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RESUMO

SEPULCHRO, Lorena Cristina O’Reilly, M.Sc., Universidade Vila Velha — ES,
fevereiro de 2014. Uso do triptofano como mitigador de estresse durante o
transporte de juvenis de robalo peva (Centropomus parallelus). Orientador:
Levy de Carvalho Gomes.

O uso de aditivos na ragcdo que melhorem a qualidade de vida dos peixes de
criacao tem sido cada vez mais difundido nas pisciculturas como uma forma de
se minimizar o estresse causado pelas praticas de manejo. Dentre estes
aditivos esta o triptofano, um precursor da serotonina que atua a nivel cerebral,
reduzindo as respostas de estresse dos peixes. A espécie estudada,
Centropumus parallelus, possui a particularidade de se mostrar de grande
potencial para a piscicultura, por possuir caracteristicas desejaveis a criacéo,
como a facil adaptacao, ampla distribuicdo e apreciacdo da carne, além de alto
valor comercial. O objetivo do trabalho foi testar a eficiéncia do triptofano como
mitigador de estresse, de forma a prevenir efeitos adversos causados pelo
transporte dos peixes. Os peixes foram submetidos a dois experimentos, com
diferentes concentracdes de triptofano adicionados a racao: 0g/Kg; 5g/Kg;
10g/Kg; 15g/Kg e 20g/Kg. No primeiro experimento, foram realizados testes de
excrecdo (amobnia e wureia) que demonstraram ndo haver diferencas
significativas na quantidade excretada nos diferentes tratamentos. No segundo
experimento, os peixes foram alimentados durante sete dias e a partir dai,
submetidos a um transporte de 15 horas. Apo6s o transporte foram realizados
testes para averiguar a qualidade da agua e coletado sangue, figado e
branquias para analises de glicose, cortisol, lactato, glicogénio e atividade
enzimatica da GST e Catalase. Diferencas significativas foram encontradas
apenas no lactato, na concentracdo de 10g/Kg de racdo, no grupo submetido
ao transporte e na atividade enzimatica da Catalase hepatica, que, a partir de
10g/kg aumentou significativamente. Nas demais andlises ndo foram
observadas diferencas estatisticas, levando a conclusdo de que a
concentragéo de triptofano adicionada a ragdo né&o influencia na excrecao de
produtos nitrogenados e o uso do triptofano nas concentracdes testadas nao
apresentou um efeito redutor de estresse em robalo peva durante o transporte.

Palavras chaves: enzima, excrecdo, manuseio, peixes e piscicultura.
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ABSTRACT

SEPULCHRO, Lorena Cristina O’Reilly, M.Sc., University Vila Velha — ES,
february 2014. Using tryptophan as mitigating stress during transport of
juvenile fat snook (Centropomus parallelus). Advisor. Levy de Carvalho
Gomes.

The use of feed additives that improve the quality of life of breeding fish has
been increasingly diffused in fish farms as a way to minimise the stress caused
by management practices. Among these additives is tryptophan, a precursor of
serotonin which acts the cerebral level, reducing the stress responses of fish.
The species studied, Centropumus parallelus, has the particularity to show
great potential for fish farming, by possessing desirable characteristics the
creation, as the easy adaptation, wide distribution and appreciation of the flesh,
but high commercial value. The objective of this work was to test the efficiency
of tryptophan as stress mitigation in order to prevent adverse effects caused by
the transport of fish. The fish went subject two experiments with different
concentrations of tryptophan added to the ration: 0 g/Kg; 5 g/Kg; 10 g/Kg; 15
g/Kg and 20 g/Kg. In the first experiment, conducted tests of excretion
(ammonia and and urea) that showed no significant differences in the amount
excreted in the different treatments. In the second experiment, the fish were fed
for seven days and thereafter, subject to a 15 hours transport. After the tests
were carried out transport to determine the quality of the water and collected
blood, liver and glucose analysis branquias, cortisol, lactate, glycogen and
enzyme activity of GST and Catalase. Significant differences were found only in
lactate concentration of 10 g/Kg of feed, the Group submitted to the transport
and enzyme activity of liver Catalase, which, from 10 g/kg increased
significantly. In other statistical analyses no differences were found, leading to
the conclusion that the concentration of tryptophan added the feed does not
influence on the excretion of nitrogen products and the use of tryptophan in the
concentrations tested did not submit a stress reducer effect in fat Snook for the
transport.

Key words: enzyme, excretion, handling, fish and fish farming.
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1. INTRODUCAO

Desde os tempos mais remotos até hoje em dia, a pesca e a
producdo pesqueira de uma forma geral, é tida como uma pratica tradicional
considerada uma importante fonte alimentar. A préatica da piscicultura vem
crescendo a passos largos ndo s6é no Brasil, mas em todo mundo, e
despertando cada vez mais nos produtores, o desejo de se potencializar a
criacdo, com o objetivo de maiores lucros (Faveret Filho & Siqueira, 1997).

A partir desse desejo pela otimizagdo da criagdo, 0s produtores
investem cada vez mais em praticas de manejo que minimizem as injurias aos
animais, e, consequentemente, reduzem as perdas. Um investimento maior no
manejo e em ragdes especiais para as diferentes necessidades dos animais
pode representar um aumento significativo na lucratividade (Urbinati &
Carneiro, 2004).

O peixe estudado no presente trabalho, robalo peva, possui alto
potencial para a criacdo por possuir caracteristicas desejaveis tanto para a
criacdo quanto para sua comercializagdo: sua carne € branca e delgada, com
poucas espinhas e a separacao dos filés é facil, tornando-se muito apreciavel
pelos consumidores; além disso, € um peixe que se adapta muito bem ao
cativeiro, suporta densidades consideraveis, é resistente ao processo de
criacdo e variagbes na qualidade da agua, é relativamente resistente a
doencas, além de possuir um alto valor de mercado, caracteristicas essenciais
para criacao.

O transporte, mesmo sendo uma pratica comum, pode ser
considerado uma injaria, uma vez que leva o animal a um estado de grande
estresse, por causa da alta densidade, numa quantidade minima de agua por
peixe. Com o objetivo de minimizar o estresse aos animais durante essa
pratica, no presente trabalho foram testadas diferentes concentracdes de
triptofano adicionados a racdo como uma forma de prevencdo, ou seja,
alimentando o0s peixes antes que esses fossem expostos ao estresse.
Considerando o triptofano como um aminodcido essencial que é precursor da
serotonina, buscou-se uma forma de prevenir o estresse do animal, diminuindo
assim as perdas durante essa pratica de manejo, dados de grande relevancia,

principalmente aos produtores pesqueiros.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Panoramas da producgéo de peixes no mundo e no Brasil.

A pesca é uma das atividades econémicas mais antigas do mundo e
possui uma grande relevancia para a alimentacéo de diversas populagdes. A
captura de pescado tem apresentado numeros crescentes com o passar dos
anos, ocasionando cada vez mais problemas como sobrepesca, poluicéo,
desestabilizacdo de comunidades nativas, dentre outros (Faveret Filho &
Siqueira, 1997).

A producdo mundial total de organismos aquaticos, se incluida a
pesca, a aquicultura e plantas aquéaticas, superou 158 milhdes de toneladas no
ano de 2008 (Sidonio et al., 2012). Por continente, a produgcdo pesqueira se
distribui em 41% na Asia, 26% na Europa, 18% na América do Sul, 10% na
América do Norte, 4% na Africa e 1% na Oceania, e, sendo o Oceano Pacifico
0 mais piscoso, este detém trés das mais produtivas regiées de pesca (Faveret
Filho & Siqueira, 1997).

A demanda por proteina animal vem aumentando, substituindo parte
da alimentacdo das proteinas vegetais. Nos ultimos 40 anos, o consumo per
capita mundial passou de 33kg/ano em 1961 para 46,6kg/ano em 2009. Apesar
das principais empresas brasileiras de proteinas ndo demonstrarem grande
interesse por pescados, esta é a proteina de maior produ¢cdo e consumo em
todo mundo (Sidonio et al., 2012).

Em detrimento da pratica da pesca ndo sustentdvel em todo o
mundo, que desrespeita 0s ciclos naturais de reproducdo bem como a
reposicao de estoques de varias espécies aquaticas, a captura mundial em
larga escala parece ter chegado ao seu limite (Sidonio et al., 2012).

