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RESUMO

O surubim é um peixe de grande importancia no mercado nacional e seu cultivo enfrenta
problemas com relagéo a alimentacao, principalmente em fases iniciais do desenvolvimento. O
comportamento alimentar pode variar de uma espécie para outra no aspecto quantitativo e
qualitativo e devido a rejeicdo do alimento inerte ocorre grande mortalidade e
consequentemente aumento no custo de producdo. Como solucdo, a estimulacdo elétrica se
mostra bastante eficaz no aumento da ingestdo alimentar pela espécie. Neste trabalho, o objetivo
foi avaliar os efeitos da estimulacdo elétrica no treinamento alimentar de alevinos do surubim,
avaliar o estado de sanidade de animais juvenis expostos a eletroestimulacéo e elencar por
meios de uma revisdo da literatura os principais peptideos envolvidos nos mecanismos de
regulacdo do comportamento alimentar em peixes. Foram utilizados 80 juvenis de
Pseudoplatystoma sp. com 16,2 + 4,42 g de peso e 13,1 + 1,20 cm de comprimento total,
divididos em dois grupos, estimulado com campo elétrico de baixa intensidade (2,5 mV/cm) e
frequéncia (30 Hz) e controle, com quatro réplicas cada cultivados durante 120 dias. Foram
realizadas coletas de dados biométricos e de materiais bioldgicos para as analises hematologicas
e bioquimicas. Uma vez por més dois individuos de cada réplica foram sacrificados, e eram
retirados uma aliquota de sague e o figado, este ultimo foi utilizado para as analises de estresse
oxidativo. O experimento em campo realizado na Companhia de Desenvolvimento dos Vales
do Séo Francisco e do Parnaiba (CODEVASF) Alagoas. Onde foram treinados para o consumo
de racdo 600 alevinos de Pseudoplatystoma curruscans com média geral de 314.17 + 14.06 mm
e 0.353 £ 0.015 g de comprimento total e peso, respectivamente e cultivados por 30 dias. Os
animais foram divididos em dois grupos em triplicata: um estimulado com as caracteristicas de
campo elétrico ja citadas e um grupo controle. O treinamento alimentar foi realizado com racéo
comercial para peixes carnivoros NANOLIS 45% de proteina bruta (PB) extrusada, com pellets
de 1,8 22,0 mm e coragédo bovino triturado. Os resultados comprovaram que a eletroestimulagéo
é uma técnica eficiente na melhoria do desempenho produtivo, principalmente com juvenis,
cujos animais estimulados apresentaram diferenca significativa no ganho de peso, 30% maior,
e no consumo de racdo, quando comparado com o controle (p< 0,05) (ANOVA-Tukey), porém
provavelmente devido ao tempo de cultivo os alevinos ndo apresentaram diferenca entre 0s
grupos controle e estimulado com relacéo aos parametros zootécnicos. Ficando evidente apenas
a eficiéncia da eletroestimulacdo como modulador do comportamento nesta fase do

desenvolvimento. Esta técnica também se mostrou segura pois ndo foi identificada diferenca



entre 0s grupos experimentais, tanto nos parametros hematoldgicos quanto nos relacionados
com o estresse oxidativo. Com isso podemos concluir que a eletroestimulagéo deve ser usada
principalmente no periodo de engorda (juvenis) reduzindo a rejeicdo ao alimento inerte e
melhorar o rendimento desta espécie. No entanto, estudos com periodos de cultivo mais longo
dos alevinos sdo necessarios para uma resposta mais conclusiva sobre os efeitos da

eletroestimulacédo nesta fase do desenvolvimento do surubim.

Palavras-chave: Surubim. Alimentagdo. Eletroestimulacéo. Piscicultura.



ABSTRACT

Surubim is a fish of great importance in the national market and its cultivation faces
problems in feeding, especially in the early stages of development. Food behavior, can vary
from one species to another in the quantitative and qualitative aspects and due to the rejection
of inert food, there is a great mortality and consequently an increase in the cost of production.
As a solution, the electrical stimulation proves to be quite effective in increasing the food intake
of the species. In this work, the objective was to evaluate the effects of electrical stimulation in
the feeding training of surubim fingerlings, to evaluate the health status of juveniles exposed to
electrostimulation and to list by means of a review of the literature the main peptides involved
in mechanisms of regulation in food behavior fish. Were used 80 juveniles of Pseudoplatystoma
sp. with 16.2 £ 4.42 g of weight and 13.1 + 1.20 cm of total length, divided in two groups,
stimulated with electric field of low intensity (2,5 mV / cm) and frequency (30 Hz) and control,
with four replicates each cultivated for 120 days. Biometric data collection and biological
materials were collected for hematological and biochemical analyzes. Once a month, two
individuals from each replica were sacrificed, and a blood aliquot and liver were removed, the
latter was used for oxidative stress analyzes. The field experiment carried out at the
Development Company of the Sdo Francisco and Parnaiba Valleys (CODEVASF) Alagoas.
Where 600 fingerlings of Pseudoplatystoma curruscans were trained for the consumption of
ration with a general average of 314.17 + 14.06 mm and 0.353 £ 0.015 g of total length and
weight, respectively and cultivated for 30 days. The animals were divided into two groups in
triplicate: one stimulated with the electric field characteristics already mentioned and one
control group. Feeding training was carried out with commercial feed NANOLIS for
carnivorous fish 45% extruded crude protein (CP), with pellets of 1.8 to 2.0 mm and crushed
bovine heart. The results showed that electrical stimulation is an efficient technique to improve
productive performance, especially with juveniles, whose stimulated animals presented a
significant difference in weight gain, 30% higher, and in food intake, when compared to control
(p <0.05) (ANOVA-Tukey), but probably due to the time of cultivation the fingerlings did not
present difference between the control and stimulated groups in relation to the zootechnical
parameters. Only the efficiency of electrostimulation as a modulator of behavior at this stage
of development is evident. This technique was also safe because no difference was identified

between the experimental groups, in relation to hematological parameters and oxidative stress.



Therefore, we can conclude that electrostimulation should be used mainly during the fattening
period (juveniles), reducing the rejection of inert feed and improving the yield of this species.
However, studies with longer culture periods of the fingerlings are necessary for a more

conclusive response on the effects of electrostimulation at this stage of surubim development.

Keywords: Surubim. Food. Electrostimulation. Pisciculture.
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1 INTRODUCAO

A piscicultura no Brasil encontra-se em ascensdo e nos Ultimos anos demonstrou
grande potencial produtivo. Este € um dos motivos para tantas expectativas para este setor e
o0 aperfeicoamento de técnicas na producdo de espécies de grande valor de mercado como,
por exemplo, as espécies do género Pseudoplatystoma segundo o -Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2016).

Os avancos tecnoldgicos na producao destas espécies vdo desde ragdes especificas a
melhoramento genético por cruzamento entre espécies. As espécies do género
Pseudoplatystoma sdo conhecidas como surubins. Destas, P. corruscans, P. fasciatum e P.
reticulatum séo as mais exploradas comercialmente juntamente com seus hibridos, devido
ao sabor de sua carne, que é amplamente apreciada tanto no mercado interno como externo
(PORTO-FORESTI et al., 2008; SCORVO FILHO et al., 2008; FREIRE e CARVALHO
FILHO, 2009; LIRANCO et al., 2011; PEREIRA et al., 2015).

Os espécimes hibridos sdo hoje mais cultivados que seus parentais puros, e isto se
deve as caracteristicas destes animais, que sdo mais doceis, mais resistentes a infeccGes e
apresentam melhor rendimento produtivo (GODINHO, 2007; PORTO-FORESTI et al.,
2008; PEREIRA et al., 2015).

Mesmo com todo o progresso na técnica de producgdo dos surubins, ainda existem
problemas que aumentam o custo para producdo destas espécies. Estes problemas estdo
contidos principalmente na reproducao e alimentacéo dos alevinos até fase de engorda. Neste
periodo ocorre a maior taxa de mortalidade deste cultivo com sobrevivéncia, em alguns
casos, de apenas 18% (INOUE et al., 2009), o que leva muitos produtores a desistirem deste
empreendimento. Esta mortalidade esta relacionada com a baixa aceitacdo da racdo pelos
alevinos, e esse fator ocasiona 0 aumento de canibalismos destes animais e também a morte
por desnutricao.

Os alevinos destas espécies sao submetidos, neste periodo de vida, a um treinamento
no qual e substituida gradualmente a alimentacéo viva por racédo (INOUE et al., 2009).

Este avango contribuiu muito para a consolidagdo do surubim com uma espécie
cultivada de bom rendimento (SILVA et al., 2015). No entanto, é possivel melhorar ainda
mais este método associando a ele outras técnicas, como a proposta por Silva et al. (2014),

neste trabalho o autor estimulou individuos de P. corruscans com um campo elétrico de
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baixa intensidade e frequéncia. Os animais estimulados apresentaram aumento no consumo
de racdo, ganho em peso e comprimento total superiores aos animais controle no final de
trés meses de cultivo.

Supostamente este campo elétrico simularia a presenca de uma presa, 0 que
aumentaria o interesse dos animais pelo alimento inerte. Algumas evidencias mostram que
0 comportamento alimentar de peixes e regido por hormonios similares aos de mamiferos
como o Neuropeptideo Y (NPY), o Peptideo Relacionado a Agouti (AgRP) e as Orexinas,
estimulando o apetite e como o peptideo de Transcri¢cdo Regulada por Cocaina e Anfetamina
(CART), a Colecistocinana (CCK) e Leptina que sdo inibidores do apetite (PETERSON et
al., 2012; VOLKOFF et al., 2017).

No entanto, ndo se sabe 0s mecanismos que sdo ativados durante a estimulacéo
elétrica que levam a esta resposta comportamental do surubim, como também, seu efeito no
metabolismo relacionado com o estresse. Assim, este trabalho teve como objetivo verificar
os efeitos da estimulacéo elétrica sobre aspectos da fisiologia do surubim, de forma a garantir
a seguranca de sua utilizacdo no cultivo destas espécies, como também a eficiéncia desta
ferramenta na modulag¢éo do comportamento de alevino em treinamento alimentar e elencar
os principais horménios/peptideos envolvidos no mecanismo de regulacdo do

comportamento alimentar de peixes.
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1.1 OBJETIVOS

Neste trabalho, o objetivo foi avaliar os efeitos da estimulacéo elétrica no treinamento
alimentar de alevinos do surubim, avaliar o estado de sanidade de animais juvenis expostos
a eletroestimulacéo e elencar por meios de uma revisdo da literatura os principais peptideos

envolvidos nos mecanismos de regulagdo do comportamento alimentar em peixes.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar o efeito da eletroestimulacdo no treinamento alimentar de alevinos;

e Avaliar pardmetros zootécnicos e do comportamento alimentar de alevinos
eletroestimulados;

e Avaliar os parametro zootécnicos dos peixes juvenis frente ao estimulo elétrico;

e Verificar a sanidade de peixes juvenis estimulados com o campo elétrico de baixa
intensidade, utilizando parametros hematologicos e do estado redox;

e Elaborar revisao da literatura sobre os principais peptideos/hormonios envolvidos no

controle da ingestdo alimentar em peixes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 AQUICULTURA: PANORAMA GERAL

Segundo os dados da Food and Agriculture Organization of United Nations — FAO
(2018), a producéo de pescado em 2016 foi de 90,9 e 80 milhdes de toneladas oriundas da
pesca e aquicultura respectivamente. Isso demonstra o avanco da aquicultura nas ultimas
décadas, complementando a pesca (Fig. 1) e a mudanca de comportamento da populagéo
mundial que passou a consumir maior quantidade de peixe, de 1961 a 2016 este consumo
aumento em 3,2% enquanto a populagdo mundial cresceu 1,6%. Em 2016 foi estimado pela
FAO o valor de US$ 362 bilhdes para a primeira venda, e a China se destaca como principal
produtor com mais de 15 milhdes de toneladas oriundos da pesca, seguido pela Indonesia,

Estados Unidos da América, Russia e Peru.

