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Resumo

O comportamento animal é fundamental na viabilidade de um empreendimento
aquicola, considerando que, comportamentos agonisticos podem acarretar em mortalidades
elevadas na aquicultura ornamental. Pensando nisso, este trabalho objetivou avaliar o
comportamento agonistico de alevinos de Heros severus, suplementados com L-triptofano e
Enterococcus faecium (probidtico autdctone). O experimento foi realizado com tratamentos
C+ (controle positivo, com ragdo suplementada com meio de cultura MRS Broth), C-
(controle negativo, com racdo suplementada com meio de diluicdo do triptofano), T1
(tratamento com suplementacio de E. faecium a 10® UFC.g?), T2 (tratamento com
suplementacdo de L-triptofano a 2,5%) e T3 (tratamento com suplementacdo de E. faecium e
L-triptofano). Os peixes foram distribuidos em 10 aquarios com divisorias centrais de isopor,
realizados com quatro repeticdes, cada repeticdo com 5 individuos. Realizou-se gravacdes de
video com duragdo de 15 minutos, durante as manhds, avaliando comportamento agonisticos
dos peixes (batida de cauda/corpo, segurar com a boca, mordida, caca, aproximacao,
submisséo e fuga). Os dados foram submetidos ao teste de normalidade e posteriormente
processados em PERMANOVA, distribuidos e nMDS, com as médias dos 30 dias e
semanalmente. O grau de dissimilaridade obtido pela PERMANOVA foi estatisticamente
significativo (p=9,9x10°). A distribuicdo nMDS ao longo do periodo experimental evidenciou
pequena similaridade entre os padrdes comportamentais dos tratamentos avaliados, diferindo
entre 0s grupos controle (C+ e C-) e os tratamentos T1, T2 e T3, apresentando menos
comportamentos agonisticos e mais comportamentos agonisticos, respectivamente. Avaliando
os dados em relacdo ao tempo (semanal) podemos ver a similaridade dos padrbes de
comportamentos agonisticos se mantendo, ao longo das semanas, contudo hd uma
significativa mudanga nos vetores explicitando uma dréastica mudanca de correlacdo dos
padrdes individuais de comportamento. A suplementacdo de E. faecium e L-triptofano nas
concentracBes de 1x10® e 2,5%, respectivamente, aumentaram a presenca de comportamentos

agonisticos durante o periodo experimental.

Palavras-Chave: Comportamento animal, alimentag&o, suplementacdo, psicobiotico.



Abstract

Animal behavior is fundamental to the viability of an aquaculture enterprise,
considering that agonistic behaviors can lead to high mortalities in ornamental aquaculture.
With this in mind, this work aimed to evaluate the agonistic behavior of Heros severus fry,
supplemented with L-tryptophan and Enterococcus faecium (autochthonous probiotic). The
experiment was carried out with treatments C+ (positive control, with feed supplemented
with MRS Broth culture medium), C- (negative control, with feed supplemented with
tryptophan dilution medium), T1 (treatment with E. faecium supplementation at 108 UFC.g™%),
T2 (treatment with 2.5% L-tryptophan supplementation) and T3 (treatment with E. faecium
and L-tryptophan supplementation). The fish were distributed in 10 aquariums with central
Styrofoam dividers, carried out with four replications, each repetition with 5 individuals.
Video recordings lasting 15 minutes were made during the mornings, evaluating the agonistic
behavior of the fish (tail/body beating, holding with the mouth, biting, hunting, approaching,
submissiveness and escape). The data were subjected to the normality test and subsequently
processed in PERMANOVA, distributed and nMDS, with the 30-day and weekly averages.
The degree of similarity obtained by the nMDS distribution throughout the experimental
period showed a small similarity between the behavioral patterns of the evaluated treatments,
differing between the control groups (C+ and C-) and the T1, T2 and T3 treatments,
presenting less agonistic behaviors and more agonistic behaviors, respectively. Evaluating
the data in relation to time (weekly) we can see the similarity of the agonistic behavior
patterns remaining over the weeks, however there is a significant change in the vectors,
explaining a drastic change in the correlation of individual behavior patterns.
Supplementation of E. faecium and L-tryptophan at concentrations of 1x108 and 2.5%,
respectively, decreased the presence of agonistic behaviors during the experimental period.

Keywords: Animal behavior, food management, additive, psychobiotic.
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1. INTRODUCAO

O comeércio de peixes ornamentais dulcicola no Brasil é oriundo principalmente
do extrativismo da Bacia Amazo6nica. No entanto, os exemplares vindos da piscicultura
ornamental costumam ofertar animais com valor muito mais atrativo, visto que as
espécies ja estejam aclimatadas ao ambiente artificial, quando comparada com estoques
selvagens (ANJOS et al., 2009; ABE et al., 2016). Na area da piscicultura ornamental, o
acarad severo (Heros severus (Heckel, 1840)) manifesta potencial para o mercado de
aquariofilia, destacando-se pelo potencial para 0 mercado de ornamental por possuirem
Otima adaptacdo ao ambiente artificial, rusticidade no manejo, féacil reproducdo no
aquério, além do deslumbre de sua coloragdo amarelo brilhante (ALISHAHI et al.,
2014; CAMPELO et al., 2019; CARVALHO DE OLIVEIRA et al., 2020).