Com a rapida expansdo da frota mundial e industria de pesca,
juntamente com a insuficiéncia de medidas de controle e regulamentacédo a fim
de limitar as atividades pesqueiras indiscriminadas e potencialmente
prejudiciais, a situacdo chegou a um ponto de quase total esgotamento de
recursos (Faveret Filho & Siqueira, 1997). A producdo pesqueira tém tido
pouco aumento, mantendo-se relativamente constante desde 2000, ao passo
gue a aquicultura vem crescendo rapidamente, tornando-se uma importante
alternativa para suprir essa demanda, e vem aumentando significativamente

sua participacao no total da producdo de pescados no mundo. Adicionalmente,
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a utilizacdo de novas tecnologias e pesquisa aplicada ao setor, tem contribuido
para o alcance dessas altas taxas na produtividade na aquicultura (Sidonio et
al., 2012).

Com o aumento da producdo na aquicultura, o preco das espécies
gue antes s6 eram obtidos com a captura vem se reduzindo, se tornando um
incentivo ao consumo. O setor aquicola como um todo é muito diverso e
fragmentado em todo o mundo, variando de pequenos produtores a grandes
empresas internacionais de alto faturamento. Dentro da aquicultura, o ramo
mais importante é o da piscicultura, que corresponde a 49,5% da producao
aguicola total (Sidonio et al., 2012).

Mesmo dispondo de todas essas condigfes favoraveis, o Brasil ndo
ocupa posicdo de destaque no mercado mundial de pescados, isso se da por
causa da falta de estruturacéo e utilizacdo de métodos ainda muito artesanais,
tanto para o cultivo quando para a captura, havendo grande espago para a

evolucdo do setor (Sidonio et al., 2012).

2.2. Préticas de manejo e estresse dos peixes em piscicultura.

Os peixes compdem um grupo muito diverso e cada um desses
grupos possui particularidades eminentes, como habitos alimentares, métodos
reprodutivos, velocidade de crescimento, ciclo de vida e respostas as
condicdes e alteracbes ambientais, com isso, o0 estudo da fisiologia da espécie
requerida é de suma importancia para a piscicultura, possibilitando melhores
condicBes de cultivo para as diferentes espécies (Baldisserotto, 2002).

Com a crescente expansdo da aquicultura, os produtores
preocupam-se cada vez mais com prejuizos causados por mortalidade e
problemas na produc¢éo (Urbinati & Carneiro, 2004), mesmo porque, 0 objetivo
principal da atividade é alcancar uma alta produtividade com o minimo de
despesa, alcancando o maior lucro possivel. Dessa forma, € imprescindivel ao
criador e aos seus empregados o conhecimento adequado da biologia da
espécie que serd utilizada no cultivo (Valenti et al., 2000), a fim de se obter as
maiores taxas de crescimento em menor tempo possivel além de uma
conversao alimentar cada vez melhor.

Para que este crescimento ocorra de forma esperada, é de suma

importancia que o0s peixes recebam manejo adequado, alimentacao
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balanceada que atenda as exigéncias da espécie cultivada e que as condi¢cbes
ambientais do local sejam ideais & mesma. E importante considerar a
preservagao do meio ambiente para que a atividade possa se estender por um
longo tempo (Oba et al., 2009).

Os fatores estressantes sdo a principal causa de reducdo de lucro
na piscicultura, uma vez que afetam o metabolismo e consequentemente o
crescimento e até mesmo a sobrevivéncia dos peixes (Oba et al., 2009). Esses
agentes estressores podem ser de natureza quimica, como a reducdo da
concentracdo de oxigénio dissolvido, aumento das concentracdes de amonia e
nitrito (Costa et al., 2004) e presenca de poluentes (Rice & Arkoosh, 2002), ou
de natureza fisica, como manuseio, alta densidade, confinamento, captura,
manejo e transporte (Gomes et al., 2003a).

As diferentes respostas de estresse observadas durante o processo
de producéo e comercializacado nos fornece uma ferramenta fundamental para
se formular procedimentos de boas praticas a fim de se minimizar as perdas do
processo de criagcdo (Brandéo et al., 2006).

Segundo Urbinati & Carneiro (2004), durante o cultivo, 0s peixes sao
submetidos a estressores, que podem ocorrer de forma rapida e aguda, ou
longa e continua (Barton et al., 2002; Wedemeyer et al., 1990). O estresse
agudo é caracterizado por dois tipos de resposta fisioldgica: a primaria e a
secundaria. A resposta primaria (ou de alarme) € hormonal, resultando do
estimulo do sistema nervoso simpéatico e do eixo hipotalamo-pituitaria-
interrenal. Esses horménios liberados vao desencadear a resposta secundaria
(ou de resisténcia) onde é ativado uma série de diferentes mecanismos,
responsaveis pela adaptacao fisioldgica do peixe a situacdo estressora, como
resposta ao estimulo, de forma a compensar o disturbio ocorrido (Oba et al.,
2009).

Quando os peixes sao submetidos a agentes estressores de forma
longa e continua, o0 organismo dos mesmos entram num processo de exaustao
da capacidade adaptativa e continua perda da homeostase fisioldgica, levando
a reducédo da capacidade reprodutiva, crescimento e imunodeficiéncia, estas
respostas sao caracterizadas como terciarias, e podem levar o individuo a uma
condicao patoldgica e até mesmo a morte (Oba et al., 2009).

Em situacdo de estresse, o0 sistema imunoldgico dos peixes também

estd comprometido, uma vez que, a secrecdo aumentada de cortisol e
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catecolaminas atua, via circulacao periférica, no rim cefalico, baco e timo,
importantes tecidos hematopoiéticos, diminuindo a producdo de linfocitos
produtores de anticorpos ou imunoglobulinas, indispensaveis a defesa do
organismo (Urbinati & Carneiro, 2004).

No Brasil, existem criacdes distintas para a reproducéo, producao de
juvenis e para a fase de engorda (onde os peixes sdo mantidos até a fase de
abate), aumentando o risco de perda de animais durante o processo de
transporte de um local para o outro (Brand&do et al., 2008). Dentro desse
contexto, o transporte é uma pratica fundamental, que pode acarretar
consequéncias negativas ao animal ap6s a chegada ao destino desejado,
como o estresse, que desencadeia respostas como alteracdes nos niveis
hormonais (adrenalina e cortisol), alteracbes osmorregulatérias e no
metabolismo que aumentam a susceptibilidade a parasitas (Wedemeyer, 1996).

O manejo e transporte tém duracdo variada dependendo da
finalidade e, em todos os casos, 0s animais devem chegar ao seu destino final
em condicBes fisiologicas aceitaveis para a satisfacdo dos critérios

estabelecidos pelo comprador (Urbinati & Carneiro, 2004).

2.3. Uso de mitigadores de estresse

Como uma forma de se reduzir as perdas ocorridas durante a
producdo, em detrimento das condi¢cdes estressantes a que 0S peixes Sao
submetidos, diversos tipos de mitigadores de estresse tém sido utilizados
durante as praticas de manejo e transporte dos peixes (Oliveira et al., 2009;
Gomes et al., 1999).

Dentre os diversos tipos de mitigadores podemos citar 0s
anestésicos, que, sintéticos ou de origem natural, tém demonstrado ser uma
boa alternativa para a reducao do estresse nos peixes (Gomes et al., 2001). Os
anestésicos atuam no sistema nervoso central dos peixes, sobre o cortex
cerebral, deprimindo as fun¢des neurossensoriais (Summerfelt & Smith, 1990)
e fazendo com que o peixe diminua sua atividade, consequentemente,
suprimindo a agdo negativa e estressante do manejo.

O sal de cozinha também é utilizado como redutor de estresse,
igualando o gradiente osmatico entre a agua e o plasma do peixe para que haja

uma reducéo na difusdo de ions para a agua. Ele ainda estimula a secrecéo de
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muco no epitélio branquial, o que dificulta a passagem de ions pelas
membranas celulares (Gomes et al., 2003b; Oliveira et al., 2009).

De acordo com Pavanelli et al. (2008), a producdo de dietas
equilibradas e que atendam as necessidades da espécie, tendem a otimizar um
bom estado nutricional, aumentando a resisténcia as doencas refletindo no
estado geral dos peixes. O estresse provocado por uma nutricdo deficiente
aumenta o risco de infec¢des por bactérias e protozodrios, consequentemente,
aumentando também as perdas.