Producio mundial da Pesca e Aquicultura

Milhdes de Toneladas

1950 1955 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990

[ Produciodapesca M Producio da aquicultura

Fig. 1 Contribuicdo da pesca e aquicultura para a producdo mundial de pescado em milhdes de toneladas. Fonte:
FAO (2018), modificado.

Assim, a aquicultura desempenha um papel importante na producdo mundial de
alimento para consumo humano e também na geracdo de renda e empregos diretos e
indiretos. Segundo os dados do IBGE (2016), no Brasil a aquicultura é praticada em todos



14

0s estados da federagdo pelo menos com um representante desta atividade, como a
piscicultura, a carcinicultura, a malacocultura, entre outros, como a criacao de ras e jacarés.

A maior contribuicdo na producdo aquicola brasileira é da piscicultura,
com mais de 70% de representatividade da producdo total em 2016, seguido pela

carcinicultura (Fig.2).

Producao da Aquicultura, Brasil 2016

1,5% 0.1%

ey Peixes (Kg)

2 Camardes (Kg)

Alevinos (milheiro)

| Larva e pds-larva camardo (milheiro)
| Ostras e mexilhdes

Qutros

Fig. 2 Percentual representativo dos principais produtos da Aquicultura brasileira. Fonte de dados: IBGE,
Diretoria de Pesquisas, Coordenagdo de Agropecudria, Pesquisa da Pecuaria Municipal 2016.

Os cinco grupos de peixes mais cultivados sdo Tilapia, Tambaqui, Tambacu e
Tambatinga, carpa e as espécies do género Pseudoplatystoma (surubins) (IBGE, 2016).
Destas espécies, tambaquis e surubins tém grande importancia para a economia regional por

se tratarem de espécies nativas da ictiofauna brasileira.
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2.1.1 Piscicultura do surubim

Os surubins habitam as principais bacias hidrogréaficas da América do Sul, onde
apresentam ampla distribuicio (BUITRAGO-SUAREZ e BURR, 2007). Peixes
considerados nobres, as espécies do género Pseudoplatystoma ou surubins (FREIRE e
CARVALHO FILHO, 2009), sdo animais de sabor suave, sem espinhas intramusculares e
de bom rendimento de carcaca (FANTINI et al., 2013). Devido a estas caracteristicas, 0s
surubins vém sofrendo nas ultimas décadas com a sobrepesca, e seu efeito é agravado pelas
alteracbes no ambiente natural causadas pela utilizacdo humana (PRADO, 2010;
MACHADO et al., 2011).

Tais fatores vém incentivando sua criagdo em cativeiro, a qual apresenta resultados
satisfatorios em diferentes condi¢cdes de cultivo, demostrando boa adaptabilidade das
técnicas de producdo hoje existentes as necessidades da espécie (RIBEIRO e MIRANDA,
1997; SCORVO FILHO et al., 2008; LIRANCO et al., 2011).

Atualmente, na piscicultura do surubim os espécimes hibridos vém tomando
notoriedade por serem considerados de melhor rendimento zootécnico que 0s espécimes
nativos, além de mais ddceis e mais resistentes as infeccdes (GODINHO, 2007; PORTO-
FORESTI et al., 2008).

Segundo Pereira et al. (2015) existe uma grande aceitacdo do hibrido de P.
corruscans x P. reticulatum no mercado internacional (Europa e Estados Unidos) devido ao
excelente sabor do seu filé.

Desta forma, o cultivo de surubins tem grande potencial econdmico em diversos
setores como o de alimentos, de peixes de corte, de lazer em pesca esportiva e ornamentais
(SILVA etal., 2015). No entanto, ainda h& problemas que precisam ser resolvidos para tornar
mais eficiente o processo de producdo do surubim, reduzindo seu custo inclusive para o
consumidor.

O principal gargalo da produgdo atualmente é a producdo de alevinos, devido a
expressiva mortalidade ocasionada pelo alto indice de canibalismo e a necessidade do
treinamento dos alevinos para aceita¢do de ragcdo (INOUE et al., 2009).

O sistema de producdo do surubim mais utilizado no Brasil é o de viveiro escavado,
porém existem produtores que cultivam estes animais em tanques-rede e raceways (SILVA
et al., 2015).
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J& foi demonstrado em alguns estudos (SCORVO FILHO et al., 2008; LIRANCO et
al., 2011) que o surubim tem melhor desempenho zootécnico, com melhor taxa de converséo,
crescimento e sobrevivéncia quando cultivado em viveiros escavados, possivelmente devido
a maior adaptacdo da espécie a este ambiente de cultivo. Este comportamento também é
comum em outras espécies cultivadas.

A densidade para estocagem € muito importante na producdo de peixes e deve ser
ajustada de acordo com o0s objetivos de producdo, tipos de sistema adotado e espécie em
cultivo (SILVA et al., 2015). Para o surubim, as melhores densidades para o cultivo em
relagdo ao tipo de sistema séo as seguintes:

o Para viveiro escavado, a densidade de melhor rendimento econdmico foi
de 0,8 peixes/m? cujos animais apresentaram peso médio ao final de 270 dias de 784 g
(GOMIDES, 2011);

° Em tanques-rede, a melhor densidade depende principalmente dos
parametros econémicos. Uma vez que altas densidades diminuem o peso final, porém
aumentam a biomassa, deve ser levado em consideragéo o valor de retorno e a tendéncia do
mercado para se decidir por uma maior ou menor densidade (COELHO e CYRINO, 2006;
TURRA et al., 2009);

° E no sistema de recirculagdo (raceways), segundo Faria et al. (2011), que
testaram as diferentes densidades em quatro fases do cultivo, na primeira e segunda etapa a
melhor densidade foi de 40 peixes/m®. Ja nas fases finais de cultivo a melhor densidade foi
de 10 peixes/m® com peso final de 1,1Kg em 207 dias de cultivo.

O surubim é um animal de héabito noturno e todas as espécies do género sao
carnivoras. Estas caracteristicas dificultam um pouco seu manejo, o que justifica a utilizacédo
dos hibridos, que dependendo dos parentais, sdo mais faceis de adaptar a alimentacdo no
periodo diurno e até a uma alimentagdo onivora (CAMPOS, 2010). Na Tabela 1 encontra-se
uma proposta de manejo alimentar para o surubim segundo os dados de Kubitza et al. (1998)
e Campos (2010).
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Tabela 1. Manejo para alimentagéo de surubins.

Tamanhodo Taxa de alimentacdo NuUmero de

el Pellet (mm) (% peso vivo/dia) Lances /dia
15a 200 4
4-10 3-6
200 a 500 8
500 a 1.000 15
15-3 2
1.000 a 2.000 15a30

Fonte: (Kubitza et al., 1998; Campos, 2010), adaptado.

Como animais carnivoros, os surubins apresentam grande variabilidade no
desenvolvimento, exibindo nos grupos com mesmo tratamento, discrepancia no peso e
tamanho dos individuos, principalmente em fases iniciais do desenmvolvimento. 1sso imp&e
a necessidade de repetidas classificacfes por tamanho para uniformizacdo dos lotes, fator
que influencia na comercializagdo destes animais (CAMPQOS, 2010).

2.2 ELETROESTIMULAGCAO

De formas diversas, a estimulacdo elétrica ou eletroestimulacdo (EE) vem sendo
utilizada no tratamento de uma grande variedade de enfermidades, como no tratamento de
feridas cutaneas, ja demonstrado em experimentos com ratos (Ruiz-Silva 2006), que
evidenciaram a eficcia da EE nestes casos.

A utilizacdo desta ferramenta € bastante diversificada, podendo ser empregada no
tratamento de pacientes com alguma paralisia, na preparacao de atletas aumentando sua forca
muscular, no tratamento de dores crbnicas e em doengas psiquiatricas como a depressao
(COUBES et al., 2004; ECARD et al., 2007; DOMINGOS, 2010; FISHER et al., 2010;
SALVINI et al., 2012).

Este tipo de utilizacdo depende de grande especializacdo técnica, pois os efeitos da

EE dependem de variaveis como intensidade e frequéncia do sinal emitido. Assim, é exigida
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uma combinacédo especifica de intensidade e frequéncia para cada tratamento e objetivo a
ser atingido (SALVINI et al., 2012).

O sinal elétrico utilizado na EE (fig. 3), pode apresentar diversas formas, por

exemplo, no formato da onda e nimero de fases da mesma (Ruiz-Silva, 2006).
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Fig. 3. Formas de ondas elétricas utilizadas em eletroestimulacdo. (A) segundo a forma; (B) classificagdo por
nameros de fases; (C) classificagdo quanto a simetria na duracdo das fases e (D) classificacdo quanto ao
equilibrio da intensidade entre as fases da onda elétrica. Modificado de Ruiz-Silva (2006).

Uma possivel utilizacdo da EE é a formacédo de campos elétricos com a finalidade de
repelir espécies cujas caracteristicas fisiologicas possibilitam a deteccdo destes campos,
como € o caso dos elasmobranquios. Para este fim sdo desenvolvidos diversos dispositivos
que emitem campo elétrico com caracteristicas variadas, alguns produzem descargas
pulsadas de alta voltagem ou altas frequéncias (LOCKLEAR, 2007; BROAD et al., 2010).

A utilizacdo da EE para modular comportamentos em animais sofre as mesmas
limitacGes que a sua utilizacdo no tratamento de enfermidades. Assim, para se alcancar o
objetivo desejado é preciso conhecer todas as variaveis do sinal elétrico especifico para cada
espécie e para cada resposta objetivada, ou seja, um determinado sinal elétrico pode ser
antagonista para uma espécie e agonista para outra.

Em nosso estudo anterior (Silva 2014) foi testada a EE com trés frequéncias de campo
elétrico 10, 20 e 30 Hz em peixes da ordem siluriformes, mais especificamente surubins, e

verificamos que estes animais, estimulados com a frequéncia de 30 Hz, apresentavam
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modulagdo positiva do comportamento alimentar, com aumento do consumo e melhor

desempenho zootécnico, ganho em peso e comprimento total que animais controle sem EE.

2.2.1 Eletrorrecepcéo

A eletrorrecepcdo € uma caracteristica sensorial que permite aos individuos que a
possuem detectar campos elétricos fracos. Um exemplo ja citado sdo os Elasmobranquios,
mas ndo apenas estes: os Siluriformes, os Gymnotiformes, os Mormyriformes e alguns
anfibios e monotremados também possuem tal carateristica (BULLOK et al., 1982; ZAKON,
1988; KRAMER, 1996; PETTIGREW, 1999).

Como os outros sentidos, a eletrorrecepcdo possui variadas funcdes e grande
influéncia no comportamento dos animais. Em geral este sistema sensorial € utilizado para
deteccdo de presas, comunicacdo intraespecifica e para a eletrolocalizacdo (BULLOK et al.,
1982; FREITAS et al., 2006). Esta tltima é uma funcdo similar a ecolocaliza¢do ou o
biosonar dos golfinhos e morcegos, respectivamente, sendo utilizada apenas por grupos mais
especializados como Gynmnotiformes e Mormyriformes.

Os 6rgdos envolvidos na eletrorrecepcdo sdo os sistemas ampulario e tuberoso (fig.
4). As principais diferencas funcionais desses tipos de eletrorreceptores estdo na faixa de
sensibilidade e na frequéncia de sinal que ambos podem detectar, sabendo ainda que tal
caracteristica muda conforme a idade, sexo e espécie (BULLOK et al., 1982; NOGUEIRA,
2006). Assim, para que a estimulacdo elétrica tenha o resultado desejado é imprescindivel o
prévio conhecimento da biologia do grupo alvo e sua sensibilidade a frequéncia e amplitude

empregadas no estimulo.
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Fig. 4. Eletrorreceptores: Tuberoso (A) e Ampulério (B). Nogueira (2006), modificado.

