizarro, 2013).

Também ndo houve diferengca entre os tratamentos experimentais para a glicemia,
colesterol e triglicerideos (Analise de Variancia de uma via, F< 0,99, p> 0,38; Tabela 2),
indicando que ndo houve mobilizacdo de reservas energéticas diferenciada nos animais

submetidos a diferentes concentracbes de melatonina. De modo semelhante, a
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melatonina n&o afetou a interacdo agressiva exibida pelos juvenis de matrinxa (Analise de

Variancia de uma via, F< 2,10, p> 0,17; Figura 1).

Os parametros metabolicos e o0 comportamento agressivo sd8o intensamente
relacionados uma vez que o animal precisa mobilizar e disponibilizar substrato energético
para o confronto com o possivel adversario (Wendelaar-Bonga, 1997). Apesar de nao ter
sido observado diferengas entre os parametros metabodlicos e o comportamento agressivo
nas diferentes concentra¢cdes de melatonina neste estudo, outros trabalhos j& mostraram
gue a melatonina provoca a diminuicdo da frequéncia de interacdo agressiva em
Aequidens pulcher (Munro, 1986) e em larva de matrinxa, Brycon amazonicus (Carvalho,
2015) e supresséo da agressividade em tilapia-do Nilo (Winberg et al., 2001).

Porém, a melatonina ndo é o Unico horménio que afeta o comportamento agressivo,
havendo uma forte relacdo dos niveis de andrégenos com esse comportamento (Mehta e
Beer, 2009), especialmente a testosterona. Além disso, o cortisol € um importante
hormbnio associado ao estresse e, também, modula a resposta agressiva de forma que,
uma alta relagdo testosterona/cortisol levaria a niveis mais altos de agressividade
enquanto uma baixa relacédo testosterona/cortisol levaria a uma menor tendéncia de se
exibir o comportamento agressivo (Montoya et al, 2012). Sendo assim, mostra-se
necessario fazer andlises hormonais e de estresse oxidativo para que a modulacdo do
comportamento agressivo e a resposta aos experimentos nas concentragbes menor
(Oumol/L), intermediaria (lumol/L) e maior (10 umol/L) de melatonina seja melhor

compreendida.
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Tabela 1. Parametros hematologicos de Brycon amazonicus submetidos a diferentes concentracfes
de melatonina.

Concentracéo [0] umol/L

Concentracéo [1] umol/L

Concentracéo [10] umol/L

Parametro Inicial Final Inicial Final Inicial Final
Ht(%) - 33,56+ 6,41 29,25 + 6,65 35,6 +5,07 32,187 +4,75 36,025 +6,00 33,15+ 8,24
RBC (10"6/mm3) 1,469 £ 0,19 1,366 £ 0,37 1,99 +0,41 1,503 £ 0,15 1,875 0,52 1,435 +£0,47
[Hb] (g/dL) 9,073 £2,93 4,782 + 0,96 7,162 = 2,50 6,651 =+ 1,89 7,219 £1,83 6,578 £ 2,36
VCM (um3) 228,025 + 32,99 228,696 + 77,77 182,592 + 25,81 215,705+ 35,85 213,082 + 104,74 216,209+ 46,87
HCM (pg/célula) 62,509 + 19,95 72,222 + 34,39 37,373+ 16,15 45,417 + 22,20 44,568+ 25,9 53,033 + 36,53
CHCM (%) 27,951 + 9,69 16,842 + 3,62 20,853 + 8,26 21,242 + 6,90 20,991 +7,20 19,560 + 4,05

Tabela 2. Parametros metabdlicos de Brycon amazonicus submetidos a diferentes concentracGes de
melatonina.

Parametros

Plasmaticos

Concentracao [0] umol/ L

Concentracdao [1] umol/L

Concentracdao [10] umol/L

Glicemia

124,5 £ 21,44

102,7 + 26,5

108,1 + 44,35

Colesterol

182,33 +£46, 4

196,82 + 39,59

171,033 + 67,62

Triglicerideos

222,12 + 90,19

242,8 £121,18

228,4 + 86,77
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Figura 1. Média da frequéncia da interacdo agressiva na menor (0 umol/L), intermediaria (1
umol/L) e maior (10 umol/L) concentracdo de melatonina para Brycon amazonicus.
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