Outra forma muito eficiente de se mitigar 0 estresse nos peixes é a
adicdo de microminerais (minerais e vitaminas) na racao, para que estes atuem
de forma preventiva, melhorando o sistema imune e/ou estimulando a producéo
de certos horménios que possam contribuir para a reducdo do efeito dos
agentes estressores (Urbinati & Carneiro, 2004).

O cromo é tido como um elemento promissor em programas
preventivos. Sua fungéo esté ligada a maximizacdo da interacdo da insulina e
seus receptores, atuando no crescimento, metabolismo de carboidratos,
lipideos e proteinas, além de melhorar a resposta imunolégica a enfermidades
(Anderson, 1981). Estudos realizados por Quintana (2002) mostraram que
suplementacdo deste mineral na dieta de pacu, submetido a agentes
inflamatorios, foi relacionado a diminuicdo dos niveis de cortisol plasmatico. As
vitaminas E e C também influenciam diretamente o sistema imunolégico, e,
além disso, oferecerem uma prevencao aos efeitos negativos causados pelo
estresse (Urbinati & Carneiro, 2004).

A utilizacdo de triptofano incorporado a racbes tem sido relatado
como um supressor de comportamento agressivo em espécies
conhecidamente territorialistas, uma vez que este, aumenta as taxas de sintese
de serotonina cerebral, fazendo com que esse comportamento agressivo seja
reduzido (Johnston et al., 1990; Winberg et al., 2001; Hoglund et al., 2005;
Tejpal et al., 2009)

2.4, Utilizag&o do triptofano como mitigador de estresse

O triptofano é um dos aminoéacidos codificados pelo cédigo genético,
importante componente das proteinas dos seres vivos. Ele é sintetizado para

criar a serotonina através de sucessivas hidroxilagdes e descarboxilagbes, sem
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ele, ndo é possivel sintetizar serotonina suficiente. Mesmo sendo pertencente
ao grupo dos aminoacidos essenciais, o triptofano € um dos menos abundantes
na dieta. Uma vez absorvido, ele pode ser levado para o sistema nervoso
central ou permanecer na periferia. Se levado ao sistema nervoso central, sera
convertido em receptor de serotonina 5-HT (5-hidroxitriptamina). Quando se
administra uma dieta com restricdo de triptofano em animais, ocorre uma
diminuicdo do seu nivel sérico, diminuindo assim o0s niveis cerebrais de
triptofano, 5-HT (receptor) e acido 5-hidroxi-indol-acético (5-HIAA), que € o
principal metabdlito de serotonina (utilizado para determinar os niveis de
serotonina cerebral e corporal) (Biggio et al., 1974).

Essas caracteristicas sdo importantes quando levamos em conta o
amplo papel que seus produtos finais desempenham no equilibrio fisiolégico
normal, e a facilidade com que a producdo destes pode ser afetada quando
interrompida ou escassa oferta desse aminoécido. Os niveis plasméticos de
triptofano tém sido manipulados como um meio de potencializar os efeitos de
drogas antidepressivas ( Kapczinski, et al. 1998).

Em seres humanos, o triptofano tem sido testado como
antidepressivo, em decorréncia das teorias que associam a depressdo a
diminuicdo dos niveis de seratonina cerebral (Kapczinski et al., 1998), sendo
este, comparado com outros antidepressivos, como a imipramina (Chouinard et
al., 1979). Existem diversos estudos publicados sobre o efeito do triptofano
como antidepressivo, mas ndo ha consenso sobre sua eficacia (Baldisserani,
1984; Carrol, 1971; Chouinard et al., 1983; Cole et al., 1980; Cooper et al.,
1979; Young, 1984).

Desde a década de 80, estudos demonstram a influéncia dos niveis
séricos de triptofano no comportamento agressivo. A hipétese de que a baixa
concentracdo da serotonina cerebral pode causar agressao foi proposta por
Eichelman, (1987), em estudos em animais. Estes demonstraram que niveis
baixos de triptofano estdo relacionados com maior agressividade e, individuos
propensos ao comportamento agressivo, a restricdo aguda do triptofano na
dieta tende a aumentar a agressividade (Kapczinski et al., 1998).

Winberg et al. (2001), em experimento com truta arco-iris,
demostraram uma supressao do comportamento agressivo de peixes que
receberam racdo suplementada com triptofano por um periodo de 7 dias.

Resultados semelhantes foram encontrados por Hoglund et al. (2005) quando o
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triptofano foi testado em juvenis de bacalhau do Atlantico, e por Tejpal et al.
(2009) em testes com juvenis de Cirrhinus mrigala.

Em experimentos com ratos, o uso de triptofano na dose de 1,6g/kg
ocasionou sintomas de toxicidade, inclusive levando a morte de alguns
individuos (Young, 1986). Porém, Hoglund et al. (2005), observaram uma
redugéo significativa de comportamento agressivo em bacalhau do Atlantico
que foram submetidos ao tratamento com ragao suplementada com triptofano
na proporcédo de 5g TRP/kg ragdo. Assim como Tejpal et al. (2009), que, em
trabalhos realizados com juvenis de C. mrigala, chegaram a conclusdo que
niveis entre 1,36% e 2,72% de suplementacdo de triptofano reduz o estresse
nos peixes submetidos a alta densidade. Com isso, pode-se sugerir que, 0
triptofano ndo parece ser potencialmente téxico para peixes, em concentracdes

mais elevadas, quando comparado a ratos.

2.5. Triptofano e excrecéo

As dietas formuladas para animais, geralmente baseiam-se no
conceito de proteina bruta, que diferentemente daquelas que se baseiam no
conceito de proteina ideal, resultam num conteldo aminoacidico em excesso.
Qualguer aminoacido que esteja em excesso em relagdo ao primeiro
aminoacido limitante, sera oxidado, levando a excrecdo de nitrogénio pelo
animal, podendo se transformar em um potencial poluidor para o meio
(Pinheiro, et al. 2008; Pereira & Mercante, 2005).

O excesso de nitrogénio e de outros nutrientes favorecem o
desenvolvimento desordenado de algas. A decomposicdo destas algas
consome 0 oxigénio dissolvido na agua, causando a eutrofizacdo do meio
aquatico. Ela compromete o crescimento de espécies aquaticas, como peixes,
crustaceos, etc (Penz-Junior, 2000; Araujo & Sobreira, 2008; Pereira &
Mercante, 2005).

O triptofano, pertence a classe de aminoacidos essenciais e néo é
produzido pelos animais ou é produzido de forma muito lenta, ndo satisfazendo
as suas necessidades. De acordo com o NRC (2010), o nivel de exigéncia
nutricional de triptofano para tilapias-do-nilo é de 0,43% na fase de alevino;
0,30%, para peixes de até 100g, e de 0,27% para peixes com mais de 100g

(Santiago & Lovell, 1988). Como os estudos de exigéncias nutricionais para
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robalo ainda sdo escassos, utiliza-se esses valores de referéncia como base
para a formulacdo de racbes para a espécie (Pinheiro et al. 2008; Aradjo &
Sobreira, 2008; Vidal et al. 2010).

2.6. Robalo peva

A espécie Centropomus parallelus, possui nome popular de robalo
peva, e é conhecido como camorim no Norte e Nordeste do pais, e como
robalo no Sul e Sudeste. O género Centropomus, tem ampla distribuicdo
geografica tipicamente tropical e subtropical (Cerqueira, 2010), ocorrendo
desde a Florida (EUA) até o Rio Grande do Sul (Brasil), apresentado facil
adaptacdo aos mais diferentes habitats por se tratar de um peixe, que pode
viver tanto em ambiente marinho quanto dulcicola (Godinho et al., 2000),
(Corréa et al., 2010).

Costumam penetrar em rios e adaptam-se muito bem a aguas doces
e salobras, utilizando areas de manguezais estuarios e lagunas para se
alimentarem, porém, necessitam da agua salgada para a reproducéo. E uma
espécie carnivora que se alimenta principalmente de peixes e camardes,
podendo predar também insetos, moluscos e poliguetas quando adultos e
quando juvenis, alimentam-se basicamente de pequenos crustaceos
(Cerqueira, 2010).

A espécie é comercialmente valiosa, e, por causa da sua ampla
distribuicAo na costa brasileira, desperta grande interesse para a pesca
esportiva, mas também é pescado de forma artesanal (Chavez, 1963), além de
possuir varias caracteristicas que o tornam um peixe de grande potencial para
a piscicultura: sdo muito apreciados por sua carne que é branca, delicada e
com pouca gordura, a separacao dos filés é facil, de alto rendimento e néo
possuem grande quantidade de espinhas, facilitando a degustacdo (Tsuzuki et
al., 2007).