Recentemente varios estudos tém demonstrado que a eletrorrecepcdo esta mais
difundida do que se sabia; tais estudos indicam que mamiferos aquaticos como golfinhos e
focas podem ter esta caracteristica sensorial (CZECH-DAMAL et al., 2012). Estas
descobertas reforcam a importancia deste sistema sensorial para a adaptabilidade de espécies
as diversas condicdes ambientais, principalmente na busca por alimento. Em seu estudo,
Czech-Damal et al. (2012) determinou a sensibilidade eletrorreceptiva do golfinho da
Guiana (Sotalia guianensis), que corresponde a 4,6 pV/cm? que é comparavel a dos
ornitorrincos (Ornithorhynchus anatinus). Para os siluriformes, segundo os diversos estudos
de sua eletrorrecepcdo, a sensibilidade elétrica deste grupo est4 concentrada na faixa de
frequéncia que vai de 1 a 30 Hz e a intensidade minima de 13 pV/cm? (ROTH, 1968;
PETERS e BUWALDA, 1972; ASANO e HANYU, 1987; HANIKA ¢ KRAMER, 2000;
COLLIN e WHITEHEAD, 2004), a depender da espécie e certamente do ambiente no qual
evoluiu. Os estimulos elétricos podem ser interpretados desde a presenca de uma possivel
presa ou de um provavel predador, dependendo das caracteristicas do sinal. Isso pode gerar
respostas fisiologicas distintas, como um estado de alerta similar ao estresse (COOMBS et
al. 2002; COLLIN e WHITEHEAD, 2004; ARAUJO, 2011).
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2.3 ESTRESSE EM PEIXES CULTIVADOS

Podemos considerar o estresse como uma condi¢do em que o equilibrio fisioldgico
encontra-se perturbado por um estimulo estressor, que pode ser intrinseco ou extrinseco. Os
mecanismos de controle desta resposta sdo muito similares entre os animais, apenas com
pequenas particularidades entres os grupos (FAGUNDES, 2009).

Na piscicultura ocorrem Varios e inevitaveis procedimentos considerados estressores
para os animais cultivados, tais como as repetitivas classificagdes por tamanho, 0s
procedimentos para reproducdo (que exigem o confinamento e captura dos animais), como
também a inoculacdo de hormdnios, etc. Tais procedimentos podem causar alteragdes
fisiologicas prejudiciais e as vezes irreversiveis, levando a morte do animal
(WENDERLAAR BONGA, 1997).

Alguns outros fatores que podem levar ao estresse em peixes durante o cultivo, como
alteracdes na qualidade da agua (parametros fisico-quimicos), a densidade de estocagem
(que aumenta as disputas por alimento e espac¢o), as caracteristicas individuais e especificas
dos individuos, o parasitismo, etc. (WENDERLAAR BONGA, 1997).

Em resposta aos estimulos estressores ocorrem alteraces que sdo classificadas em
respostas primarias, secundarias e terciarias, e cada qual possui caracteristicas que as
definem (FAGUNDES, 2009).

Na resposta primaria € marcante o aumento dos niveis plasmatico de catecolaminas
e cortisol (PANKHURST et al. 2008).

Na resposta secundaria registram-se mudanc¢as metabolicas como alteracdo na
glicemia, no glicogénio hepético e muscular e alteracdes hematoldgicas, como variagdes no
hematdcrito e no nimero de linfécitos, mas também, observam-se as altera¢cdes no balaco
hidromineral, que afetam principalmente o equilibrio osmético do organismo.

Por fim, na resposta terciaria, 0 somatorio das respostas primarias e secundarias leva
ao aparecimento de sintomas, tais como queda no desempenho produtivo (estagnacdo no
peso e crescimento) e o aumento da suscetibilidade dos animais a doengas (FAGUNDES,
2009).

Segundo o estudo de Pankhurst et al. (2008), existe uma forte relagdo entre os altos

niveis plasmaticos de cortisol e a redugdo no consumo alimentar em peixes, sendo, 0s
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estimulos estressores, fortes moduladores exdgenos dos niveis plasmaticos de cortisol nos
vertebrados.

Esta relacdo do cortisol com o consumo alimentar tem efeito marcante na
piscicultura, pois como ja foi mencionado, leva a reducdo do desempenho produtivo de
diversas espécies, com o aumento da mortalidade e a reducao da taxa de crescimento.

O estudo realizado por Fagundes e Urbinati (2008), com surubins submetidos a
estimulos estressores como captura e exposicdo aerea, transporte e variaveis periodos de luz,
demonstrou que as mudancas hematoldgicas e metabodlicas ocorridas nesta espécie sdo
bastante similares as demais espécies cultivadas, quando expostas a estimulos estressores de
forma aguda (resposta primaria e secundaria).

No entanto, apds periodos prolongados de estresse, as respostas fisiologicas
dependem das carateristicas metabdlicas de cada espécie, que, neste caso, Sdo
preferencialmente catabélicas e servem para 0 suprimento energético, na tentativa de
reequilibrar as alteracdes fisioldgicas impostas (FAGUNDES e URBINATI, 2008).

Isto sugere que em longo prazo o estimulo estressor levard também a um aumento
dos niveis de radicais livres e possivelmente ao estresse oxidativo, uma vez que € exigida
maior atividade mitocondrial.

O estresse oxidativo é evidenciado pelas lesGes causadas por espécies reativas de
oxigénios (ROS, do inglés) em proteinas, lipidios e DNA. As alteracbes metabolicas
causadas pelos agentes estressores levariam ao desequilibrio redox, onde a formacéo de ROS
ultrapassa a capacidade defensiva (antioxidante) das células do organismo, alterando seu
funcionamento (AMADO et al., 2009). Isso afeta diretamente o bem-estar dos animais
durante o cultivo, mesmo que em condic¢des normais exista a formacdo de ROS por diversos
tecidos como, por exemplo, cérebro, figado e tireoide, onde estas moléculas exercem
importamte papel funcional.

2.4 HEMATOLOGIA DE PEIXES

O estudo hematoldgico em peixes vem demonstrando grande eficiéncia na
determinacéo de doencas e do estado de saude destes animais (TAVARES-DIAS et al., 1999;
DAVIS et al., 2008). Obviamente ainda existem algumas lacunas a serem preenchidas até
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que esta ferramenta esteja no mesmo patamar que se encontra em rela¢do a sua precisao no
diagnostico de mamiferos, porém para algumas patologias esta ferramenta apresenta grande
preciséo e rapidez (ARAUJO et al., 2011).

As caracteristicas hematoldgicas dos peixes sdo bastante diversificadas quantitativa
e qualitativamente entre si, e muito mais, se comparada com outros grupos de vertebrados
como os mamiferos. 1sso se deve principalmente pela gama de variaveis ambientais (fisicas
e quimicas) as quais este grupo esta submetido.

Estas variagcOes impdem certa presséo seletiva formando diferentes adaptagcdes aos
diversos habitats (MELO et al., 2007).

As diferencas morfologicas do sangue de peixes em relagdo a mamiferos estdo na
forma dos eritrécitos (células vermelhas), que séo nucleados e ovais, mas também nas células
do sistema imune (leucdcitos), que apresentam alguns tipos distintos daqueles encontrados
nos mamiferos. Um exemplo é o leucdcito granular (LG), com forte reacdo ao acido
periddico de Shiff (PAS) ou LG-PAS, s6 ocorrente em peixes (CARVALHO et al., 2009;
TAVARES-DIAS et al., 2009).

Devido a variedade na forma e nos constituintes sanguineo dos peixes, existe a
necessidade de estabelecer valores de referéncia para cada espécie de interesse da piscicultura.

Tavares-Dias et al., (2009) descreve valores de referéncia para parametros eritrocitarios
de algumas espécies (tabela 2). Nesta tabela ficam exemplificadas as variagdes ocorrentes entre
as espécies, 0 que é bastante comum neste grupo de vertebrados. Estes valores de referéncia sdo
relevantes tendo em vista que alteragbes nestes pardmetros podem indicar situacdo de

parasitismos e estresses nos animais.

Tabela 2. Valores de referéncia para quantificagdo de eritrocitos e hematdcrito para espécies cultivadas.

Espécies

N Valores: Minimo/Maximo
Parametros

Tambaqui Matrinxa Pirarucu Surubins Tilapias

Eritrécitos (x 10°uL) 1,250-2,960 1,130-4,530 0,980 -3,420 1,350-2,820 0,710 -2,420

Hematocrito (%) 26,0 - 38,0 23,0-52,0 20,0-46,0 25,0-41,0 15,0-44,0

Tambagqui (Colossoma macropomum), Matrinxa (Brycon amazonicus), Pirarucu (Arapaima gigas), Surubins
(Pseudoplatystoma sp.) e Tilapias (Subf. Pseudocrenilabrinae) adaptado de Tavares-Dias et al. (2009).
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Também podem ser indicadores de estresse a reducdo do percentual de linfocitos e
aumento dos neutrofilos, segundo Tavares-Dias et al. (2009), que confirmou a eficacia da
hematologia como ferramenta para estudos da sanidade de peixes.

Em seu estudo, Davis et al. (2008) relacionou o perfil leucocitario com o estresse e
demonstrou que é possivel evidenciar o estresse hormonal (aumento nos niveis de cortisol)
por este parametro sanguineo, fazendo a relacdo neutréfilo/linfocito (N/L). Os autores
relataram que em situacdo de estresse ocorre aumento no numero de neutrofilos e reducédo
no de linfécitos, o que faz a relagdo N/L apresentar valores acima de 1 e concluiram
afirmando que esta relagdo pode ser utilizada para mensurar o estresse nestes vertebrados.

Todos estes fatores estressores podem levar a alteracdes no comportamento alimentar
em vertebrados. Como ja é conhecido, existe um sistema complexo de controle deste
comportamento regulado por diversos hormdnios que sdo a chave para a fisiologia alimentar

também nos peixes.
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RESUMO

O comportamento alimentar apresenta varias vias de controle que estéo interligadas.
Suas acBes podem ser sinérgicas, agonistas ou antagonistas, 0 que gera uma grande
complexidade nos mecanismos de regulacdo. Alguns horménios sdo elencados como
participantes deste controle da ingestdo de alimento pelos vertebrados, como o NPY,
orexinas A e B, AgRP e grelina, todos com agdo estimulante da alimentacdo (orexigeno), e
0s de acdo inibitdria da alimentacdo (anorexigenos) como CART, leptina, CCK e a-MSH.
O conhecimento em relacdo aos hormonios controladores da ingestdo alimentar em peixes
vem sendo ampliado na ultima década e trabalhos com diferentes abordagens estdo sendo
desenvolvidos, porém ainda h& grandes lacunas a serem preenchidas. Assim, nesta revisdo
temos como objetivo reunir as informacdes atuais referentes ao controle do comportamento

alimentar em peixes.

Palavras cheve: Peptideos; controle alimentar; anorexigenos; orexigenos

INTRODUCAO

O comportamento alimentar € muito complexo e regido por uma gama de
mecanismos enddgenos que estimulam (orexigenos) ou inibem (anorexigenos) este
comportamento. Tais mecanismos sd0 compostos pela interacdo das acbes de
hormdnios/peptideos, com grande atividade biologica e muitas vezes com multiplas funcdes.

Estas moléculas sdo sintetizadas e secretadas em diferentes tecidos nos vertebrados
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(MACDONALD e VOLKOFF, 2009; PETERSON et al. 2012; VOLKOFF, 2016; PITTS e
VOLKOFF, 2017). Algumas caracteristicas e estados metabolicos também influenciam o
apetite e saciedade nos vertebrados.

Como exemplo podemos citar o género (macho/fémea) e o estado reprodutivo, que
sdo fatores enddgenos. No entanto ndo apenas fatores enddgenos sdo responsaveis pela
complexidade do comportamento alimentar, hd também a acéo de fatores ambientais como
temperatura, ciclo dia/noite, disponibilidade do alimento, pH do ambiente, densidade de
estoque, etc. (HOSKINS e VOLKOFF, 2012).

Uma grande quantidade de peptideos orexigenos e anorexigenos sdo sintetizados no
cérebro e no trato gastrointestinal, mas também na pele, rins, branguias e células adiposas.