Os peixes da familia Cichlidae sd@o exemplos quando se deseja avaliar o
comportamento agonistico em virtude de manifestarem esse comportamento por
questdes territoriais, hierarquica de dominancia, acasalamento, como também para
obtencdo de alimento quando este € limitante (SCAIA et al., 2018). Os peixes da
espécie H. severus exibem essas caracteristicas pois sdo ciclideos territorialistas
resultando em comportamento agonistico, principalmente no periodo de reproducédo
(CAMPELDO et al., 2019). Os ciclideos sdo excelentes modelos bioldgicos para estudos
devido exibirem caracteristicas importantes para estudos comportamentais agonisticos
(AGUIAR & GIAQUINTO, 2018).

Estudos recentes de andlise comportamental de ciclideos mostram resultados
promissores em reducdo de comportamento agonistico com uso do aminoacido L-
triptofano (VIEIRA et al., 2021). O L-triptofano (L-TRP) é um aminoéacido essencial e
por ndo haver a sua biossintetizacdo, a sua disponibilidade torna-se um fator limitante,
sendo necessario 0s organismos obterem esse aminoacido atraves de racdo
suplementada (LIMA et al., 2018). Estudos demonstram que o L-TRP esta
demonstrando resultados promissores, sendo destinado para controlar a agressividade
por meio da suplementacdo dietética, pelo fato do triptofano ser precursor para a
producdo do neurotransmissor serotonina (WOLKERS et al., 2012).

A serotonina esta sendo relacionada com o aumento da atividade serotoninérgica
cerebral, tendo potencial para favorecer a redugdo do estresse e comportamento
agonistico em peixes (HSEU et al., 2003; FRIEDMAN, 2018). A serotonina, 5-

Hidroxitriptamina (5-HT), € gerada a partir do aminoacido triptofano, integrante das
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monoaminas, € neurotransmissor e atua no sistema nervoso central (SNC) dos animais.
E assim a 5-HT atua na liberacdo de horménios que contribuem em processos
comportamentais e emocionais, como ansiedade, controle da agressividade, estresse e
consumo de alimentos (VIEIRA, 2013). A atuacdo eficiente do sistema serotonérgico
neural possui relacdo com a diminuigdo da agressividade (AUDERO et al. 2013).

Alguns géneros de bactérias possuem a capacidade de biossintese de substancias
como enzima digestivas (ARANI et al., 2019), acidos graxos, vitaminas, aminoacidos
(MARTINEZ CRUZ et al., 2012) e neurotransmissores (WALL et al., 2016; DICKS,
2022), causando impactos positivos no sistema imune (TACHIBANA et al., 2020),
desempenho zootécnico (DE COSTA et al., 2019) e até comportamento animal
(EVRENSEL et al., 2019). As bactérias probidticas que produzem substancias que
alteram o comportamento sdo chamadas de psicobioticos (EVRENSEL et al., 2019,
DEL TORO-BARBOSA et al., 2020).

Psicobidtico ¢ a denominagdo para probidticos que agem tanto no trato
gastrointestinal quanto no sistema nervoso central, afetando fungbes comportamentais,
além de intervir na producdo de compostos como &cido gama amino-butirico (GABA),
serotonina, como também no fator neurotréfico derivado do cérebro (CHENG et al.,
2019). O GABA ¢ classificado como aminoacido ndo proteico, sendo identificado em

plantas quanto em animais (LUGLI G et al., 2020).

O GABA age em funcdes fisioldgicas e psicoldgicas, presente no cérebro e atua
como neurotransmissor inibitério, controlando a agressividade e func¢des cognitivas. O
estudo realizado por Sakkaa et al., (2022) comprova que a bactéria probidtica
Enterococcus faecium pode ser denominada como psicobidtico para organismos
aquaticos devido sua eficiéncia na producdo de GABA. Sabna et al., (2021) confirma

que as bactérias acido laticas tém potencial para fabricar GABA.

1.1. REFERENCIAL TEORICO

1.1.1. Aquicultura ornamental

O interesse humano por peixes se divide exclusivamente em: alimentacdo, pesca
esportiva e ornamentacdo (CARDOSO et al., 2021). A aquicultura ornamental
compreende na criacdo de organismos aquaticos para fins contemplativos, sendo uma
hobby mundialmente popular (ANDREWS, 1990; IBAMA, 2008; BIONDO & BURKI,
2020).
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A industria de peixe ornamental foi avaliada em, aproximadamente, 15 bilhdes
de ddlares (FAO, 2022). Abrangendo todos os continentes, sendo os principais a Asia,
Europa e América do Norte (PRANG, 2008; BIONDO & BURKI, 2020). Os principais
paises importadores sdo os Estados Unidos, Reino Unido e Alemanha, enquanto 0s
principais exportadores sdo Singapura, Espanha e Japdo (CARDOSO et al., 2021).