Outro fator que torna o robalo uma espécie promissora para o
cultivo, € a sua facil aceitacdo as dietas artificiais (racbes), ndo apresentam
grandes exigéncias quanto a qualidade da agua e se adaptam bem a
ambientes com pouco oxigénio (Godinho et al., 2000). Sado consideravelmente
resistentes as manipulacdes e variacbes de parametros fisico-quimicos da
agua, se comparados com outras espécies. Além disso, demonstram ser
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capazes de se desenvolver também em agua doce, com alta taxa de
sobrevivéncia (Amaral Junior et al., 2009).

Meza et al. (2006) observaram que nha criacdo em cativeiro, 0S
robalos aceleram seu crescimento a partir dos nove meses, sendo este
alcancado de forma diferente em agua doce e salgada: os robalos criados em
adgua doce, apresentam crescimento isométrico, enquanto os robalos criados
em diferentes salinidades, apresentam crescimento alométrico a medida em
gue se aumenta a salinidade.

De acordo com Tsuzuki et al. (2007), juvenis de robalo sdo menos
tolerantes a transferéncia abrupta de agua doce especialmente em animais em
jejum, indicando que um processo de aclimatagdo a salinidade antes da
liberacdo de peixes a agua doce € necessario. Porém, a tolerancia a essa
mudanca abrupta aumenta com o aumento da idade dos peixes.

Os robalos possuem células especializadas em suas branquias
eliminam o excesso de cloreto de sédio quando estdo no mar, enquanto na
agua doce, as células epiteliais captam mais sais e assim mantém a
homeostase da concentracdo de sal no corpo do animal, diminuindo a

sensibilidade as mudancas de salinidade (Corréa et al., 2010).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Aquisicdo dos animais e aclimatacao

Os juvenis de robalo peva, num total de 280 exemplares, com
comprimento médio de 7,45 £ 0,32 cm e peso médio de 7,16 + 0,62 g, foram
obtidos na maricultura Pandini, S8o Mateus-ES, e transportados para o
Laboratério de Ictiologia Aplicada — Universidade Vila Velha (UVV), Boa Vista,
Vila Velha-ES.

Ao chegarem ao laboratorio, foram colocados em um tanque de
aclimatacdo de capacidade total de 300L, contendo 250L de agua, esta,
previamente tratada e ajustada em salinidade 15. O ajuste da salinidade foi
feita a partir da agua do mar, previamente filtrada, juntamente com a agua doce
tratada, proveniente do sistema de abastecimento municipal e declorada. O
ajuste da salinidade foi realizado conforme proposto por Tsuzuki et al. (2007).

Apoés o periodo de aclimatacdo, que durou 15 dias, os peixes foram
redistribuidos aleatoriamente em 35 aquéarios estaticos de 30L, contendo 20L
de 4gua e 8 peixes por aquario, passando novamente por um periodo de
aclimatagdo mais 15 dias, antes do inicio da realizagdo dos testes.

Durante toda a realizacdo do experimento, foi monitorada a
qualidade da agua dos aquarios, medidos a cada dois dias, os parametros
fisico-quimicos da agua, totalizando seis analises (oxigénio dissolvido: 7,64 +
0,847 mg/L; temperatura: 26,78 + 1,38 °C; salinidade: 15,1 = 0,39;
condutividade: 23,63 + 1,66 mS/cm; pH: 6,48 £ 0,417).

Durante a aclimatagcédo, foi realizada a aspiracdo dos dejetos do
fundo com complementacédo da agua ao nivel normal a cada dois dias e troca
total da agua a cada cinco dias, enquanto durante a semana de realizacdo do
experimento, foi realizada apenas a aspiracdo dos dejetos do fundo com a
complementacdo de agua ao nivel normal a cada dois dias, ja que este durou

sete dias.

3.2. Delineamento Experimental

O experimento foi conduzido testando-se diferentes concentragdes

de triptofano incluidos na ragéo: 0, 5, 10, 15 e 20g de triptofano/Kg de racao),
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com o objetivo de atenuar os efeitos estressantes do transporte, que € uma
pratica comum, realizada em pisciculturas.

Cada tratamento teve 7 repeti¢cOes, destas, 5 foram utilizadas para o
transporte e 2 foram utilizadas para controle positivo, onde ndo passaram pelo
transporte. A racao utilizada para o experimento foi uma racdo extrusada com
45% de proteina, e o triptofano foi introduzido “on top” por meio de aspersao,
em uma mistura de triptofano, &gua e aglutinante comercial (bredol) e posterior
secagem em estufa ventilada a 40°C. A composicao basica e niveis de garantia

da racéo, estdo mostradas na Tabela 1.

Tabela 1: Composi¢cdo basica e niveis de garantia da racdo base ao qual foi
adicionado os seguintes tratamentos: 0= 0g de Triptofano/Kg de Racao; 5= 5g
de Triptofano/Kg de Racédo; 10= 10g de Triptofano/Kg de Racéo; 15= 159 de
Triptofano/Kg de Racéo e 20= 20g de Triptofano/Kg de Rac&o.

Composicao Bésica Niveis de Garantia/Kg Racéo
Oleo de peixe Proteina Bruta - 450g

Farina de Peixe Extrato Etéreo - 120g

Farina de Visceras Fibra Bruta - 30g

Farinha de Carne e Ossos Matéria Mineral - 120g
Proteina Concentrada de Soja Calcio - 20g

Farelo de Arroz Fosforo - 8g

Farelo de Soja Umidade - 100g

Gordura de Frango
Milho Integral Moido
Mananoligossacarideos

Premix mineral vitaminico

3.2.1. Experimento 1: excre¢ao

No primeiro experimento, o objetivo foi testar se as diferentes
concentracbes de triptofano causariam efeito na excrecdo de metabdlitos
nitrogenados (amonia e ureia), de acordo com os niveis incluidos na ragéo.

Nesta fase, todos os peixes foram deixados em jejum por 48hs, a fim

de que o trato intestinal fosse completamente esvaziado. Apds esse periodo,
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0os aquarios foram completamente limpos e foi realizada uma troca total da
agua.

A partir dai foi coletada uma amostra de agua para analises, e logo
apos, foi oferecido aos peixes racdes dos diferentes tratamentos, numa
guantidade equivalente a 0,5% da biomassa total de cada aquario. Coletas de
agua foram realizadas ap0s 6, 12 e 24h da ofertada da racdo aos peixes, para
se verificar o aumento da taxa de excrecdo dos mesmos nas diferentes
concentracbes de triptofano. Foram mensurados 0s niveis crescentes de
amonia e ureia ao longo das 24h, apos a oferta da racao.

A amonia da agua foi medida utilizando o método do endofofenol
(APHA, 1998), e medido em microplaca, no espectrofotbmetro Spectra Max
190 — Molecular Devices, no comprimento de onda de 640nm.

A ureia foi mensurada a partir de protocolo descrito em APHA (1998)
e realizada a leitura em cubetas de quartzo, em espectrofotdmetro da marca
Bioespectro SP- 220, em comprimento de onda de 525nm.

A taxa de excrecao foi calculada pela formula descrita por Altinok &
Grizzle, 2004:

Excrecao total = {[(NH; — NH; / Qiotal] / L}

Onde NH:- amostra calculada de amonia final; NH;- amonia inicial;

dividido pela média da biomassa do aquario e por ultimo dividido por 20, que foi

a quantidade de agua dentro de cada aquario (em L).

3.2.2. Experimento 2: animais transportados e nao transportados

No segundo experimento, foram ofertadas aos peixes as ragdes nas
diferentes concentracdes de triptofano, numa quantidade equivalente a 0,5%
da biomassa total de cada aquario durante sete dias, uma vez ao dia, tomando
cuidado para que os peixes comessem toda a racao disponibilizada no aquario.

Apés sete dias de alimentacdo, 25 aquarios do total de 35, foram
submetidos a um transporte simulado de 15h, em sacos plasticos de
capacidade total de 5L, contendo 2,5L de agua. Os sacos foram inflados com
oxigénio puro e lacrados. Todos os peixes de cada aquario foram transportados
em um Unico saco plastico, totalizando 8 peixes por saco. Posteriormente, 0s

peixes transportados foram levados ao laboratorio para serem sacrificados.
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Ao final do transporte, os sacos foram abertos e os parametro fisico-
quimicos da agua (oxigénio dissolvido, temperatura, condutividade, pH,
oxigénio saturado e salinidade) foram imediatamente medidos com um medidor
multiparametro YSI550. Foi também coletada uma amostra da agua para a
realizacdo de testes de amonia e nitrito, de acordo com APHA (1998).