Os principais peptideos com acdo estimulante sobre a ingestdo de alimentos
conhecidos em vertebrados sdo o neuropeptidio Y (NPY), orexina A (OXA), orexina B
(OXB), Grelina e proteina relacionada a cotia ou Agouti-related protein (AgRP), sendo NPY
0 mais potente orexigeno hipotalamico atualmente conhecido (MATSUDA et al., 2012;
YOKOBORI, et al., 2012).

Também existem aqueles que possuem a¢do anorexigena (efeito de saciedade), como
0 peptideo de Transcricdo Regulada por Cocaina e Anfetamina (CART), horménio derivados
do Pro6-opiomelanocortina (POMC), colecistocinina (CCK) e leptina (MATSUDA et al.,
2012).

Em peixes ja foram identificados varios peptideos e horménios similares aos de
mamiferos, anfibios e aves, tanto na sequéncia de aminoacidos quanto na acéo bioldgica,
inclusive com uma taxa de conservagdo nos genes que codificam essas moléculas bastante
elevada (LARHAMMAR, 1996; MACDONALD e VOLKOFF, 2009; LI et al., 2012), como
ocorre com 0s NPY, OXA e OXB, CCK e CART.

Vaérios trabalhos demonstraram que o NPY é também, nos peixes, um potente
estimulador do apetite, com possivel envolvimento na reproducdo deste grupo (WU et al.,
2012; LI et al., 2012). Porém, alguns peptideos que estdo envolvidos no controle da
alimentacéo, ja bem conhecidos em mamiferos, ainda n&o foram identificados em peixes ou,
quando identificados, sua acdo é controversa aquela apresentada de uma espécie para outra
(HOSKINS e VOLKOFF, 2012).

Nesta revisdo buscou-se reunir o conhecimento atual sobre os principais

horménios/peptideos envolvidos no controle da ingestdo alimentar em peixes.
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PEPTIDEOS HIPOTALAMICOS

Orexigenos

Neuropeptideo Y (NPY)

NPY é um peptideo formado por 36 aminoécidos (aa) e seu primeiro relato foi no
cérebro de porco (TATEMOTO et al., 1982). Este peptideo € sintetizado por grupos celulares
do hipotadlamo, telencéfalo, amigdala, hipocampo e cértex cerebral, mas também por outros
tecidos e 6rgdos como baco, pele, rins, pancreas e tiredide, sendo encontrado em abundancia
no sistema nervoso (central e periférico) e no intestino (LI et al., 2012; MATSUDA et al.,
2012; LI, et al., 2016).

Este neuropeptidio faz parte de uma grande familia de peptideos juntamente com
Polipeptidio Pancreatico (PP), Peptideo YY (PYY) e o Peptideo Y (PY) (LI, et al., 2016). O
estudo de Murashita et al. (2009) demonstrou uma alta conservacéo da estrutura 3D do NPY
e de outros neuropeptidios como CART e AgRP (fig. 5), do Salméo do Atlantico (Salmo
salar) ao de humanos, entre outros vertebrados.

Vaérios estudos demonstram que injecdes tanto intracerebroventricular (ICV) quanto
intraperitoneais (IP) de NPY, com concentracdes a partir de 1 pg/g de peso corporal, séo
capazes de aumentar a ingestdo alimentar e o crescimento em peixe-dourado (Carassius
auratus), peixe-zebra (Danio rerio), truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), salméo e tilapia
vermelha (Sarotherondon hornorum), com uma forte relacdo dose-resposta.

O jejum prolongado também demostrou ser um forte estimulo para 0 aumento de
expressdo de mMRNA do NPY e, consequentemente, aumento significativo de seus niveis no
hipotdlamo de teledsteos (MATSUDA et al., 2011; MATSUDA et al., 2012; YOKOBORI,
etal., 2012; LI, et al., 2016).

Tambem foi observado recentemente, que administracdo oral de NPY pode causar
respostas no comportamento alimentar de garoupas (Epinephelus coioides) (WU et al.,
2012), demostrando que este peptideo € absorvido pelo trato gastrointestinal, mantendo sua

acdo bioldgica.
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(NP_001076401)
C
NPY Humano NPY Salmio

Fig. 5. Estrutura Tridimensional dos peptidios, em a) AgRPs, e b) CARTs de humano, salmédo do atlantico e
zebrafish, em ¢) NPYs de humano e salméo do atlantico. Adaptado de Murashita et al. (2009).

Em mamiferos foram identificados 5 receptores parao NPY 0s Y1, Y2, Y4, Y5e Y6.
Estes receptores estdo ligados a proteinas G e sua agdo € intermediada por aumento de
adenosina monofosfato de cadeia ciclica (CAMP) intracelular.

A acdo orexigena do NPY se faz pela interacdo com os receptores Y1 e Y5, tanto em
mamiferos quanto em algumas espécies de peixes, como o peixe-dourado. Isto fica evidente
quando esta acdo orexigena é bloqueada pelo antagonista do receptor Y1, BIBP-3226 (LI, et
al., 2016).

Atualmente ja existem evidencias que os receptores Y2 e Y4 estdo ligados a respostas
emocionais em mamiferos (EDELSBRUNNER et al., 2009; TASAN et al., 2009). Em
peixes, a interagdo do NPY com o receptor Y4 leva a um estado similar a ansiedade no peixe-
dourado (MATSUDA et al., 2011), sugerindo outras funcdes além do controle da ingestdo
alimentar.

H& vérias evidéncias da acdo regulatoria do NPY sobre a sintese de alguns
horménios, estimulando ou inibindo sua liberagéo, tais como os hormdnios somatotrépicos,
fator de crescimento similar a insulina do tipo 1 (IGF-1) e hormonio do crescimento (GH),
horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH), CCK e CART (LI et al., 2012; WU et al.,
2012; MANCEBO et al., 2013; ZHOU et al., 2013).
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Em lampreias, familia Petromyzontidea, terminais neuronais NPY-imunorreativos
estdo constantemente associados a células Tirosina hidroxilase (TH)-imunorreativas. Esta €
uma enzima chave para sintese de dopamina. Tal ocorréncia sugere a modulacdo de vias
dopaminérgicas pelo NPY (BARREIRO-IGLESIAS et al., 2010).

H& também evidéncias da regulacdo da reproducédo e do comportamento sexual feito
por horménios reguladores do apetite nos vertebrados (CELIK et al., 2015), e em uma
espécie de ciclideo (Cichlasoma dimerus) foi relatado a influéncia do NPY na secrecdo
hormonal das gonadas (DI YORIO et al., 2015).

Orexinas /Hipocretinas

Orexina A (OXA) e orexina B (OXB) ou como também sdo chamadas hipocretina 1
e hipocretina 2, sdo peptideos recentemente descobertos de forma simultanea por dois grupos
de pesquisa independentes, cujo seu primeiro relato foi em 1998, isoladas de cérebros de
ratos.

Em mamiferos, as orexinas sdo um potente estimulante do apetite; estas sao formadas
pela clivagem de um polipeptidio precursor, o prepro-orexina, constituido por 130-aa. Ap6s
a clivagem a OXA apresenta 33-aa enquanto a OXB 28-aa (YOKOBORI et al., 2011;
ZAWILSKA et al., 2013).

Atualmente, varias pesquisas caracterizaram 0 gene que codifica o prepro-orexina
em outros grupos de vertebrados além dos mamiferos, tais como peixes, anfibios e aves
(MACDONALD e VOLKOFF, 2010; WONG et al., 2011).

Em teledsteos a OXA possui uma cadeia mais longa, que pode variar de tamanho
dependendo da espécie, como é observado no peixe-zebra e no peixe-dourado, onde OXA é
formado por 47-aa enquanto que no bacalhau do atlantico (Gadus morhua) OXA apresenta
50-aa (WONG et al., 2011).

A distribuicdo dos neurbnios orexinérgicos em peixes € bastante variada entre as
espécies, sendo as principais regides cerebrais contendo células OXs-imunorreativas 0
nacleo supraquiasmatico, a area pré-éptica, o ndcleo paraventricular posterior e o nucleo

tibero lateral. Destas regiGes partem numerosas projeces de fibras para outras regides
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cerebrais tais como nucleo da rafe, locus ceruleus e grupamentos neuronais dopaminérgicos
e histaminérgicos (KOJIMA et al., 2009).

InjecBes ICV de orexinas (OXs) aumenta o consumo alimentar e a atividade
locomotora em peixe-zebra e no peixe-dourado, com forte relagdo dose-resposta (PANULA,
2010; ABBOTT e VOLKOFF, 2011). Também hé relatos do aumento da expressao de
MRNA para OX no hipotalamo do bacalhau do atlantico préximo a periodos de alimentacdo,
que sdo mantidos elevados até periodos de descanso noturno, sugerindo um controle
simultaneo de dois mecanismos fisioldgicos (HOSKINS e VOLKOFF, 2012), como mostra
a fig. 6.

Foram identificados até 0 momento dois receptores para OXs, 0 OXiR e 0 OX2R. O
primeiro apresenta maior afinidade com a OXA enquanto o segundo liga-se tanto a OXA
quanto a OXB com a mesma afinidade (WONG et al., 2011). Ambos 0s receptores estdo
acoplados a proteinas G, que podem ser dos tipos excitatoria, inibitéria ou ativadora da
fosfolipase C (WONG et al., 2011).

Os varios mecanismos de acéo da proteina G as quais os receptores OX:R e OX2R
estdo ligados permitem as OXs estarem envolvidas na regulacdo do comportamento
alimentar, no ciclo vigilia/sono e na reproducdo em mamiferos, mas com varios estudos ja
demonstrando estas a¢des também em peixes (YOKOBORI et al., 2011; WONG et al., 2011;
HOSKINS e VOLKOFF, 2012).
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Fig. 6. Expressdo de mRNA OX vs. mRNA de NPY no hipotadlamo de bacalhau do Atlantico. O nivel de
expressao de OX aumenta préximo as refeicGes e permanece elevado para diminuir apenas durante o periodo
de repouso noturno. Seta indica tempo de alimentacdo (10:00h). Adaptacdo do Hoskins e Volkoff, (2012).
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No peixe-zebra, machos dominantes apresentam niveis de expressdo de OXs mais
elevados que em animais subordinados, sugerindo que maiores niveis de OXs induzem
aumento na atividade locomotora e no estado de vigilia dos animais dominantes (PAVLIDIS
etal., 2011).

Alguns estudos demonstraram a interacdo das OXs com outros peptideos na
regulacdo do apetite, tais como NPY e grelina. Estes estudos apontam OXA como sendo
mais potente em aumentar a ingestao alimentar que OXB, e antagonistas do OX1R inibem a
acao orexigénica da grelina e NPY, sugerindo as OXs como moduladores da acdo destes
peptideos no controle da ingestao de alimentos (KOJIMA et al., 2009).

No controle do ciclo sono/vigilia, estudos demonstram que OXs agem em dois
centros especificos. No centro de excitacdo aumentam a frequéncia de disparos desses
neurénios estimulando o estado de vigilia, ja no centro de sono estimulam a liberacdo de
melatonina, que ja é conhecido como potente estimulador do sono em peixes.

Estas acOes sdo complexas e de dificil entendimento devido a variacGes em diferentes
fases do desenvolvimento (larvas e peixes adultos), necessitando de mais esfor¢o para
elucidacédo de questdes neste contexto (WONG et al., 2011).

Existe ainda, evidencias da interacdo de outros hormonios, como o hormdnio
liberador de tireotrofina (TRH), CART e de vias dopaminérgicas, com as OXs na regulacdo
do comportamento alimentar e na atividade locomotora em peixes (ABBOTT e VOLKOFF,
2011; VOLKOFF, 2013).

A glicopenia e o0 jejum prolongado aumentam a atividade de neurdnios secretores de
OXs, da mesma forma dietas ricas em proteina e pobres em carboidratos aumentam a
atividade locomotora em mamiferos. A glicose hiperpolariza os neurbénios orexinérgicos
inibindo sua acdo, enquanto que aminoacidos dietéticos despolarizam estes neur6nios
aumentando sua atividade (KUKKONEN, 2012).