O Brasil é o décimo terceiro maior exportador mundial (CARDOSO et al.,
2021), os peixes ornamentais amazonicos desempenham papel importante nas
exportacbes nacionais (TRIBUZY-NETO et al., 2020), neste cenario o Brasil é
conhecido como um dos principais exportadores de peixes com formatos variados e
cores diversificadas, principalmente obtidos pelo extrativismo da regido amazonica
(CHAO & PRANG, 1997; CARDOSO et al., 2021).

A Dbiodiversidade disposta pela floresta amazonica disponibiliza um vasto
patrimdnio genético a ser explorado de forma sustentdvel (GONCALVES, 2009;
RANGEL, 2012). Dentre as inumeras espécies de organismos aquaticos exportados na
regido amazobnica, a familia Cichlidae destaca-se em exportacdo, sendo a segunda
familia mais exportada no estado do Amazonas com mais de 71 espécies
comercializadas totalizando 1.766.310 exemplares (TRIBUZY-NETO et al., 2020).

A familia dos ciclideos € uma das familias mais diversas, com predominancia,
principalmente em regides de climas tropicais, proximas a linha do equador, estima-se
que haja mais de 2.000 espécies dessa familia, porém apenas 1.300 foram catalogadas
(KULLANDER, 2003; CARLETON & YOURICK, 2020). Os espécimes dessa familia
sdo apreciados pela aquicultura ornamental por sua grande variedade de
comportamento, cores e por sSeu tamanho moderado, contudo apresentam
comportamento territorialista e agressivo no periodo da reprodugdo, mesmo apds a
eclosdo dos ovos (KULLANDER, 2003).

Tais caracteristicas atraem consumidores para 0 mercado ornamental amazonico,
como foi reportado por Tribuzy-neto et al., (2020) que relatou a exportacdo de peixes
amazonicos, sendo possivel aferir o destaque dos organismos Aggie (Apistogramma
agassizii), Tetra Neon Verde (Paracheirodon simulans) e o acara severo (Heros severus)

no mercado internacional.
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1.1.2. Acarasevero (Heros severus)

O acaré severo (H. severus) é uma espécie amazo6nica, com distribui¢do na bacia
do Rio Orinoco, Rio Amazonas e Rio Negro, perpassando pelo Brasil, Colémbia e
Venezuela (KULLANDER, 2003; STAECK & SCHINDLER, 2015). E uma espécie de
corpo uniformemente amarelado com tonalidades esverdeadas na regido da cabeca
tendendo a coloracgdo esverdeada e ventre avermelhado possuindo oito faixas marrons
escuras ao longo do corpo (KULLANDER, 2003) (Figura 1).

Figura 1: Um exemplas macho, adulto, de Heros severus, com, aproximadamente, 15 cm de

comprimento, fotografado em aquério. Fonte: Staeck e Schindler (2015).

Varios pesquisadores focam no desenvolvimento do pacote tecnologico do acara
severo, considerado por Ribeiro et al., (2010) como espécie com tecnologia em
desenvolvimento. Todos as pesquisas desenvolvidas até o momento focam,
principalmente, no desenvolvimento zootécnico do H. severus. Como o experimento
realizado por Abe et al. (2016) que avaliou a concentracdo de alimentos vivos ofertados,
frequéncia alimentar e densidade de estocagem na larvicultura de acara severo.

VERAS et al. (2016) observaram o impacto de diferentes fotoperiodos no
desempenho zootécnico de larvas de acara severo. Paixdo et al. (2019) testou frequéncia
alimentar em diferentes estagios de vida do animal (larva e juvenil). Campelo et al.
(2019) buscou avaliar o tempo de oferta de Artemia sp. e a transicdo alimentar para pos-
larvas de acara severo. Oliveira et al. (2020) avaliou a estratégia de crescimento
compensatério da espécie apo6s utilizar diferentes concentracdes de nauplios de Artemia
sp. e, no aspecto nutricional, de Sousa et al. (2021) avaliou a exigéncia proteica do
acard severo em diferentes estagios de vida (alevino e juvenil). Contudo ha uma
caréncia de pesquisas voltadas para 0 comportamento do acara severo que, por ser um
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ciclideo, pode apresentar comportamento agonistico acentuado (KULLANDER, 2003;
KORZAN & FERNALD, 2007; MORANDINI et al., 2019)

1.1.3. Triptofano

Os aminoéacidos sdo componentes organicos das células que desempenham papel
estrutural, principalmente relacionado a formacao de tecidos compondo as proteinas, e
funcionais, atuando como precursores de neurotransmissores nas fungdes cerebrais
(CARVALHO-SANTOS, et al.,, 2010; GEROZISSIS, 2004). Entre os inumeros
trabalhos desenvolvidos relacionados a diminuicdo do comportamento agonistico, a
utilizacdo da suplementacdo do aminodcido L-triptofano destaca-se por apresentar
resultados promissores (WOLKERS et al., 2012; MORANDINI et al., 2019; YE et al.,
2021).