Nos 10 aquérios restantes, os peixes ndo foram submetidos ao
transporte, sendo sacrificados diretamente dos aquérios, sem passarem por
situacdo estressante anterior para a realizacdo de um controle positivo em
relacdo aos peixes transportados, também em todos os tratamentos.

Os peixes foram sacrificados por meio de dose letal de anestésico
(Eugenol), pesados, medidos e submetidos a extracdo de sangue (puncao do
veio cudal), figado (extracdo) e branquias (extracdo) para a realizacdo de
analises de cortisol plasmatico, lactato plasmatico, glicose sanguinea,
glicogénio hepético e analises enzimaticas de GST (Glutationa S-Transferase)
e Catalase hepético e branquial.

O cortisol plasmatico (ug/dl) foi mensurado a partir de teste ELISA
por competicdo, para a determinacdo quantitativa do cortisol em plasma
sanguineo, para diagnéstico In Vitro, disponivel em forma de kit (Human), para
ensaio em microplaca, o CV intraensaio foi de 2,5%. Foi realizada a leitura em
um leitor de microplaca Spectra Max 190 — Molecular Devices .

O Lactato plasmatico foi determinado por método enzimatico
colorimétrico, disponivel na forma de kit (Katal), para diagndstico In Vitro, e a
leitura foi realizada em leitor de microplaca Spectra Max 190 — Molecular
Devices.

A Glicose sanguinea foi determinada a partir do sangue recém-
extraido, em aparelho medidor de glicose Accu Check®. O glicogénio hepético
foi determinado a partir do método proposto por Duboie et al. (1956), e a leitura
foi realizada em espectrofotbmetro da marca Bioespectro SP- 220, em
comprimento de onda de 480nm.

Para analises enzimaticas de GST (Glutationa S-Transferase) e
Catalase, o figado dos animais foram descongelados e homogeneizados com
tampéo fosfato (pH 7,0) e centrifugados (13.000g / RPS) por 30 min a 4°C, para
a retirada do sobrenadante. A atividade enzimética da GST foi determinada
pelo método descrito por Habig et al. (1974); Habig & Jakoby (1981), utilizando

tampéao fosfato (pH 7,0), 1 mM GSH e 1 mM de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
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(CDNB) como substrato. A atividade cinética da GST foi calculada a partir da
leitura da absorbancia em comprimento de onda de 340 nm, em
espectrofotometro Spectra Max 190 — Molecular Devices. A atividade absoluta
foi estimada usando o coeficiente de extingdo do CDNB.

A catalase foi estimada por meio da avaliacdo continua do
decréscimo da concentracdo do peroxido de hidrogénio (H202) (Aebi, 1984),
em 240 nm em um espectrofotometro BioSpectro.

A quantificacdo de proteinas totais nos extratos foi realizada de
acordo com método descrito por Lowry et al. (1951), que consiste na redugao
do reagente Folin-Ciocalteau, quando reage com proteinas, na presenca de

cobre, produzindo um composto com absorcdo maxima em 750 nm.

3.3. Andlises estatisticas

Para os dados que tiveram distribuicdo ndo paramétrica, foi
realizado uma Kruskall-Wallis ANOVA, seguido de teste Tukey (p<0,05), que
ocorreram nas analises de cortisol, lactato, GST hepética e catalase hapética
dos grupos submetidos ao transporte e na analise de catalase hepatica no
grupo nao transportado.

Para as analises de cortisol, lactato, glicose, glicogénio, GST
branquial, GST hepatica e catalase branquial dos grupos que ndo foram
submetidos ao transporte, bem como glicose, glicogénio, GST branquial e
catalase branquial dos grupos submetidos ao transporte que tiveram
distribuicdo normal, paramétrica, foram analisadas por uma ANOVA seguida do
teste de Tukey (p<0,05).

Amonia e ureia foram analisadas por uma ANOVA seguida do teste
de Tukey (p<0,05).

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o0s programas
Sigma Stat 3.5 e Sigma Plot 11.0.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Experimento 1: Excregao
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O balanco proteico-aminoacidico de uma racdo, € de suma
importancia para que o animal tenha um melhor aproveitamento da racao, e
consequentemente excrete menores quantidades de produtos nitrogenados. De
acordo com Wilson (1994), quando um aminoacido esta em niveis satisfatorios
na dieta, a maior parte dele sera utilizado para a sintese de proteinas, e uma
parte relativamente pequena sera oxidada. Ao mesmo passo que, quando um
aminoacido esta em excesso, uma maior parte sera oxidada, aumentando 0s
produtos nitrogenados na excrecdo dos peixes, 0 que pode acarretar num
desbalanco na qualidade da agua no qual o animal esta inserido (Pereira &
Mercante, 2005).

No presente trabalho, observou-se que, independente do tratamento
ao qual o peixe foi submetido (com a ingestdo maior ou menor de triptofano),
ndo houve diferencas significativas na taxa de excrecdo de produtos
nitrogenados presentes na agua (ureia e aménia) durante o mesmo intervalo de
tempo. Mas, como j& seria de se esperar, com 0 passar do tempo, os niveis de
amoOnia e ureia presentes na agua foram aumentando gradativamente.

Nos diferentes tempos, a taxa de excrecdo de ureia foi de
0,064+0,024 mg/L, 0,102+0,22 mg/L e 0,157+ 0,30 mg/L, nos tempos de 0 a
6h, 6 a 12h e 12 a 24h ap0s a alimentacao, respectivamente, para o tratamento
0, ao qual ndo houve a suplementacéo de triptofano na racdo. No tratamento 5,
onde foi suplementada a racdo com 5g de triptofano/kg de racdo, os niveis
ficaram em 0,082+0,029 mg/L, 0,106+0,035 mg/L e 0,181+0,016 mg/L nos
tempos de 0 a 6h, 6 a 12h e 12 a 24h, respectivamente. Para o tratamento que
foi adicionado 10g de triptofano/Kg de racdo, a médias foram de 0,050+0,043
mg/L, 0,135+£0,070 mg/L e 0,139+0,061mg/L, na mesma ordem crescente de
tempo. Nos tratamentos com a adicdo de 15 e 20g de triptofano/Kg de racgéo,
no tempo de 0 a 6h, as médias foram de 0,039+0,050 mg/L e 0,056+0,043
mg/L; no tempo de 6 a 12h, as médias foram de 0,107+0,052 mg/L e
0,090+0,017 mg/L e no tempo de 12 a 24h, médias em 0,214+0,183 mg/L e
0,140+0,059 mg/L, respectivamente. Estes resultados podem ser observados

na figura 1.
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Figura 1. Taxa de excrecdo de ureia dos peixes em pg/g/L presentes nos
aquarios dos seguintes tratamentos: 0= 0g de Triptofano/Kg de Rac¢éo; 5= 5¢g
de Triptofano/Kg de Racédo; 10= 10g de Triptofano/Kg de Racéo; 15= 159 de
Triptofano/Kg de Racgéo e 20= 20g de Triptofano/Kg de Racdo. Os dados foram
analisados por uma ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).

Considerando a taxa de excrecdo durante o periodo de 24hs,
resultados diferentes foram relatados em trabalhos realizados por Ismifio-Orbe
et al (2003) avaliando as taxas de excrecao em juvenis de tambaqui (Clossoma
macropomum), quando submetidos ao estresse por variagao da temperatura da
agua e adensamento dos peixes. Os niveis de ureia, tiveram uma média de
0,0032mg/L. No presente trabalho, os peixes ndo foram submetidos ao
estresse, porém, de uma forma geral, excretaram mais. I1sso se deve ao fato de
que, peixes carnivoros, como € o caso do robalo, excretarem mais, por terem
uma dieta mais rica em nitrogénio, diferentemente do tambaqui, que € uma
espécie onivora (Gerin-Ancey, 1976; Porter et al, 1987).