A diversidade funcional das OXs ja é bastante conhecida, porém existem pontos que
necessitam de esclarecimento. Com isso, a grande parte dos trabalhos publicados atualmente
dividem seus focos principalmente nas agdes das OXs no controle da ingestdo alimentar e
no ciclo sono/vigilia (PANULA, 2010; ELBAZ et al., 2013).
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Agouti-related protein (AgRP)

O AgRP é um peptideo orexigeno produzido e liberado simultaneamente com o NPY,
mais especificamente por neurdnios localizados no hipotadlamo e pituitaria. Sua acéao
estimulante do apetite esta associada a interacdo com os receptores de melanocortinas
(hormdnio adrenocoticotrofico-ACTH, hormonios estimuladores de a-, - € y-melandcitos
a-MSH, B-MSH e y-MSH), blogueando a acéo destas nos receptores MC3R e MC4R (WAN
etal., 2012; VOLKOFF, 2016).

Estes dados sugerem que a acdo orexigena do AgRP ¢ efetivada pela inibi¢do no
sistema das melanocortinas, que é anorexigeno.

Os genes que codificam o AgRP ja foram recentemente identificados em aves e
peixes sendo, neste Ultimo, relatadas duas formas que codificam os AgRP 1 e AgRP 2, em
peixe-zebra e salmdo, enquanto, peixe-dourado e truta arco-iris apresentam apenas uma
unica forma do gene (WAN et al., 2012).

Ambas as formas detém alto nivel de conservacao estrutural, como mostrado acima
(fig. 5), e se assemelham a de outros vertebrados (MURASHITA et al., 2009). Esta é uma
evidéncia da acdo orexigena do AgRP também em peixes, uma vez que a estrutura de
proteinas esta diretamente relacionada com sua funcdo bioldgica. O AgRP € um forte
estimulo a ingestdo alimentar em Cypriniformes, com o jejum aumentando a expressao de
AgRP em peixe-dourado e peixe-zebra (VOLKOFF, 2016;). Por outro lado, o jejum por
periodo de sete dias levou a reducdo da expressdo de AgRP 1 no cérebro de salmao
(MURASHITA et al., 2009). Da mesma forma, Wan et al. (2012) observaram reducdo na
expressdo das duas formas de AgRP em carpa comum (Cyprinus carpio) apos trés dias de
jejum, o que evidencia um papel anorexigeno, demonstrando uma relacéo espécie especifica
do AgRP na regulacdo do apetite em peixes. Isto indica também a necessidade de ampliar os
esforcos nas pesquisas na tentativa de elucidar a acdo desse peptideo no controle do
comportamento alimentar de peixes, ampliando ndo apenas as espécies estudadas, mas

tambem os grupos de vertebrados incluindo os répteis, os anfibios e as aves.



33

Anorexigenos

Peptideo de transcricéo regulada por cocaina e anfetamina (CART)

O CART é um peptideo primeiramente isolado em cérebros de ratos apos a
administracdo aguda de cocaina ou anfetamina. Isso sugere uma possivel acdo mediadora do
CART para os efeitos de drogas psicoestimulantes. Suas func¢des biolodgicas conhecidas estdo
associadas a regulacdo da ingestdo alimentar, da atividade locomotora e a acgdo
neuroprotetora nos vertebrados (ZHANG et al. 2012). Outros estudos mostram a relagéo do
CART com diferentes sistemas, como o dopaminérgico, 0 GABAErgico e o eixo hipotalamo-
hipdfise-adrenal relacionado com o estresse. Ha, ainda, relatos da expressao de receptores
para leptina em neurdnios secretores de CART, 0 que pode demonstrar uma relagéo sinérgica
nos efeitos anorexigenos de ambos os peptideos (HUBERT et al., 2008; LESHAN et al.,
2010; XU et al., 2010; ZHANG et al. 2012).

Este peptideo é considerado anorexigeno nos mamiferos e aves (VOLKOFF, 2013).
Em peixes, injecdo ICV de CART reduz a ingestdo alimentar em peixe-dourado € o jejum
reduz a expressao do mRNA do CART no cérebro de peixe-dourado, peixe-zebra, bagre do
canal (Ictalurus punctatus), salmdo do atlantico, bacalhau do atlantico e carpa comum
(NISHIO et al., 2012; WAN et al., 2012; VOLKOFF, 2013). Por outro lado, a alimentacao
aumentou a expressao de CART no cérebro do bagre do canal (PETERSON et al. 2012).
Essas evidencias apontam para uma acao bioldgica do CART em peixe similar a conhecida
em mamiferos e aves.

Foram identificadas duas formas do CART (CART 1 e CART 2) em peixe-dourado
e evidéncias apontam para o CART 1 como a principal forma envolvida na regulacdo do
apetite nesta espécie (VOLKOFF e PETER, 2001). A quantidade de genes que codificam o
CART é bastante varidvel dentro dos vertebrados e entre as espécies de peixes. No peixe-
zebra foram identificados quatro genes, o que difere do peixe-dourado e da carpa comum
com apenas dois genes (NISHIO et al., 2012; WAN et al., 2012).

O CART também exerce papel na atividade locomotora em ratos e nos peixes.
InjecOes cerebrais aumentam a atividade exploratoria e a agressividade em ambos, e altas

doses de CART causa convulsfes e tremores nestas espécies, ndo existindo, no entanto,
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evidéncias da mediagdo dos efeitos da anfetamina pelo CART em peixes (VOLKOFF,
2013).

Grande parte do conhecimento sobre a acdo bioldgica e mecanismos aos quais 0
CART esta envolvido esta restrito aos mamiferos. Deste grupo ha um vasto material literario
evidenciando os diversos papeis e as interaces do CART em diferentes vias neuronais,
como a dopaminérgica e a GABAérgica, modulando as respostas aos efeitos de drogas
psicoestimulantes. Isto revela a necessidade de mais estudos desses mecanismos em outros
grupos de vertebrados menos visados, como répteis, anfibios e peixes, uma vez que ainda €
relativamente escasso 0s grupos de pesquisa dedicados a elucidar tais questdes. Vale
salientar que os poucos grupos dedicados a estudar a acdo deste neuropeptidio em peixes
tém contribuido de modo significativo para elevar o nivel de conhecimento sobre o controle

do comportamento alimentar nestes animais.

POMC — Melanocortinas (ACTH, a-, 5- e y-MSH)

As melanocortinas sdo peptideos derivados de uma unica molécula precursora, o Pro-
opiomelanocortina (POMC). Estes peptideos exercem forte inibicdo do apetite, sendo este
efeito mediado pela interagdo com dois dos cinco receptores (MC1R, MC2R, MC3R, MC4R
e MC5R), todos ligados & proteina G. Destes, 0 MC4R foi identificado em vérias espécies
de peixes, como o peixe-dourado, 0 peixe-zebra e a truta arco-iris, sendo apontado como a
principal via de sinalizacdo das melanocortinas na regulacdo do apetite (SANCHEZ et al.,
2009; SCHJOLDEN et. al.; 2009; WAN et al., 2012).

O POMC é expressado principalmente por neurdnios da glandula pituitaria, mas
também por neurénios do nucleo arqueado (ARC), e em peixes pelo nucleo tuberal lateral,
que equivale a0 ARC de mamiferos (CERDA-REVERTER et al., 2011). Injecdes ICV de
um agonista de a-MSH induz reducdo da ingestdo alimentar em Cypriniformes e, ainda,
injecdo de um agonista do receptor MC4R (Melanotan I1) reduz a expressao no hipotalamo
do NPY (KOJIMA et al., 2010), o que sugere que o efeito anoréxico das melanocortinas é
parcialmente mediado pela inibigdo da acdo orexigena do NPY.

Segundo os dados de Kojima et al. (2010) existe uma intima relacéo entre neur6nios

contendo NPY e neurénios que contém a-MSH. InjecGes IP, tanto de POMC quanto de a-
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MSH, reduzem a ingestdo alimentar do Salmdo, mas animais transgénicos com maior
expressao de GH ndo apresentaram alteragdes no padrdo alimentar depois de tratados com
a-MSH (WHITE et al., 2016), sugerindo que a acdo desta melanocortina pode ser inibida
por alta expressdo de GH. Este hormonio reduz a expressdo de POMC baixando os niveis de
a-MSH, mas também ha evidencias que o GH estimula a expressdo de peptideos orexigenos
como 0 AgRP, que ¢ um antagonista do receptor MC4R, impedindo a acdo do a-MSH
(SANCHEZ et al., 2009; WHITE et al., 2016).

Em peixe-dourado existem evidencias da interacdo de melanocortinas, como o
horménio concentrador de melanina (MCH). Este exerce seu efeito anorexigeno via
receptores MC4R e também ha evidéncias de que 0 MCH estimula a expressdo de POMC e
reduz a expressao de NPY nesta espécie (MATSUDA et al., 2009, KOJIMA et al., 2010).

PEPTIDEOS PERIFERICOS

Grelina (GRLN)

A GRLN foi originalmente identificada em estdbmago de ratos. Este é o
unico peptideo do trato gastrointestinal identificado, até 0 momento, que estimula o apetite
em mamiferos. As evidéncias da existéncia deste peptideo em peixes, como de sua agao
orexigena, foi um achado recente mais apropriadamente no inicio do ano 2000 (VOLKOFF,
2016). Os principais sitios de producdo da GRLN sédo o estbmago e o intestino, mas ja foram
descritas células secretoras de GRLN no hipotalamo e no figado de algumas espécies
(JONSSON, 2013).

Atualmente, varios estudos realizados com varias espécies, como peixe-dourado,
carpa gibel (Carassius auratus gibelio), piranha vermelha (Pygocentrus nattereri), tilapia
(Oreochromis mossambicus), etc., vém demonstrando a acdo da GRLN como estimulante
do apetite em peixes. O tratamento com este peptideo aumentou a ingestdo alimentar nestes
animais, assim como o jejum e a alimentacao levam a variagcdes nos niveis plasmaticos de
GRLN nos mesmos (SCHWANDT et al., 2010; NISEMBAUM et al., 2014; VOLKOFF,
2015; BLANCO et al., 2016; VOLKOFF, 2016; ZHOU et al., 2016). No entanto, ha
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controvérsias devido a dados obtidos de estudos com salmoniformes e siluriformes, por
exemplo. Em truta arco-iris o tratamento com GRLN reduziu a ingestdo alimentar; em
salmao do atlantico os niveis plasmaticos do peptideo diminuiram apés a privacao alimentar
dos animais; e no bagre do canal ndo houveram alteracdes pré- nem pos-prandial nos niveis
plasméticos e de expressdo da GRLN, demonstrando que nestas espécies este peptideo
exerce pouco efeito no controle alimentar ou um efeito anorexigeno (JONSSON et al., 2010;
HEVR@Y et al., 2011).

Nos mamiferos, os efeitos orexigenos da GRLN sdo mediados principalmente pela
ativacdo de vias aferentes glutamatérgicas para 0 ARC, onde s&o sintetizados e armazenados
0 NPY/AgRP. Em peixes, ndo apenas nucleos hipotalamicos orexigenos, mas também
anorexigenos (CART e POMC) e entéricos (CCK e GLP-1), estdo envolvidos na acédo da
GRLN (JONSSON etal., 2010; LOH et al., 2015; HEISLER e LAM, 2017). Esta informagéo
fornece pistas para explicar os efeitos supressores do apetite em algumas espécies, que
dependendo do estado nutricional pode ter maior ativacdo de centros inibidores que de
centros estimulantes do apetite.

A acdo da GRLN ¢é efetivada pela ligacdo ao seu receptor, ja identificado em varias
espécies de peixes. Este é também conhecido como receptor secretagogo de GH (GHS-R),
que é um receptor ligado a proteina G, sendo expresso em Vvarios 6rgdos como cérebro,
figado, estdbmago e intestino (JONSSON, 2013). O tratamento com antagonistas dos
receptores para NPY e orexinas, Y1 e OX1R respectivamente, inibem o efeito orexigeno da
GRLN e injecdo ICV de MCH reduz a expressdo de GRLN no hipotalamo do peixe-dourado
(KANG et al., 2011).