O triptofano é um aminoécido essencial, logo ele ndo pode ser sintetizado pelo
organismo, sendo obrigatéria sua ingestdo para bom funcionamento do metabolismo
animal (SAINIO et al., 1996). Este aminoacido é essencial para sintese de diversas
proteinas (HOU & WU, 2018; WU, 2022), possui também diversas propriedades
farmacoldgicas (SAINIO et al., 1996; MODOUX et al., 2021), sendo a funcédo
neuropsiquiatrica de grande destaque, estando diretamente relacionada as desordens do
espectro autista (BOCCUTO et al., 2013), reducdo da ansiedade e depressao
(ARGYROPOULOS et al., 2004; LINDSETH et al., 2015) podendo atuar no controle
do comportamento agressivo em humanos (SPRING, CHIODO & BOWEN, 1987; YE
et al., 2021) e organismos aquaticos (WOLKERS et al., 2012; MORANDINI et al.,
2019).

O aminoécido triptofano apresenta uma complexa rede de reacbes, sendo
convertidas por organismos em diversas substancias (Figura 2). Contudo destaca-se
entre 0s aminoacidos essenciais para 0s animais, por ser precursor do neurotransmissor
cerebral serotonina (SAINIO et al., 1996; YE et al., 2021), portanto o triptofano mostra-
se como nutriente limitante para que o0 eixo serotonérgico tenha eficiéncia
(FERNSTROM, 1983; BOADLE-BIBER, 1993).
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Figura 2: Representacdo esquemética da complexa cadeia que pode ocorrer no triptofano no
metabolismo intracelular. Fonte: Boccuto et al., (2013)

A suplementacdo por triptofano além de estar relacionada com aumento de
serotonina no cérebro, auxilia também no aumento de acumulagdo corporal diaria tanto
de proteinas quanto de gorduras, facilitando a producdo de musculos, por apresentar
mais eficiéncia na utilizacdo do alimento (BONFIM et al., 2020).

Em consonéncia com isso, estudos relacionados aos efeitos da suplementagéo
por L-triptofano em ciclideos Cichlasoma dimerus, demonstraram reducdo do
comportamento agonistico do ataque entre machos durante o periodo diurno e,
consequentemente, a relacdo destes com os subordinados, frente a competicGes diaticas
masculinas (MORANDINI et al., 2019). Essa suplementagdo também pode reduzir o
comportamento agressivo em juvenis de Tiladpia do Nilo (Oreochromis niloticus)
submetidos a dietas suplementadas por L-triptofano durante 7 dias, antes e apos a

exposicéo a estresse agudo (VIEIRA et al., 2021).

1.1.4. Serotonina

A serotonina (5-hidroxitriptamina, 5HT) integra o grupamento das aminas
biogénicas, sua producdo é feita a partir do aminoacido essencial triptofano
(MOHAMMAD-ZADEH et al., 2008). A serotonina é conhecida por ser o
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neurotransmissor fundamental com influéncia no comportamento agonistico e aumento
da subordinagéo social como forma de adequacdo, frente ao estresse agudo e cronico
(STODDARD et al., 2003), neurdnios sdo células nervosas responsaveis por transmitir
estimulos elétricos a longas distancias, propagando as informacdes através da emissédo
de mensageiros quimicos chamados de neurotransmissores (PURVES et al., 2010).
Estudos evidenciam que a serotonina apresenta mdltiplas funcdes, estando
associada a atenuacdo do comportamento agonistico, efeitos na relacdo dominante-
subordinado e agresséo, resposta ao estresse em interacdo social (CLOTFELTER et al.,
2007; LEPAGE et al., 2005; BACKSTROM & WINBERG, 2017). De acordo com
CARRILLO et al., 2009 apo6s fazer uma revisdo bibliografica de 84 artigos,
evidenciaram a relevancia do sistema serotonérgico no controle de agressées em uma
gama de espécies apontando o potencial de atenuacdo de comportamento de diversos

animais.
1.1.5. Psicobioticos

Psicobidtico é uma nova classe de probidticos que agem no sistema nervoso
central (SNC) influenciando func¢bes e comportamentos do hospedeiro, sendo definido
por Dinan et al.,, (2013) como “um organismo vivo que, quando ingerido em
quantidades adequadas, produz um beneficio para a saude dos pacientes que sofrem de
doengas psiquiatricas”.

Apesar dos mecanismos de acdo destas bactérias probidticas ndo estarem bem
elucidadas, sabe-se que as vias de agdes ndo se restringem a doencas
psicoldgicas/psicossomaticas (DEL TORO-BARBOSA et al., 2020), logo Yong-Ku
(2019) atualizou a definicdo para “os psicobidticos sdo bactérias vivas que produzem
direta e indiretamente efeitos nas funcGes neuronais por colonizacdo nas vias
intestinais”.