As taxas de excrecdo de amobnia, como ja relatado, seguram o0s
mesmos padrbes das taxas de ureia: ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos, porém, com o passar do tempo as taxas foram subindo
gradativamente. Nos periodos de 0-6h e 6-12h, as taxas de excrecdo de
amonia foram de 0,047+0,024 mg/L e 0,105+£0,051 mg/L, para o tratamento O,
sem a adicao de triptofano; 0,022+0,011 mg/L e 0,050+0,022 mg/L, para o
tratamento 5; 0,035+0,024 mg/L e 0,074+0,058 mg/L, para o tratamento 10;
0,028+0,019 mg/L e 0,054+0,038 mg/L, para o tratamento 15 e 0,019+0,016
mg/L e 0,061+£0,072 mg/L para o tratamento 20, respectivamente. No tempo de
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12-24hs, nos tratamentos 0,5,10,15 e 20, as médias foram de 0,192+0,154
mg/L; 0,092+0,063 mg/L; 0,190+0,182 mg/L; 0,248+0,244 mg/L e 0,095+0,063
mg/L, respectivamente. Estes resultados podem ser observados na figura 2.

Amonia ™ 0-6H
0,50 - 6-12H

W 12-24H

Excrecdo de Amonia(ug/g/L)

0 5 10 15 20
Triptofano (g/Kg Ragéo)

Figura 2: Taxa de excrecdo de amdnia dos peixes em pg/g/L presentes nos
aquarios dos seguintes tratamentos: 0= 0g de Triptofano/Kg de Rac¢éo; 5= 5¢g
de Triptofano/Kg de Racdo; 10= 10g de Triptofano/Kg de Racédo; 15= 159 de
Triptofano/Kg de Racgéo e 20= 20g de Triptofano/Kg de Racdo. Os dados foram
analisados por uma ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).

O padrao crescente de excrecdo de amonia e ureia encontrado no
presente trabalho foi diferente do encontrado por Ismifio-Orbe et al (2003), em
experimentos com tambaqui previamente submetidos a estresse de variacéo
de temperatura da agua e massa de peixe, onde as taxas de excrecdo de
amoOnia apresentaram picos ao longo do dia, ndo obedecendo um padrao

crescente.

4.2. Experimento 2: Animais transportados e néo-transportados

Os parametros de qualidade da &agua ap6s o transporte foram:
oxigénio dissolvido: 11,48 + 3,22 mg/L; temperatura: 25,46 + 1,28 °C;
salinidade: 15,1 £ 0,58; condutividade: 25,02 + 0,74 mS/cm; pH: 6,14 + 0,08.

4.2.1. Cortisol e Lactato plasmatico
O cortisol plasmatico é considerado resposta primaria de estresse,

uma vez que, a submissdo a uma situagao estressante, resulta em um rapido
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aumento dos niveis, interferindo diretamente no balanco hidromineral e
metabolismo energético (Oba, et al. 2009).

Os niveis de cortisol plasmatico dos peixes que ndo foram
transportados tiveram uma média de 156,87 + 92,07 ug/dl. Os diferentes
tratamentos tiveram uma distribuicAo normal paramétrica e nao houve
diferenca significativa entre os dados obtidos dos diferentes tratamentos com e
sem a adicao de triptofano (figura 3).
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Figura 3: Niveis de cortisol plasméatico em pg/dl em Centropomus parallelus, no
grupo nédo submetido ao transporte, para os seguintes tratamentos: 0= Og de
Triptofano/Kg de Racado; 5= 5g de Triptofano/Kg de Racdo; 10= 10g de
Triptofano/Kg de Racédo; 15= 15g de Triptofano/Kg de Racdo e 20= 20g de
Triptofano/Kg de Racdo. Letras iguais demonstram que ndo houve diferenca
estatistica entre os tratamentos. Os dados foram analisados por uma ANOVA e
teste de Tukey (p<0,05).

Para os peixes transportados, a distribuicdo foi ndo paramétrica,
sem diferenca estatistica entre os tratamentos e os resultados expressos em
mediana: para os tratamentos 0, 5, 10, 15 e 20, respectivamente os valores
41,84ug/dl; 38,54ug/dl; 45,06ug/dl; 58,52ug/dl e 44,28ug/dl. Esses dados
também nd&o demonstraram diferencas significativas entre si, mesmo com 0
tratamento no qual n&o foi adicionado triptofano na ragéo, conforme mostrado

na figura 4.
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Figura 4: Niveis de cortisol plasméatico em pg/dl em Centropomus parallelus, no
grupo submetido ao transporte, expostos aos seguintes tratamentos: 0= Og de
Triptofano/Kg de Racdo; 5= 5g de Triptofano/Kg de Racg&o; 10= 10g de
Triptofano/Kg de Racédo; 15= 15¢g de Triptofano/Kg de Racdo e 20= 20g de
Triptofano/Kg de Racdo. Os dados estdo expressos em mediana com
interquartil maximo de 75% e minimo de 25%. Letras iguais indicam que ndo
houve diferenca estatistica entre os tratamentos. Os dados foram analisados
por uma kruskal-wallis ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).

Trabalhos realizados por Inoue et al. (2005) com o matrinxa (Brycon
cephalus) demostraram que, ao serem submetidos a uma situacéo de estresse,
com uso de mitigadores (anestésicos), 0s niveis de cortisol plasméatico
aumentaram em relacao ao controle.

Em estudos promovidos por Hoseini et al. (2012), a suplementacéo
de triptofano na dieta de carpa comum (Cyprinus carpio), quando esta foi
exposta a niveis téxicos de cobre, mostrou que os niveis de cortisol se
elevaram logo no inicio da exposicdo ao metal, porém, apds 72h, os niveis
baixaram e foram significativamente mais baixos em relagao ao grupo controle.

Herrero et al. (2007), ao testaram a suplementacéo de triptofano nas
ragcbes de Dicentrarchus labrax, demonstrando as repostas dos niveis de
absorcado apos 15, 180 e 480 min apos a ingestdo, mostraram que, nas dietas

suplementadas, os niveis de cortisol plasmatico ficaram em niveis menores
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(P<0,05) do que o grupo controle, mesmo 480min apds a ingestao, porém, ndo
houve diferencas significativas nos demais tratamentos com triptofano.

Winberg et al, (2001) e Lepage et al. (2002), testando a
suplementacdo de triptofano na alimentacdo de tuta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss), com a intencao de suprimir o comportamento agressivo dos animais,
mostraram que, os niveis de cortisol plasmético ndo apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos com triptofano, porém, em analises
cerebrais, pode-se concluir que o triptofano agiu de forma a atenuar o
comportamento agressivo dos peixes. O mesmo resultado para cortisol foi
encontrado por Wolkers et al. (2012) em juvenis de matrinxd, submetidos ao
estresse em contato com um peixe invasor.

O aumento do lactato geralmente ocorre quando o oxigénio ndo esta
disponivel para o metabolismo celular aerébico (lversen et al. 2003) e
geralmente ocorre apos eventos estressantes que envolvem atividade muscular
elevada, como natacao e/ou exercicio de grande gasto energético (Barton et al.
2002).

Os niveis de lactato plasméatico do grupo que nao foi transportado
tiveram distribuicdo normal paramétrica, e houve diferenca significativa para o
tratamento 0 (3,37+1,15 mg/dL), que demonstrou niveis maiores de triptofano
em relacdo ao tratamento 20 (1,34+0,61 mg/dL) (figura 5).
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Figura 5: Niveis de Lactato plasmatico em mg/dL em Centropomus parallelus,
no grupo nao submetido ao transporte, para os seguintes tratamentos: 0= Og
de Triptofano/Kg de Racédo; 5= 5g de Triptofano/Kg de Racédo; 10= 10g de
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Triptofano/Kg de Racéo; 15= 15g de Triptofano/Kg de Racdo e 20= 20g de
Triptofano/Kg de Racado. Letras diferentes demonstram diferenca estatistica
entre os tratamentos. Os dados foram analisados por uma ANOVA e teste de
Tukey (p<0,05).

O grupo transportado assim como no cortisol, para o lactato também
houve distribuicdo ndo paramétrica, sem diferenca estatistica. Os resultados,
expressos em mediana, foram o0s seguintes: 2,41mg/dL; 2,88mg/dL;
5,38mg/dL; 1,93mg/dL e 2,49mg/dL; para os tratamentos 0, 5, 10, 15, e 20
respectivamente. (figura 6).
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Figura 6: Niveis de Lactato plasmatico em mg/dL em Centropomus parallelus,
no grupo submetido ao transporte, expostos aos seguintes tratamentos: 0= Og
de Triptofano/Kg de Racédo; 5= 5g de Triptofano/Kg de Racédo; 10= 10g de
Triptofano/Kg de Racédo; 15= 15g de Triptofano/Kg de Racdo e 20= 20g de
Triptofano/Kg de Racdo. Os dados estdo expressos em mediana com
interquartil maximo de 75% e minimo de 25%. Letras iguais indicam que nao
houve diferenca estatistica entre os tratamentos. Os dados foram analisados
por uma kruskal-wallis ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).