Ha relatos da acdo deste hormonio sobre a atividade locomotora, porém seu papel
ndo é claro. Estudos apresentando respostas diferentes ao tratamento com GRLN,
dependendo do local (IP ou ICV) e da espécie utilizada no estudo, os animais podem
apresentar aumento ou reducdo da atividade locomotora, demonstrando que o papel deste
peptideo pode mudar devido a espécies, e suas acdes centrais e periféricas também diferem
(KANG etal., 2011).

Mais recentemente foi verificada a acdo da enzima butirilcolinesterase (BChE; EC
3.1.1.8) controlando os niveis plasmaticos de GRLN. Esta enzima é capaz de hidrolisar a
GRLN impedindo sua acdo bioldgica. Tal mecanismo previne o aumento descontrolado da
ingestdo alimentar estimulado pelo peptideo em ratos, desta forma prevenindo a obesidade
nestes animais (BRIMIJOIN et al., 2016).
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Nos peixes ainda é incipiente o conhecimento sobre a agdo da GRLN no controle do
comportamento alimentar, devido a uma variedade de respostas deste hormonio nos diversos
estudo que apresentam acOes contraditdrias, o que enfatiza a necessidade de estudos que

utilizem outras espécies para um entendimento mais completo e conclusivo.

Colecistocinina (CCK)

A CCK é um peptideo formado por 115-aa, sintetizado no cérebro e
intestino, e neste a CCK é liberada por células enddcrinas, estimuladas pela presenca de
alimento no trato gastrointestinal (YUAN et al., 2014). J& foram identificadas algumas
formas biologicamente ativas da CCK, sendo a CCK-8 a mais potente na reducdo do apetite.
No bagre do canal foram identificados dois genes que codificam a mesma CCK-8, um com
255 pares de base e 0 outro com mais de 3800, o que difere de mamiferos (humanos e ratos)
que apresentam apenas um Unico gene para este peptideo (PETERSON et al., 2012).

Nos mamiferos a CCK retarda o esvaziamento do estdbmago, reduzindo a motilidade
gastrointestinal e promovendo saciedade. Também estimula a secrecdo gastrica, promove a
contracdo biliar e a secrecdo de enzimas pancreaticas, sendo estes efeitos também evidentes
em peixes (RUBIO et al., 2008; DOCKRAY, 2012; VOLKOFF et al. 2017). Os sinais
periféricos da CCK trafegam por fibras vagais, e esta sinalizacdo estd envolvida nas
respostas do trato gastrointestinal (TGI) a presenca de subprodutos dos alimentos
(DOCKRAY, 2012). Atualmente se conhece dois subtipos de receptores para CCK. O
subtipo-1 é expresso principalmente no TGI, enquanto o subtipo-2 é presente
predominantemente no cérebro (YUAN et al., 2014). Neste local, a CCK exerce um efeito
anorexigeno, reduzindo a ingestdo alimentar. Em peixes ja foi reportada a presenca de
células contendo CCK no hipotalamo, telencéfalo e pituitaria (RUBIO et al., 2008).

Varios estudos demonstram mudangas nos niveis de expressdo de CCK em
peixes alimentados e ndo alimentados, e a relagdo com o tecido/6rgdo em cada espécie. Por
exemplo, em Seriola quinqueradiata, Schizothorax prenanti e no bagre do canal, hd aumento
da expressdo de CCK no TGI ap06s a alimentacdo. Diferente resultado ocorre no cérebro do
peixe de caverna mexicano (Astyanax fasciatus mexicanus) e no bagre do canal, que mantem

0s niveis de expressdo de CCK cerebrais imutaveis nos peixes alimentados. Porém, nesta



38

mesma circunstancia, ha aumento da expressdo de CCK no hipotdlamo em dourados
(Salminus brasiliensis) e salméo do atlantico (VALEN et al., 2011; PETERSON et al., 2012,
WALL e VOLKOFF, 2013; YUAN et al., 2014 VOLKOFF et al., 2016). No estudo de
Volkoff et al. (2017) a expressdo de CCK reduziu no intestino, mas nao no hipotalamo de
pacu (Piaractus mesopotamicus) durante o jejum e ocorreram mudancgas na expressao apos
a alimentacdo, o que sugere a maior participacdo da CCK como fator periférico no controle
da ingestdo alimentar nesta espeécie.

O conhecimento da acdo da CCK em peixes ainda é inicial se levado em consideracao
0 grande nimero de espécies existente e o reduzido nimero de espécies as quais foram
submetidas a estudos desta natureza, porém nos animais estudados fica evidente a acdo
anorexigena da CCK. Mesmo assim se faz necessaria a ampliacdo das espécies estudadas

para melhor esclarecimento do papel da CCK no controle do comportamento alimentar neste

grupo.

Leptina

A leptina foi originalmente identificada em ratos obesos, sendo sintetizada
no tecido adiposo. Este peptideo tem papel importante ndo apenas no controle da ingestao
alimentar e no balanco energético, mas também em processos reprodutivos e na resposta ao
estresse, apresentando estas funcgdes tanto em mamiferos quanto em peixes (ROUBOS et al.,
2012; GORISSEN e FLIK, 2014; PARK e AHIMA, 2015). O trabalho de Volkoff et al.
(2003), foi o primeiro a sugerir a agdo da leptina como inibidor do apetite em peixes. Neste
trabalho, injecGes ICV de leptina humana reduziu a ingestdo alimentar no peixe-dourado.

Atualmente a leptina € isolada em varias espécies de peixes, onde
apresenta variadas funcdes bioldgicas e, diferindo da leptina de mamiferos, que apresenta
um anico gene, em peixes algumas espéecies possuem Varios genes para leptina (ex: lepA e
lepB), que codificam diferentes subtipos (ex: lepal e lepa2), como visto em salmédo do
atlantico. Também em contraste com mamiferos, a leptina nos peixes é produzida e secretada
por varios tecidos, principalmente o figado (COPELAND et al., 2011; TROMBLEY et
al.,2012; ANGOTZI, et al., 2013; BIRSOY et al., 2013; LONDRAVILLE et al., 2014). O

efeito anoréxico da leptina se da pela ligacdo ao seu receptor (LEPR), que é amplamente
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distribuido nos diferentes tecidos, com maior expressao nos rins, nas génadas, no coracgao e
no cérebro em salméo do atlantico (TROMBLEY et al.,2012). Este receptor esta associado
aos centros de controle alimentar estimulando sistemas anoréxicos (ex: CART, POMC e
CCK) e inibindo sistemas orexigenos (ex; NPY, OXs e AgRP). Este efeito foi visto no
trabalho de YAN et al. (2016), utilizando o peixe-dourado como modelo biolégico. Como
ocorre no peixe-dourado, o tratamento como leptina reduz a ingestdo alimentar e eleva a
expressao de CART e POMC no hipotalamo de truta arco-iris e na carpa capim
(Ctenopharyngodon idellus). Injecdo IP reduziu os niveis de NPY hipotaldmico em relacdo
ao grupo controle (VOLKOFF et al., 2003; LI et al., 2010; GONG et al., 2016). O trabalho
de Murashita et al. (2011), com salméo do atlantico tratado com leptina recombinante de
salmao (rsLepAl), mostrou que 10 ng/g de peso corporal reduziu a taxa de crescimento e
aumentou a expressdo de POMC, sugerindo que leptina reduz o crescimento afetando a
ingestdo de alimento pela via das melanocortinas.

Também ha evidencias da acao da leptina no metabolismo da glicose em
peixe-zebra. A falta de um receptor para leptina em animais knockout nesta espécie leva a
alteragBes nos niveis plasmaticos de insulina e glicose (MICHEL et al., 2016). Em uma
espécie de peixe elétrico, 0 Eigenmannia virescens, injecdo de leptina aumentou a taxa de
descarga do 6rgéo elétrico (DOE) nos animais em restri¢do alimentar, mas ndo em animais
normalmente alimentados, sugerindo a resposta da leptina ao estresse metabdlico (SINNETT
e MARKHAM, 2015). Vérios estudos recentes apontam a leptina como atuante no controle
da ingestdo alimentar em peixes, porém a acdo dela em outras vias metabdlicas ainda néo e
bem esclarecida, e varios dados divergentes entre as espécies dificultam ainda mais este

entendimento.

CONCLUSAO

O conhecimento sobre 0s mecanismos que controlam o comportamento alimentar em
peixes esta sendo ampliado nos ltimos anos, devido ao aumento do interesse da piscicultura
por este tema, que é de grande relevancia para aumentar a eficiéncia produtiva de diversas

espécies de importancia econémica, principalmente de habito carnivoro.
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Dos principais hormonios envolvidos neste complexo controle recebem destaque
NPY, OXs, CART, POMC, CCK e leptina, todos com suas agdes orexigenas e anorexigenas
ja bem elucidadas, mesmo que seus papeis em outros mecanismos reculatorios ndo sejam.

Em relacdo a AgRP e GRLN o entendimento mais aprofundado dos efeitos na
ingestdo alimentar se dara apenas em futuros trabalhos, pois atualmente ndo ha um dnico
entendimento sobre o papel destes peptideos no controle do comportamento alimentar em
peixes, como também ha controvérsias em relacdo a ligacdo de alguns destes peptideos em
outras vias metabdlicas além do controle do apetite.

Assim, vale salientar a necessidade de esforcos para a ampliacdo do ndmero de
espécies estudadas, sendo esta a melhor forma para montar as pecas que falta neste quebra-

cabeca.
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RESUMO

O surubim é uma espécie de peixe neotropical de grande valor econémico, bastante
apreciado pelo mercado nacional e internacional, porém esta espécie ainda apresenta
problemas em seu processo de producdo, principalmente nas fases iniciais do
desenvolvimento, na aceitacdo de racdo. Uma alternativa para solucionar este problema ¢ a
estimulacéo elétrica de baixa intensidade no momento da alimentagdo desses animais, no
entanto, testes que confirmem a seguranca desta técnica sao necessarios. Este trabalho teve
como objetivo avaliar parametros hematologicos e relacionados ao estresse oxidativo dos
surubins submetidos a estimulacdo elétrica. Foram utilizados 80 juvenis do género
Pseudoplatystoma com 16,2 + 4,42 g de peso e 13,1 £ 1,20 cm de comprimento total,
divididos em grupo estimulado com campo elétrico de 2,5 pV/cm? e frequéncia de 30 Hz e
grupo controle, com quatro réplicas cada. Foram realizadas coletas de dados biométricos
quinzenalmente, e de materiais biologicos para as analises hematoldgicas e bioquimicas
mensalmente. Uma vez por més, dois individuos de cada réplica eram sacrificados com
imersdo em solucdo de MS-222 em &gua e eram retirados o sague e o figado. Este ultimo foi
utilizado para as analises de estresse oxidativo. Os resultados demonstram que esta técnica
é eficiente na melhoria do desempenho produtivo, com os animais estimulados apresentando
diferenca significativa no ganho de peso, 30% maior, e no consumo de ragdo, quando
comparado com o controle (p< 0,05) (ANOVA-Tukey). Esta técnica também se mostra

segura pois ndo foi identificada diferenca entre 0s grupos experimentais, tanto nos
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parametros hematoldgicos quanto nos relacionados com o estresse oxidativo, indicando que
0s animais estimulados tém o mesmo estado de sanidade dos animais controle.
A estimulacdo elétrica dos animais demonstra ser segura e sua associacdo com o

manejo apropriado de cultivo é promissor.

INTRODUGCAO

Surubim é o nome genérico dado aos peixes da familia Pimelodidae, do género
Pseudoplatystoma, que ocorrem nas principais bacias hidrograficas da América do Sul. Estes
sdo dos maiores bagres da ordem Siluriformes (ROMAGOSA et al., 2003). A qualidade de
sua carne, de sabor suave e livre de espinhas, gera um grande interesse comercial, porém seu
estoque natural vem se tornando limitado devido a sobrepesca e a problemas causados pelo
uso dos rios, como a geracdo de energia elétrica, que impendem sua migracdo para
reproducdo (SILVA et. al.,, 2015). Isto vem incentivando o cultivo de surubins, que
demonstram um grande potencial produtivo, com uma producdo de 15.860 toneladas em
2016 (IBGE, 2016).