Mesmo com auséncia de informacGes efetivas que esclarecam a relacdo dessas
bactérias com o encéfalo, referente as vias dos sistemas endocrino, metabdlico, imune e
eixo intestino-cérebro (DINAN et al., 2013; EVRENSEL & EMIN CEYLAN, 2017), ja
existem estudos que comprovam reducdo nos sintomas de esquizofrenia, alcoolismo,
ansiedade, deficiéncia cognitiva, depressdo e autismo, principalmente por meio da
reducdo da neuroinflamagédo (EVRENSEL & EMIN CEYLAN, 2017; EVRENSEL,
UNSALVER & CEYLAN, 2018; YONG-KU, 2019).
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Quando as bactérias colonizam o tecido gastrointestinal, estimulam a producédo
de células de defesa que reagem com a liberacdo de citocinas que podem ser
inflamatdrias ou anti-inflamatérias (EVRENSEL, UNSALVER & CEYLAN, 2018;
YONG-KU, 2019), alguns exemplos de psicobidticos que estimulam os sistemas
receptores do tipo Toll (TLRs) para producdo de citocinas anti-inflamatorias s&o
Bifidobacterium infantis e Lactobacillus rhamnosus (SARKAR et al., 2016; YONG-
KU, 2019).

H& também a promocdo de compostos neuroativos que promovem bem estar
cerebral como o 4cido gama-aminobutirico (GABA) (CHENG et al., 2019). GABA ¢é
um aminoacido ndo proteico, sintetizado pelo glutamato através da enzima glutamato-
descarboxilase, e que podem ser encontrados como metabolitos de plantas, animais
como também em microrganismos (DURANTI et al., 2020). Além de ser um importante
neurotransmissor inibitério, 0 GABA € um componente neuroativo presente em diversas
funcBes fisioldgicas (DIANA et al., 2014) com propriedades anti-inflamatorias e
antioxidantes (SAKKAA et al., 2022). Muitas bactérias &cido lacticas como
Lactobacillus brevis conseguem sintetizar elevadas quantidade de GABA (SOKOVIC
BAIJIC et al., 2019).

1.1.6. Enterococcus faecium

Diversos estudos evidenciam a eficicia da bactéria acido latica Enterococcus
faecium como probioética, tanto em humanos quanto em outros mamiferos (SCHAREK
et al., 2005; LODEMANN et al., 2015; BAGCI et al., 2019) assim como para peixes e
outros organismos aquaticos, auxiliando no aumento do sistema imune e na
digestibilidade, conferindo maior resisténcia a adversidades ambientais e melhoramento
no desempenho zootécnico (da COSTA SOUSA et al., 2019; DIAS et al., 2019;
TACHIBANA et al., 2020; SAKKAA, ZAGHLOUL & GHANEM, 2022).

Estudos objetivando examinar a propriedade probidtica e capacidade de
producdo de GABA por Enterococcus faecium (in vitro), demonstram que essa bactéria
exibe atributos e pré-requisitos que demonstram a sua eficiéncia como cepa probidtica e
psicobiotica, por sua elevada producdo de GABA (BS et al., 2021). Além do seu
potencial probiotico, ela eventualmente pode melhorar a inflamacdo generalizada e o
estresse oxidativo, além de ter acdo antisséptica (Zaghloul et al., 2023).

Sakkaa et al., (2022) demonstra que a bactéria E. faecium isoladas de cinco

diferentes espécies de camardes marinhos apresentaram elevada habilidade para
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producdo de GABA, podendo possivelmente ser um psicobidtico para outros
organismos aquaticos, por apresentar as qualidades necessarias para ser chamado de

psicobiotico como: sobrevivéncia em pH baixo e resisténcia a sais biliares.

1.2. JUSTIFICATIVA

A érea da neurociéncia nutricional estd em expansdo gracas as vantagens que as
fontes nutricionais fornecem aos animais, tendo potencial para agir em areas do sistema
nervoso central responsaveis por melhorar seu bem estar. Neste sentido, as proteinas
contribuem com o fornecimento de aminoacidos essenciais que sdo componentes
celulares estruturais e funcionais, como tambem responsaveis por funcbes nervosas.
Estudos evidenciam que o uso do aminoécido essencial L-triptofano e da bactéria
probidtica Enterococcus faecium, como suplementos alimentares em dietas, podem
alterar o comportamento de peixes, podendo ser uma estratégia eficiente na piscicultura,
atuando na reducdo do comportamento agonistico e, possivelmente, auxiliando na

reducdo no canibalismo.

1.3. OBJETIVOS
1.3.1. Objetivo geral
e Avaliar a influéncia da suplementacdo dietética de L-triptofano e Bactéria

probidtica autoctone (E. faecium) nos comportamentos agonistico de

alevinos de acara severo (H. severus).
1.3.1. Objetivos especificos

e Auvaliar alteragdes de padrdes de comportamentos agonisticos em alevinos de
acara severo (H. severus) suplementados com L-triptofano;

e Averiguar as alteracGes de padrfes de comportamento agonistico em
alevinos de acara severo suplementados com bactéria probidtica autoctone

(E. faecium).

2. METODOLOGIA

2.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL



18

Os ensaios experimentais foram realizados no Laboratorio de Carcinologia, da
Faculdade de Engenharia de Pesca, do Instituto de Estudos Costeiros (IECOS), da
Universidade Federal do Pard (UFPA)- campus Braganca. Utilizou-se 100 alevinos de
acara severo (H. severus). A obtencdo dos exemplares ocorreu através da reproducéo
dos casais em ambiente controlado, no Laboratoério de Carcinologia.