Trabalhos realizados por Inoue et al. (2005), no transporte de
matrinxd, observaram que 0s niveis plasmaticos de lactato de peixes
transportados com mitigadores de estresse (anestésico), foram
significativamente menores do que o grupo controle, porém, Brandao et al.

(2008) trabalhando com o transporte de juvenis de pirarucu, com 0 uso de sal
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como mitigador, os niveis de lactato ndo apresentaram diferencas significativas
dentre os tratamentos comparativamente com o controle.

Laranja-Jr et al. (2010) observaram que os niveis de triptofano que
melhor mitigaram o estresse em Scylla serrata (carangueijo), em experimentos
com estresse, foram as concentracdes de 0,75% e 1,0% de triptofano incluidos
na ragéo, a partir de 15 dias de alimentagao, onde a intensidade e a frequéncia

de atos agressivos tiveram reducéo significativa.

4.2.2. Glicose sanguinea e Glicogénio hepatico

Os niveis médios de glicose e glicogénio apresentaram distribuicao
normal, paramétrica, sem diferenca estatistica entre os tratamentos. Para a
glicose, os diferentes tratamentos Triptofano, dentre os animais que nao foram
submetidos ao transporte, foram obtidas as médias entre 212,25+93,43 mg/dL
e 68+24,50 mg/dL (figura 7), enquanto para 0s animais submetidos ao
transporte, as médias ficaram entre 136,9+83,38 mg/dL e 103,55+61,14 mg/dL
(figura 8).
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Figura 7: Niveis de Glicose sanguinea em mg/dL em Centropomus parallelus,
no grupo nao submetido ao transporte, para 0s seguintes tratamentos: 0= Og
de Triptofano/Kg de Racédo; 5= 5g de Triptofano/Kg de Racédo; 10= 10g de
Triptofano/Kg de Racédo; 15= 15g de Triptofano/Kg de Racao e 20= 20g de
Triptofano/Kg de Racéo. Letras iguais demonstram que ndo houve diferenca
estatistica entre os tratamentos. Os dados foram analisados por uma ANOVA e
teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 8: Niveis de Glicose sanguinea em mg/dL em Centropomus parallelus,
no grupo submetido ao transporte, para os seguintes tratamentos: 0= Og de
Triptofano/Kg de Racdo; 5= 5g de Triptofano/Kg de Racéo; 10= 10g de
Triptofano/Kg de Racédo; 15= 15g de Triptofano/Kg de Racdo e 20= 20g de
Triptofano/Kg de Racdo. Letras iguais demonstram que ndo houve diferenca
estatistica entre os tratamentos. Os dados foram analisados por uma ANOVA e
teste de Tukey (p<0,05).

Os valores de glicogénio tiveram uma média de 263,97+57,91 umol
glicose/g tecido, para os animais que ndo foram submetidos ao transporte
(figura 9) e de 340,26+£152,79 pmol glicose/g tecido nos animais que foram

submetidos ao transporte (figura 10).
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Figura 9: Niveis de Glicogenio hepatico em pmol glicose/g tecido em
Centropomus parallelus, no grupo nado submetido ao transporte, para 0s
seguintes tratamentos: 0= 0g de Triptofano/Kg de Ragédo; 5= 5g de
Triptofano/Kg de Racdo; 10= 10g de Triptofano/Kg de Racdo; 15= 15¢g de
Triptofano/Kg de Ragéo e 20= 20g de Triptofano/Kg de Racédo. Letras iguais
demonstram que ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos. Os
dados foram analisados por uma ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 10: Niveis de Glicogenio hepatico em pmol glicose/g tecido em
Centropomus parallelus, no grupo submetido ao transporte, para os seguintes
tratamentos: 0= Og de Triptofano/Kg de Racdo; 5= 5g de Triptofano/Kg de
Racado; 10= 10g de Triptofano/Kg de Racdo; 15= 15g de Triptofano/Kg de
Racao e 20= 20g de Triptofano/Kg de Racdo. Letras iguais demonstram que
ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos. Os dados foram
analisados por uma ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).

Wolkers et al. (2012) utilizando ragao suplementada com diferentes
niveis de triptofano, também demonstraram que ndo houveram diferencas
significativas nem para glicose, nem para glicogenio, em trabalho com juvenis
de matrinxd submetidos a estresse ocasionado pela invasdo de um outro peixe
no aquario.

Gomes et al. (2003b), observaram que no transporte com o uso de
sal como mitigador de estresse, houve uma diferenca significativa nas taxas de
glicose sanguinea logo apés o transporte (comparativamente com o tratamento
controle), para juvenis de tambaqui.

No transporte de matrinxd, utilizando-se Oleo de cravo como
mitigador de estresse, Inoue et al. (2005), observaram que ndo houve diferenca
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significativa entre os niveis de glicose dos peixes nao-estressados (néo
transportados) com agueles submetidos ao transporte, a0 mesmo passo que,
nas analises de glicogenio, ndo houveram diferencas significativas entre os

peixes transportados com ou sem o uso do mitigador de estresse.

4.2.3. Enzimas GST e Catalase

A GST (Glutationa S-Transferase) representa uma importante familia
de enzimas, primariamente citosélicas, que catalisam a conjugacao de varios
compostos com o tripeptideo glutationa, além de desempenharem papeis
adicionais no processo de detoxificacdo. O figado é a principal fonte de GST
em peixes, onde essa enzima corresponde a uma grande fracdo das proteinas
hepéticas soluveis, porém, a atividade da GST ja foi descrita em tecidos extra-
hepéticos de peixes, entretanto, a atividade nesses tecidos geralmente é menor
do que no figado (Garcia & Martinez, 2012).

Na literatura, existem relatos tanto de atividade aumentada da GST,
que pode estar associado ao processo adaptativo do organismo a uma
variedade de compostos organicos no ambiente (Gallacher et al., 2001), quanto
de reducdo da GST em peixes de lugares poluidos ( Van Der Oost et al., 2003),
demonstrando os diferentes resultados de GST devem ser analisados de forma
cuidadosa, e sempre comparados a outros.

A catalase esta presente em todos os tecidos dos vertebrados, com
atividade relativamente alta nos eritrécitos e no figado, porém, a atividade
cataldsica no cérebro € relativamente baixa. Essa enzima, também esta
relacionada com o habito alimentar dos peixes, onde, geralmente sua atividade
tende a ser menor nos herbivoros do que nos onivoros e carnivoros (Lackner,
1998)

As enzimas GST e Catalase, foram mensuradas em dois 6rgaos dos
peixes: figado e branquias. Para a GST branquial, os dados tiveram
distribuicdo normal, paramétrica e ndo houve diferenga significativa entre os
tratamentos nem no grupo transportado, nem no grupo que nao foi submetido
ao transporte. No grupo que nao foi submetido ao transporte, as médias
tiveram valores entre 132,36+0,07 nmol/min/mg de proteina e 58,65+20,19

nmol/min/mg de proteina (figura 11). No grupo transportado, as medias ficaram
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69,67+49,86 pg/min/mg de proteina e 52,20+31,21 pg/min/mg de proteina
(figura 12).
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Figura 11: Atividade da enzima GST no tecido branquial em Centropomus
parallelus, no grupo ndo submetido ao transporte, expostos aos seguintes
tratamentos: 0= Og de Triptofano/Kg de Rac¢do; 5= 5g de Triptofano/Kg de
Racado; 10= 10g de Triptofano/Kg de Racdo; 15= 15g de Triptofano/Kg de
Racao e 20= 20g de Triptofano/Kg de Racdo. Letras iguais indicam que nao
houve diferencga estatistica entre os tratamentos. Os dados foram analisados
por uma ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 12: Atividade da enzima GST no tecido branquial em Centropomus

parallelus, no grupo submetido ao transporte, expostos aos seguintes

tratamentos: 0= Og de Triptofano/Kg de Ragéo; 5= 5g de Triptofano/Kg de
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Racado; 10= 10g de Triptofano/Kg de Racado; 15= 15g de Triptofano/Kg de
Racao e 20= 20g de Triptofano/Kg de Racao. Letras iguais indicam que nao
houve diferencga estatistica entre os tratamentos. Os dados foram analisados
por uma ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).