O aumento significativo na producdo do surubim nos ultimos anos tem relacdo com
a formacao de hibridos como o ponto e virgula um cruzamento entre P. corruscans com P.
reticulatum. Estes individuos apresentam melhor desempenho produtivo que seus parentais
(ALVES et. al., 2014). O processo de producdo das espécies do género Pseudoplatystoma
ainda ndo estd completamente dominado, sendo as principais limitacdes relacionadas a
reproducdo e nutricdo, principalmente nas fases jovens. Nesse periodo ocorre a baixa
aceitacdo da racdo pelos animais, resultando em alto indice de mortalidade devido as
deficiéncias nutricionais e ao canibalismo (CREPALDI, 2006).

Na maioria das espécies, 0s diversos sistemas sensoriais colaboram nas diferentes
fases do comportamento alimentar (atracdo, percepcao, captura, etc.), participando das varias
etapas do processo e com importancia diferente. A eletrorrecep¢do € uma modalidade
sensorial observada em varias espécies, e de modo geral esta relacionada a percepgéo e
captura de presas (BULLOCK etal., 1979; ZAKON, 1988; KRAMER, 1996; PETTIGREW,
1999). Na tentativa de auxiliar o surubim na percepcdo da ragdo e, consequentemente,

aumentar sua atragéo por esta, Silva et al. (2014) propuseram em sua patente a estimulacao
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destes animais no momento da alimentagdo com um campo elétrico de baixa frequéncia e
voltagem. Neste estudo os autores observaram que animais estimulados com tal campo
elétrico apresentavam melhor desempenho zootécnico (ganho em peso e comprimento total)
no final do cultivo que animais ndo estimulados. No entanto, ndo se sabe quais 0s
mecanismos pelos quais o estimulo elétrico age nem os efeitos no metabolismo, ou ainda se
este estimulo pode causar estresse nos animias. Assim é de relevante importancia conhecer
estes efeitos para garantir a seguranca deste metodo no processo de producdo do surubim,
afirmando sua eficiéncia, uma vez que estimulos estressores podem levar ao desequilibrio
fisiologico dos animais, aumentando principalmente sua suscetibilidade a infec¢des
oportunistas, (Fagundes 2009). Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os parametros do
estresse oxidativo e as caracteristicas hematoldgicas da série branca e hematocrito de

animais estimulados com campo elétrico de baixa intensidade.

MATERIAL E METODOS

O uso dos animais foi avaliado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais do Cento
de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE), processo
n° 23076.022419/2015-29, sendo o parecer favoravel aos protocolos experimentais
realizados.

O trabalho foi realizado no Laboratério de Fisiologia Comparada e Comportamento
Animal do Departamento de Fisiologia e Farmacologia (DFF) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). A coleta dos dados foi iniciada em mar¢o de 2016, e finalizada em
julho do mesmo ano totalizando 120 dias de cultivo.

Foram utilizados 80 juvenis de surubim com média de peso e comprimento inicial de
16,2 +4,42 ge 13,1 £ 1,2 cm, respectivamente. Foram formados dois grupos experimentais:
um estimulado com um campo elétrico com frequéncia de 30 Hz e intensidade de 2,5
mV/cm, segundo Silva et al. (2014) e um grupo controle, ambos com quatro réplicas
contendo 10 animais. O formato de onda utilizado na estimulacdo foi o dente de serra. O
sistema de estimulacao foi composto por duas hastes metalicas ligadas por fios condutores a
um circuito gerador de sinal, calibrado na frequéncia e intensidade desejada. As hastes eram

fixadas em um flutuador feito com tubos de PVVC. Neste também foram fixados eletrodos de
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referéncia, ligados a um osciloscopio (Tektronix 2225 50 MHz) para confirmagdo das
caracteristicas do sinal. Os animais foram acondicionados em oito tanques de PVC com
volume de 60 litros cada, interligados por um sistema de recirculacdo com filtro bioldgico
com vazédo de 2.000 L/h e aeragcdo constante. Durante o experimento, cerca de 20% do
volume dos tanques foi substituido diariamente. Os pardmetros de qualidade de agua foram
mensurados trés vezes por semana, sendo eles: oxigénio dissolvido com concentracéo de
5,01 + 1,05 mg/l, temperatura de 24,86 + 2,71°C, pH de 7,38 + 0,27 e a concentracdo de
amonia que foi de 0,005 + 0,002 ppm. Para avaliar estes parametros foram utilizados os
seguintes equipamentos: oximetro portatil (Instrutherm, MO-910) com termdmetro,
pHmetro de bolso (Instrutherm, PH-1700) e kit Labcon amoénia toxica agua doce. A
alimentacéo foi ad libitum ofertada uma vez ao dia com racdo comercial extrusada 32% de
proteina bruta durante todo experimento.

A estimulacdo dos animais ocorreu no momento da alimentagdo, com duragao de 10
minutos sempre as 10 horas da manha, tempo em que o alimento ficou disponivel para os
animais. Ap0s este periodo as sobras eram retiradas dos tanques. Para avaliar o consumo foi
ofertada uma quantidade conhecida de pellets (inicialmente contados), cujo peso médio era
de 0,65 g cada. Apds a contagem das sobras de cada tanque, era possivel estimar a quantidade
consumida da racdo em gramas por tanque. Para o grupo controle foram seguidos todos 0s
passos citados, exceto a estimulacdo. Esta etapa durou 120 dias. Neste periodo foram feitas
biometrias quinzenais para coleta de dados zootécnicos, peso e comprimento total. Outros
parametros, como ganho em peso médio diario (GPMD) que foi obtido pela formula peso

pi—pf)

inicial menos peso final dividido por dias de cultivo, (GMPD = >

- . eso seco ofertado e e . .
(Taxa de conversdo alimentar = P ! — 9) ) e (Eficiéncia alimentar =
ganho de peso imido (g)

ganho de peso umido(g)

), segundo Santos et al. (2016).

peso seco ofertado(g)
No final de cada més foram coletados figado e sangue de dois individuos de cada
tanque, previamente anestesiados com Tricaina metanosulfonato (MS-222, sigma), na
concentracdo de 150 mg/L, para a realizacdo das analises hematoldgicas e de estresse
oxidativo.
A laténcia para a alimentacdo foi mensurada diariamente pela observacdo no
memento da oferta do alimento, onde se iniciava o cronometro e este so era parado quando

fosse observado o comportamento alimentar do grupo em foco.



52

Hematologia

O sangue foi obtido por puncéo cardiaca com auxilio de seringa de 1 ml acoplada a
uma agulha hipodérmica de 25x0,8 mm contendo solucdo de EDTA 3%. Em seguida foram
feitos os esfregacos sanguineos em laminas comuns, em duplicatas, que posteriormente
foram coradas pelo pandtico rapido (Laborclin®). O restante do material sanguineo foi
utilizado para o microhematocrito. Esta técnica, descrita por Goldenfarb et al. (1971),
consiste no preenchimento de micro capilar até 2/3 do seu volume seguido de centrifugagéo
realizada em microcentrifuga (SPIN, 1000) a 12000 rpm durante 5 minutos, para evidenciar
as fases de divisdo sanguinea: eritrocitos, leucocitos e soro. A leitura das laminas foi
realizada em microscopio dptico com objetiva de 100x e dleo de imersdo. Foi realizada a
contagem direta de 100 células da série branca, (leucdcitos) por lamina, quantificando os

diferentes tipos encontrados segundo Sousa et al. (2013).

Estresse Oxidativo

Para as andlises de estresse oxidativo o material utilizado foi o figado. Este foi
homogeneizado em tampao tris-base 50 mM com EDTA 1mM e pH 7,4 ajustado com adicdo
de HCI, e posteriormente foram adicionados os inibidores de proteases Ortovanadato de
Sédio e Fluoreto de fenilmetano sulfonil (PMSF), ambos da Sigma-Aldrich e na
concentracdo de 1mM. Os homogenatos foram centrifugados a 12000 rpm durante 10
minutos e o sobrenadante foi separado e congelado em freezer -20 para posteriores analises.

O ensaio de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) foi realizado em
tubos de ensaios contendo a amostra com adicdo de dodecil sulfato de sddio (SDS) 8,1%,
acido acético 20% e TBA 0,8%. Esta solucéo foi incubada em banho Maria a 95 °C por uma
hora. Apds o resfriamento dos tubos foi adicionado o n-butanol e estes foram centrifugados
a 2500 g por 10 minutos. Em seguida foi retirada a fase organica e feita a leitura fotométrica
a 532 nm em microplacas transparentes de 96 pocos. Foi utilizada a curva do malondialdeido

como padréo.
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Para o ensaio da L-glutationa oxidada (GSSG) foi utilizado NaOH 0,1M, N-
etilmaleimida (NEM) na concentracdo de 5mg/ml em agua destilada e O-ftalaldeido (OPT)
na concentracdo de 1 mg/ml em metanol. O padrdo de L-glutationa oxidada foi utilizado na
concentracdo aproximada de 8,16 umol/L. A amostra foi incubada junto com o NEM por 30
minutos em temperatura ambiente e posteriormente foi acrescentado o NaOH. Em seguida,
200 ul da solucéo foi adicionado em placa preta de 96 pocos com OPT. A leitura foi realizada
no equipamento Varioskan flash (Thermo Fisher Scientific Waltham, Massachusetts, EUA)
com comprimentos de onda de 350 nm de excitagdo e 420 nm de emiss&o.

Para o0 ensaio da L-glutationa reduzida (GSH) foi utilizado o tampéo fosfato de sodio
0,1 M mais EDTA 5 mM pH 8, OPT 1 mg/ml em metanol. O padrdo L-glutationa reduzida
foi utilizado na concentracdo 32,5 umol/L. Foi preparada uma mistura de 50 pl da amostra
e 450 ul do tampaéo fosfato. Posteriormente foi pipetado em placa preta de 96 pocos. 50 ul
da mistura e 140 pl do tampéo fosfato mais 10 pl de OPT. Ap6s 15 minutos incubando em
temperatura ambiente e no escuro, foi feita a leitura em Varioskan flash com 350 nm de
excitacdo e 420 nm de emisséo.

Para a quantificacdo das espécies reativas de oxigénios (ROS) foi utilizado o
diacetato diclorofluorescina (DCFDA) 5 umol/L em &gua deionizada. Posteriormente foi
pipetado em placa preta de 96 pocos 100 ul do extrato e 100 pl do DCFDA e incubado em
37 °C durante 45 minutos no escuro. Apds este periodo foi feita a leitura no equipamento
Varioskan flash com 504 nm de excitacdo e 529 nm de emisséo.

Todos os protocolos utilizados neste trabalho foram gentimente sedidos pelo
Laboratorio de Endocrinologia do DFF — UFPE.

As andlises estatisticas foram realizadas no programa origin 8 utilizando como
modelo estatistico a ANOVA one-way e Tukey como pos teste, foiram considerados

significativo os resultados cujo p< 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Aspectos Zootécnicos

Os resultados zootécnicos corroboraram os resultados obtidos no estudo realizado
por Silva et al. (2014), confirmando o bom rendimento e a mudanga no comportamento
alimentar do surubim estimulado com campo elétrico de baixa intensidade e frequéncia de
30 Hz. Os animais submetidos a este estimulo apresentaram menor laténcia para alimentagéo

(fig. 7 A), como também aumentos no consumo da ragdo (fig. 7 B).

— | il

40~ - Clontrole

Laténcia (seg.)
Média de consumo (g)

=%

Controle Estimulado

Dias de Cultive

Fig. 7. (A) Comparagdo da laténcia para alimentacdo, em segundos, dos grupos controle média 31,51 + 3,5 e
estimulados com média 8 + 0,868, significativamente diferentes; (B) Média de consumo diario dos grupos
controle e estimulado no periodo de 120 dias de cultivo. Diferenga entre as médias € observada a partir dos 90
dias de cultivos, valores representados em média e erro padrdo (p< 0,05; ANOVA-Tukey).