O experimento foi conduzido em 10 aquérios de vidro transparente de 6L (16,5 x
16,5 x 33 cm), cada aquério foi dividido ao meio, com isopor, nas extremidades
externas de cada aquéario foi posto um retangulo (dimensdo) do mesmo material
supracitado para ndao haver contato visual entre os tratamentos e repeti¢fes. No inicio do
experimento foi realizada uma biometria inicial dos animais, avaliando comprimento
total (13,18 + 2,42 mm), comprimento padrdo (8,85 + 2,09 mm) e peso (46,55 + 20,14
mg). Em seguida foram distribuidos aleatoriamente em cada lado dos 10 aquérios, na
proporcdo de 2,5 peixes por litro, em um volume de 2L de &gua por repeticao,

totalizando 5 peixes por cada repeticdo (Figura 3).

Figura 3: Disposicdo do espago experimental onde foram dispostos 0s aquarios para a gravacao

durante o periodo de 30 dias.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com
quatro repeticGes e cinco tratamentos, que consistiram em: Controle (apenas ragdo e
meio de cultura), Controle negativo (racdo e solucdo de diluicdo do L-triptofano), T1
(ragdo com suplementagdo de Enterococcus faecium a 10 UFC.gl), T2 (ragdo com
2,5% de triptofano), T3 (suplementacio de 108 UFC.g™ e 2,5% de L-triptofano).

As gravacOes de comportamento foram realizadas com uma camera GoPro Hero

4, diariamente com duracdo de 15 minutos para cada aquério, avaliando
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comportamentos agonisticos de agressdo e submissdo (Tabela 1), utilizou-se uma tela
milimetrada, delineando o espaco em cm?, para definir territorialidade metodologia
adaptada de Morandini et al. (2019). Os dados do comportamento agonistico foram

planilhados (Anexo I) para realizacdo das analises estatisticas.

Tabela 1: Definices do comportamento agonistico analisados nas gravacdes, método adaptado de
Morandini, et al., (2019).

Definicdes

Batidas de Ambos animais se posicionam em paralelo proximos, mas sem

calda/corpo efetuar contato fisico, batendo com a calda ou corpo

O animal contata o corpo do seu adversario com a boca, a abrindo

Mordida
e fechando
Peixe move-se rapidamente em dire¢do ao seu oponente, cacando-
Caca 0 por mais que o comprimento do tamanho do seu corpo (sem

contato fisico)

O individuo move-se rapidamente em direcdo ao seu oponente,

Aproximacdo  porém a uma distancia menor que o tamanho do seu corpo, o

intimidando
o O peixe permanece relativamente imovel, ligeiramente inclinado
Submisséo _ . i o
para cima, em resposta as abordagens ou mordidas do adversario
- O peixe afasta-se, respondendo as mordidas, aproximacdes ou
uga

perseguicOes do adversario

O experimento teve duracdo de 30 dias com frequéncia alimentar ad libitum de
duas vezes ao dia. Todas as repeticbes possuiram aeracOes individuais, realizadas
através de mangueira de 2 mm ligadas a um compressor radial fotoperiodo de 12h, e ao
final de cada dia havia o sinfonamento de todas as unidades experimentais, com troca de

aproximadamente 50% do volume de cada aquério.

2.2 PREPARACAO DAS DIETAS

A racdo utilizada foi a Tetra Ciclideos (Poytara Rac¢Ges) de concentracéo de 45%
proteina bruta (PB), 4,5% Extrato Etéreo (EE), 3% Fibra Bruta (FB), 7% Matéria
Mineral (MM), 1,5% Calcio (Ca), 1,1% Fosforo (P), 2,6% L-lisina e 0,5% triptofano.
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Logo, os tratamentos foram suplementados com 2% (T2 e T3) de L-triptofano,
totalizando 2,5% de triptofano.

O L-triptofano foi diluido em solucdo com 85% agua destilada, 10% acido
cloridrico a 10% e 5% alcool 95° seguindo a metodologia descrita por Morandini, et al.
(2019) e suplementadas por aspersdo e entdo as ragOes foram encaminhadas para a
estufa onde ficaram a uma temperatura de 35°C por 24 horas.

O crescimento da Enterococcus faecium foi realizado em meio Man Rogoza
Sharpe (MRS) levado para estufa bacterioldgica, incubadas a 35 °C por 24 horas. A
bactéria foi suplementada a ragdo também por aspersao e entdo encaminhadas para uma
estufa a 35 °C por 24 horas, a concentracio de E. faecium na ragdo foi de 1x10® UFC.g*
(DA COSTA SOUSA et al., 2019; JATOBA & MOURINO, 2015).