Na GST hepatica, no grupo ndo transportado observou-se
distribuicdo normal paramétrica, sem diferencga estatistica entre os tratamentos,
com os valores médios entre 441,42+118,34 nmol/min/mg de proteina e
252,07+£114,92 nmol/min/mg de proteina; (figura 13). Ja para 0 grupo
transportado, houve uma distribuicAo ndo paramétrica, sem diferenca
estatistica dentre os tratamentos, sendo assim, valores expressos com
mediana, para os tratamentos 0= 81,966 nmol/min/mg de proteina; 5= 94,65
nmol/min/mg de proteina; 10= 131,44 nmol/min/mg de proteina; 15= 124,58

nmol/min/mg de proteina e 20= 148,2 nmol/min/mg de proteina (figura 14).
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Figura 13: Atividade da enzima GST no tecido hepatico em Centropomus
parallelus, no grupo ndo submetido ao transporte, expostos aos seguintes
tratamentos: 0= Og de Triptofano/Kg de Racgdo; 5= 5g de Triptofano/Kg de
Racado; 10= 10g de Triptofano/Kg de Racado; 15= 15g de Triptofano/Kg de
Racao e 20= 20g de Triptofano/Kg de Racdo. Letras iguais indicam que nao
houve diferenca estatistica entre os tratamentos. Os dados foram analisados
por uma ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 14: Atividade da enzima GST no tecido hepatico em Centropomus
parallelus, no grupo submetido ao transporte, expostos aos seguintes
tratamentos: 0= Og de Triptofano/Kg de Racgéo; 5= 5g de Triptofano/Kg de
Racado; 10= 10g de Triptofano/Kg de Racado; 15= 15g de Triptofano/Kg de
Racao e 20= 20g de Triptofano/Kg de Racgédo. Os dados estdo expressos em
mediana com interquartii maximo de 75% e minimo de 25%. Letras iguais
indicam que ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos. Os dados
foram analisados por uma kruskal-wallis ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).

Na Catalase branquial, os dados tiveram distribuicdo normal,
paramétrica e sem diferenca estatistica dentre os tratamentos, para 0s
transportados e nao transportados. As meédias seguidas de desvio padréo
ficaram entre 8,87+4,69 pymol/min/mg de proteina e 4,13+2,58 ymol/min/mg de
proteina para o grupo nao transportado (figura 15) e entre 7,30%4,22
umol/min/mg de proteina e 6,01+5,07 ymol/min/mg de proteina para o grupo

transportado (figura 16).
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Figura 15: Atividade da enzima Catalase no tecido branquial em Centropomus
parallelus, no grupo ndo submetido ao transporte, expostos aos seguintes
tratamentos: 0= Og de Triptofano/Kg de Racéo; 5= 5g de Triptofano/Kg de
Racado; 10= 10g de Triptofano/Kg de Racédo; 15= 15g de Triptofano/Kg de
Racao e 20= 20g de Triptofano/Kg de Racao. Letras iguais indicam que nao
houve diferencga estatistica entre os tratamentos. Os dados foram analisados
por uma ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 16: Atividade da enzima Catalase no tecido branquial em Centropomus
parallelus, no grupo submetido ao transporte, expostos aos seguintes
tratamentos: 0= Og de Triptofano/Kg de Ragéo; 5= 5g de Triptofano/Kg de
Racao; 10= 10g de Triptofano/Kg de Racdo; 15= 15g de Triptofano/Kg de
Racgdo e 20= 20g de Triptofano/Kg de Racdo. Letras iguais indicam que nao
houve diferenca estatistica entre os tratamentos. Os dados foram analisados
por uma ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).
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Para a Catalase hepatica, tanto o grupo transportado quanto o grupo
ndo transportado tiveram distribuicdo ndo paramétrica, porém, no grupo nao
transportado, pode-se observar uma diferenca significativa de reducdo da
atividade da enzima, nos tratamentos 15 e 20. As medianas tiveram valores de
14,54 pmol/min/mg de proteina; 10,37 pmol/min/mg de proteina; 11,47
umol/min/mg de proteina; 5,57 ymol/min/mg de proteina e 2,12 ymol/min/mg de
proteina (figura 17).

No grupo transportado, ndo houve diferenga significativa dentre os
tratamentos e as medianas foram de 1,81 ymol/min/mg de proteina; 3,28
umol/min/mg de proteina; 2,33 umol/min/mg de proteina; 3,13 ymol/min/mg de
proteina e 1,77 umol/min/mg de proteina; para os tratamentos 0, 5, 10, 15 e 20

respectivamente (figura 18).
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Figura 17: Atividade da enzima Catalase no tecido hepatico em Centropomus
parallelus, no grupo nédo submetido ao transporte, expostos aos seguintes
tratamentos: 0= Og de Triptofano/Kg de Racgao; 5= 5g de Triptofano/Kg de
Racado; 10= 10g de Triptofano/Kg de Racado; 15= 15g de Triptofano/Kg de
Racao e 20= 20g de Triptofano/Kg de Ragédo. Os dados estdo expressos em
mediana com interquartil maximo de 75% e minimo de 25%. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica entre os tratamentos. Os dados foram analisados
por uma kruskal-wallis ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 18: Atividade da enzima Catalase no tecido hepéatico em Centropomus
parallelus, no grupo submetido ao transporte, expostos aos seguintes
tratamentos: 0= Og de Triptofano/Kg de Racdo; 5= 5g de Triptofano/Kg de
Racgéo; 10= 10g de Triptofano/Kg de Racgédo; 15= 15g de Triptofano/Kg de
Racao e 20= 20g de Triptofano/Kg de Racédo. Os dados estdo expressos em
mediana com interquartii méaximo de 75% e minimo de 25%. Letras iguais
indicam que ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos. Os dados
foram analisados por uma kruskal-wallis ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).

Pereira-da-Silva et al. (2012), realizando trabalhos com tilapias
submetidas ao estresse de confinamento, observaram uma reducdo da
atividade enzimatica da enzima catalase, tanto na musculatura branca, quanto
na musculatura vermelha dos peixes, enquanto para 0S peixes nao
estressados, a atividade manteve-se a niveis basais. Essa caracteristica foi
inversa ao apresentado no presente trabalho pois, a atividade enzimatica
hepéatica dos peixes ndo transportados (ndo submetidos ao estresse),
mostraram niveis decrescentes com o aumento da quantidade de triptofano. As
concentracbes de 15 e 20g/Kg de racdo demonstraram reducao significativa
em relagdo aos demais tratamentos de niveis menores de introducdo de
triptofano.

De acordo com estudos realizados por Almeida et al. (2009), em

testes de agressividade com tilapias do nilo, observou-se que, peixes expostos
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a cadmio reduziram significativamente a atividade da enzima catalase em
tecido hepatico (em relacdo ao controle, ndo contaminado), reduzindo também
a agressividade dos peixes testados.

Carvalho-Neta & Abreu-Silva (2010), relataram em trabalhos com
Sciades herzbergii, expostos a um estresse oxidativo, que houve um aumento
significativo tanto na enzima Catalase, quanto na GST, em relacdo a
organismos controle, ndo submetidos ao estresse. No presente trabalho, a
enzima catalase no tecido hepatico demonstrou um padrao inverso, enquanto a
enzima GST, ndo apresentou diferencas significativas em nenhum dos tecidos
testados, nem nos organismos transportados ou n&o transportados nos
diferentes tratamentos.

Trabalhos realizados por Garcia & Martinez (2012), expondo peixes
da espécie Prochilodus lineatus a Microcystis aeruginosa, que correspondem a
metabalitos toxicos produzidos por cianobactérias que provocam alteracdes no
ambiente natural, revelaram que a atividade da enzima GST nas branquias néo
apresentaram  diferencas  significativas em relacdo ao controle,
independentemente do tempo de exposi¢cado (assim como no presente estudo),
porém, demonstraram aumento significativo no tecido hepético em relacdo ao

seu respectivo controle.
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5. CONCLUSOES

A concentracdo de triptofano adicionada a racdo ndo influencia na excrecao de
produtos nitrogenados.

O uso do triptofano nas concentracdes testadas ndo apresentou um efeito

redutor de estresse em robalo peva durante o transporte.
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