2.3 ANALISE DE QUALIDADE DA AGUA

Durante o periodo experimental, os parametros de qualidade de agua como,
temperatura (29,54 + 1,88 °C), oxigénio dissolvido (5,4 + 1,88 mg. L) e pH (7,39 +
0,2), foram aferidos com auxilio de uma sonda multiparametro (Horiba) e amonia total a
cada trés dias utilizando kits de medigdo de amonia total (0,0059 + 0,0034 mg. L) para
agua doce (Labcon Test).

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados analisados de comportamento foram submetidos ao teste de
normalidade (Shapiro-wilk), como os resultados foram ndo paramétricos realizou-se a
estatistica multivariada PERMANOVA, sendo valor de P < 0,05 significativo, expressos
em grafico escalonamento multidimensional ndo metrico (nMDS), considerando o
indice de Jaccard, calculados no programa RSstudio (Borcard et al., 2018). O célculo de

mortalidade foi realizado nos programas Excel 2016, PAST 3.
3.  RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve mortalidade estatisticamente significativa entre os tratamentos
avaliados durante o periodo experimental. O grau de dissimilaridade obtido pelo célculo
de PERMANOVA foi estatisticamente significativo (p=9,9x107).

O grafico nMDS foi construido a partir das médias de todos os parametros
analisados (pontos coloridos) através da observacdo dos comportamentos de cada dia
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experimental. Os pontos em vermelho, azul, verde, amarelo e roxo representam 0s
tratamentos C+, C-, T1, T2 e T3, respectivamente. As distancias dos pontos ao longo
dos eixos, nos mostram as relacbes de uma matriz de dissimilaridade entre os
tratamentos, ou seja, quanto mais sdos proximos 0s pontos mais similares sdo seus
resultados (BORCARD et al., 2018)

A distribuicdo dos pontos nos tratamentos C+ e C- demonstraram proximidade
entre seus resultados, expressando a similaridade entre eles, no entanto observa-se que
esses respectivos pontos ndo estdo totalmente segregados dos demais, visto que,
observamos uma pequena ocorréncia dos outros tratamentos, refletindo um baixo indice
de similaridade. Os resultados entre os tratamentos T1, T2 e T3 mostram forte
correlacdo de similaridade entre si, além disso, notamos uma distancia relativa destes
tratamentos em relacdo aos tratamentos C+ e C-, expressando um baixo indice de
similaridade comportamental, contudo apresentam pontos proximos entre si, mostrando

correlacdo de comportamento entre estes tratamentos controles (Figura 4).
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Figura 4: Analise multivariada nMDS (Non-Metric Multidimensional Scaling) comparando a ocorréncia

de comportamento agonisticos ao longo dos 30 dias experimentais.

Referente a similaridade de padrdo de comportamentos agonisticos apresentados
no grafico nMDS dos tratamentos suplementados com a bactéria probiobica E. faecium
(tratamentos T1 e T3), os dados mostram que esses tratamentos tiveram similaridade em
comportamentos agonisticos, com maior ocorréncia em relagdo aos tratamentos

controle. Tais afirmac6es contrariam a suposic¢éo do autor Sakkaa et al., 2022, que supds
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que a bactéria teria acdo psicobidtica ao comprovar sua capacidade de sintetizacdo in
vitro de GABA.

Hé estudos que corroboram com a hipotese de Sakkaa et al., 2022, ratificando a
capacidade do GABA de atenuar o comportamento agonistico dos animais com o uso de
dieta suplementada por triptofano, possibilitando o aumento do sistema serotonérgico
que esta diretamente relacionado por modular a agressdo como ter influéncia sobre o
estresse (LEPAGE et al., 2002; VIEIRA et al., 2021; SALAMANCA et al., 2020).
Contudo, Narvaes & Martins de Almeida (2014) expde em sua revisdo que a modulacéo
do comportamento esta diretamente relacionada com o tipo de acdo que o receptor
exerce, sendo o GABA , responsavel pela atenuagdo do comportamento e GABAg
aumento da agressividade.

No entanto, os resultados obtidos nesse experimento mostraram que O
comportamento agonistico ndo diminuiu com a suplementacdo de L-triptofano,
tampouco quando mesclado com bactéria probidtica. Efeito semelhante foi encontrado
por Clotfelter et al., 2007 ao adicionar triptofano na dieta para a espécie Betta splendens
em concentracdes de 1,5 g e 15 g, ndo obteve éxito sobre o comportamento agonistico
da espécie.

Segundo Carrillo et al., 2009, o aumento de 5-HT é diretamente depende de
diversas variaveis como classe animal, espécie/linhagem, sexo e estagio de vida.
Ademais, dependendo do teor de triptofano na dieta a concentracdo possa ser
insuficiente para que o sistema serotonérgico seja elevado, afim de que cause o efeito
desejado (VIEIRA, 2013; WOLKERS et al., 2012). Evidencias em humanos mostram
que a quantidade de serotonina cerebral pode ser modulada pela suplementagéo, assim
como esse aminoacido essencial livre possa vir a competir com outros cinco
aminoacidos neutros como valina, isoleucina, leucina, tirosina e fenilalanina, pelo
mesmo transportador na barreira hematoencefalica (ROSSI E TIRAPEGUI, 2004)

Os vetores representam a correlagdo individual entre cada comportamento
agonistico analisado (batida de cauda/corpo, segurar com a boca, mordida, caca,
aproximagdo, submisséo e fuga). As andlises dos vetores expressados no grafico nMDS
mostram a relacdo entre os padrdes de comportamento, 0s &ngulos dos vetores apontam
a direcdo da relacdo entre eles, quanto menor for a distancia for entre elas, mais positiva
é sua correlacdo. Se o angulo estiver perpendicular, eles ndo se correlacionam. Nesse

caso, angulos opostos tém correlagdo negativa.
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No grafico nMDS (figura 4) observamos a correlagdo forte positiva entre os
vetores relativos & mordida e aproximacao, e fraca entre batida de corpo e submissao,
estas apresentam correlagdo forte negativa a comportamento de caga. O comportamento
de fuga néo apresentou forte correlacdo aos demais comportamentos, contudo apresenta

uma proximidade a caga.

Relativo a evolucdo dos padrdes de comportamentos agonisticos semanalmente
(figura 5), através de gréficos nMDS, podemos aferir que no decorrer das semanas
houveram poucas flutuacBes referentes a similaridade nos tratamentos C+ e C-
apresentando sua forte relagcdo de similaridade nos resultados. Os tratamentos T1, T2 e
T3 estdo mais agrupados, mostrando serem similares, ndo obstante observamos uma
pequena variacdo nos resultados de T2 (Figura 5C) com ocorréncia de comportamento

mais centralizada no gréfico, quando comparado com as demais semanas.

Esse comportamento pode ocorrer devido a necessidade de tempo de
adesdo/colonizacdo da bactéria probidtica no tecido intestinal dos peixes, como é
afirmado por Merrifield & Carnevalie (2014), que dependendo da espécie das cepas
probidticas o tempo de adesdo pode variar entre 15 e 28 dias, para concentracfes
superiores a 106 UFC.g. Desta maneira as flutuacdes presentes nos comportamentos

com probidtuicos (T1 e T3), poderiam alterar ao longo das semanas.

Com relacdo ao tempo, as mais significativas mudancas foram referentes ao
sentido dos vetores que representam a correlagio de cada comportamento
individualmente. Observa-se, que na primeira semana 0s vetores de batida de corpo e
submisséo exibiram correlacdo positiva forte e os demais obtiveram correlagdes fracas e

nulas entre si (Figura 5A).

Na segunda semana os vetores ndo apresentaram correlacdo positiva forte,
expressando, em geral, correlacéo fracas e nulas, exceto pelos comportamentos mordida
e submissdo que mostraram forte correlacdo oposta (Figura 5B). Os vetores
comportamentais na terceira semana apresentaram correlagdes drasticas com relacéo as
demais semanas, com forte correlacdo de caca e fuga, e moderada correlacdo entre os
comportamentos de submisséo, batida de corpo, mordida e aproximacéo (Figura 5C)

Durante a quarta semana podemos perceber a forte correlagdo positiva entre os
comportamentos mordida, aproximacdo e fuga, sendo estes comportamentos com

correlacdo moderada e negativa a batimento de corpo e submissdo. J& o vetor
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representante de caca apresenta leve correlagdo positiva a batida de corpo e moderada
correlacdo negativa & mordida aproximacéo e fuga
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Figura 5: Analise multivariada nMDS (Non-Metric Multidimensional Scaling) comparando a similaridade na ocorréncia comportamento agonisticos discriminados

semanalmente. Sendo o grafico A, representacdo nMDS da primeira semana; grafico B, representacdo NMDS da segunda semana; grafico C, representagdo nMDS da terceira

semana; grafico D, representacdo nMDS da quarta semana experimental.
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4. CONCLUSAO

O presente estudo contestou que 0os comportamentos agonisticos dos tratamentos
com suplementacdo de L-triptofano e Enterococcus faecium apresentaram maiores
similaridade, acentuando a presenca dos comportamentos avaliados, atestando que as
concentragdes utilizadas no experimento sdo inadequadas para redugdo dos

comportamentos agonisticos avaliados.
5.  CONSIDERACOESFINAIS

Considerando a desuniformidade de padrdo de comportamento agonisticos
apresentados pelos alevinos de Heros severus, podemos supor que fatores externos
influenciaram o comportamento animal no periodo de gravacdo, desta forma,
metodologias mais rebuscadas para que a acdo antropica (ruidos e a presenca humana
no laboratério) afete menos o comportamento animal, utilizacdo de cameras mais
robustas para ndo haver falhas na captacdo de imagens inclusive a inclusdo de uma
camera superior para captacdo de imagens de outro angulo para confirmacdo dos
comportamentos, quando necessario.

Indica-se também um experimento para analisar a concentracdo adequada do L-
triptofano para atenuacdo do comportamento agonistico, assim como utilizar adultos
para reduzir a desuniformidade do lote, devido a menor taxa de crescimento desta fase e

estabelecimento de padrdes de comportamento relativos a processo reprodutivo.
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Anexo |: Modelo de tabela utilizada para analisar o comportamento agonisticos do acara severo.
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