Esta mudanca comportamental esta influenciando positivamente os parametros
zootécnicos, como peso final, ganho em peso médio diario (GPMD), taxa de conversdo
alimentar e eficiéncia alimentar (Tabela 3) dos animais estimulados, o que confere a estes
um desempenho significativo quando comparados com o controle. Em cativeiro esta espécie
apresenta problemas na aceitacdo de racdo principalmente em fases iniciais do
desenvolvimento (INOUE et al., 2009). Inicialmente podemos inferir que a estimulagdo
elétrica de baixa intensidade melhora os aspectos atrativos da ragdo, que a principio estimula

apenas o olfato e a visdo dos animais.



Tabela 3. Parametros zootécnicos mensurados durante os 120 dias de cultivo dos grupos controle e

estimulado.
Parametros Controle Estimulado
Peso inicial (g) 16,3+£0,7 16,02+ 0,6
Peso Final () 44,5+ 2,6 53,7+1,8*
GPMD (g) 0,24 £ 0,03 0,32 £ 0,002*
Comprimento Total Inicial (cm) 13,1+0,2 13,02 + 0,17
Comprimento Total Final (cm) 196 £0,5 20,6 +0,2
Taxa de Conversdo Alimentar (g) 2,4+0,2 1,8+0,01*
Eficiéncia Alimentar (%) 0,41 £ 0,03 0,55 + 0,003*

Ganho em peso médio diario (GPMD), valores sdo média
significativa entre médias da mesma linha; p< 0,05, n = 4 (ANOVA-Tukey).

Um fator importante a ser observado é a projecdo destes dados na curva de
crescimento destes grupos, que demonstra uma estimativa de ganho de aproximadamente
30% no peso ao final de 365 dias de cultivo para o grupo estimulado (Tabela 4). Também ¢
possivel observar nesta projecao que o grupo estimulado atinge um determinado peso cerca

de 150 dias antes que o controle.

SE. (*) indica diferenca
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Tabela 4. Projecéo estimada do peso dos grupos controle e estimulado em um ciclo de cultivo com duragéo

de um ano em ambiente de laboratério.

. . Peso (g)
Dias de cultivo Controle Estmulado Ganho (%)
115 43,97 50,882 15,70
120 44,30 51,462 16,15
150 46,06 54,632 18,61
200 48,39 59,04 22,00
270 50,912 64,06 25,83
300 51,812 65,93 27,24
365 53,522 69,57 29,97

Valores obtidos pela equacdo y = A2 + (A1-A2)/(1+(x/x0)"p). Letras iguais indicam similaridade entre

valores.
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Vale salientar que, mesmo sob forte controle, as condi¢6es de cultivo em laboratério
ndo sao as ideais e mais confortaveis para os animais, devido a diversos fatores de manejo
neste ambiente que € menos resiliente. Segundo Kubitza et al. (1998) e Campos (2010), para
um bom desempenho no cultivo de surubins deve ser ofertado de trés a seis lances de ragado
45% de PB por dia e de 4 a 10% do peso vivo de cada tanque. Em nosso estudo ofertamos o
alimento apenas uma vez ao dia com racdo 32% PB o que explica os valores de crecimento
inferiores que em situacdo real de cultivo. Mesmo assim fomos capazes de demonstrar que
a eletroestimulacdo é eficiente em molhorar o desempenho do surubim. E podemos esperar
resultados ainda melhores em campo e sobre condiges reais de cultivo.

Anélises Hematoélogicas

As células observadas no sangue dos animais neste estudo ndo diferiram dos demais
estudos de caracterizacdo sanguinea de teledsteos no que se refere a morfologia. Pequenas
varia¢Bes na quantidade e nos tipos de células encontradas séo aceitaveis devido as variacoes
entre as espécies (JERONIMO et al., 2009; TAVARES-DIAS et al., 2008). Os critérios para
identificacdo dos tipos celulares foram os mesmos descritos por Sousa et al. (2013), sendo
eles a morfologia do nucleo, a relacdo deste com o citoplasma, a distribuicdo dos granulos
no citoplasma e a coloracdo, que por sua vez seguiu o principio de coloracdo de
Romanowsky. Na tabela 5 encontram-se os resultados do hematocrito realizado com o
sangue dos grupos controle e estimulado, cujos valores ndo apresentaram diferenca

estatistica.

Tabela5. Valores (%) do hematdcrito dos grupos controle e estimulado nos meses de cultivo (ANOVA-Tukey).

Grupos Experimentais

Dias de Cultivo . Valor de
Controle Estimulado (30Hz) Referéncia
30 249+18 26,7 +2,08
60 32,325 30,4 £ 2,06 250-41,0
90 23,8+2,8 23,7+2,3

120 27,7+3,7 325+18
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Os valores estdo dentro do esperado para a espécie e correspondem aproximadamente
aos valores encontrados por Tavares-Dias et al. (2009) em seu estudo. Isso demonstra que
neste aspecto, a estimulacdo elétrica de baixa intensidade ndo leva a alteracdes eritrocitarias
nesta espécie. Uma vez que animais expostos a agentes estressores apresentam estas
alteracOes em até 72 h, como descrito por Cyriac et al. (1989), e tais alteracdes nao ficaram
evidentes durante os 120 dias deste estudo, é aceitavel afirmar que estes animais estdo em
boas condi¢des de saude e bem-estar. Segundo Bezerra et al. (2013) outras indicacGes de
estresse como retardo do crescimento, reducdo na alimentacgdo e suscetibilidade a infeccbes

podem ocorrer, porém tais indica¢des ndo foram evidenciadas neste estudo.

Os pardmetros leucocitarios também néo diferiram entre os grupos. Os valores
percentuais da contagem diferencial estdo expressos abaixo (tabela 6) juntamente com a
relacdo neutrofilos/linfocitos, onde os linfécitos foram as células mais abundantes seguidos
de monacitos e neutréfilos, estando em conformidade aos trabalhos de Davis et al. (2008),
Tavares-dias et al. (2008), Jerdnimo et al. (2009) realizados com outras espécies, estando
estes valores dentro da normalidade.

Tabela 6. Perfil leucocitério e relacdo neutrofilo/linfocito dos grupos controle e estimulado nos 120 dias de
cultivo, p< 0,05 (ANOVA-Tukey).

Grupos Experimentais Relacdo N/L
Dias de Cultivo Tipos Celulares
Controle Estimulado Controle Estimulados
Neutrofilos 787 +494 5,37 + 3,73
30 Mondcitos 32,13 + 8,29 3229+ 11,71 0,1471 + 0,044 0,0998 + 0,045
Linfécitos 59,33 £ 10,32 60,38 + 11,28
60 Neutrofilos 2,74 +1.80 256 =145
Mondcitos 19,38 + 8,56 21,56 + 9,07 0,0506 + 0,01 0,0445 + 0,022
Linfécitos 76,44 + 9,09 75,19 + 11,09
90 Neutrofilos 3,62+ 157 1,62 +0,75
Monbcitos 36,5 + 10,21 42,38 + 8,46 0,0692 + 0,045 0,0113 + 0,006
Linfocitos 56,5 + 10,19 475 + 10,60
120 Neutrofilos 2,58 + 0,49 1,83 +£0,32
Mondcitos 44,08 + 12,35 38,58 + 10,66  0,0885 + 0,069 0,0371 + 0,006
Linfécitos 50,83 £ 10,27 4942 £5,34
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Segundo Davis et al. (2008) estes parametros sdo bons indicadores de estresse,
principalmente a relacdo entre neutrdfilos e linfocitos. Estes resultados demonstram que
provavelmente estes animais ndo sofreram estresse imposto pelo estimulo elétrico. Uma vez
que ndo ha diferenga entre as médias dos grupos, podemos considerar 0 mesmo estado de
sanidade entre eles. Mesmo ndo havendo diferenca estatistica entre os grupos estudados 0s
animais estimulados apresentam uma tendéncia a menor valor de relacdo neutrofilo/linfocito,
0 que esta associado diretamente com a reducdo de neutréfilos neste grupo. Esta tendéncia
nos leva a aceitar que o estimulo elétrico aplicado em condigdes ideais de cultivo pode levar
também a uma melhora no bem-estar dos animais, tendo em vista que as mudancas no perfil
leucocitario podem ser relacionadas aos niveis de cortisol e catecolaminas no sangue destes
animais (Davis et al., 2008). Aumento nos niveis desses hormdnios leva a uma maior

proliferacdo de neutrofilos e uma redugdo dos linfdcitos.

Analises de estresse oxidativo

Os resultados destas anélises demonstraram um bom estado de sanidade dos animais
estimulados (fig. 11), uma vez que ndo foi evidenciado diferenca entres os grupos. Os
resultados do TBARs, (fig. 11 A) niveis de Malondialdeido um subproduto da peroxidacao
lipidica, como os resultados apresentados na figura (11 B) que representa a quantificacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e na figura (11 C) onde se encontra a relacdo entre

glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG), nos permite essa concluséo.
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Fig. 11. (A) Quantificacdo indireta da peroxidagdo lipidica pelo ensaio TBARSs nos extratos de figado. Valores
de malondialdeido expressos em nM/mg de proteina, durante os dias de cultivo nos grupos controle e
estimulado, ndo havendo diferenca entre os grupos. (B) Quantificacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
dos extratos de figado, durante os dias de cultivo nos grupos controle e estimulado, (*) indica diferenga entre
controle e estimulados p> 0,05 (ANOVA-Tukey). (C) Relacdo GSH/GSSG realizada como os extratos de
figado, indicagdo do estado redox dos grupos controle e estimulado durante os dias de cultivo que ndo apresenta
diferenca entre os grupos.
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No primeiro més de cultivo ocorreu a maior producdo de malondialdeido indicando
maior peroxidacéo lipidica, sendo este resultado esperado devido ao periodo de adaptacédo
dos animais ao ambiente de laboratorio. No estudo realizado por Peng-Fei et al. (2016), com

alimentacdo de peixes onde o agente estressor foi altos niveis de gordura, os autores
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observaram a maior peroxidacdo lipidica relacionada com maiores niveis de gordura na
racao, que levava a um estado de estresse oxidativo. No entanto, ndo havendo diferenca entre
0S grupos experimentais podemos afirmar que os animais estimulados, ndo sofrem estresse
no tratamento com eletroestimulagao.

A quantificagdo de espécies reativas de oxigénio ROS estd em conformidade com os
dados de TBARSs, uma vez que quanto maior a producdo de ROS, maior sera a peroxidacdo
lipidica (PENG-FEI et al., 2016).

Como esperado no primeiro més, foi observado uma maior producgéo de ROS pelos
grupos experimentais, possivelmente associado a aclimatacdo dos animais ao laboratério
(iluminacdo e manejo) sem diferenca entre 0s grupos. Porém, no quarto més, foi observado
diferenca entre os grupos, onde os animais estimulados apresentaram um valor menor que o
controle. Este resultado reforca a ideia que o estimulo elétrico associado a alimentacdo leva
a uma melhor condicdo fisiologica, no entanto, nao fica claro o porqué desta diferenca. As
espécies reativas de oxigénio sdo moléculas importantes para varias funcdes metabdlica nos
organismos. Neste caso, € necessario estudo do metabolismo desta espécie para identificar
se ha influéncias do estimulo elétrico nesta oscilacdo, que neste trabalho, ndo demonstrou
ser problematica para os animais estimulados, devido ao bom desempenho apresentado.

O estado redox dos grupos ndo apresentou diferenca com o valor da relacdo entre
glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG), ficando acima de um como
indicado na figura (11 C) indicando maior concentracdo de GSH, o que é esperado em
condig¢des normais de sanidade (AMADO et al., 2009).

Estes resultados complementam os anteriores e confirmam que o estimulo elétrico
ndo leva os animais a um estado de estresse. O que parece é que este estimulo sensorial
proporciona um certo bem-estar nos animais e que a longo prazo este bem-estar fica mais
evidente. E bastante plausivel aceitar que a associacao do estimulo elétrico com um ambiente
real de cultivo venha a produzir excelentes resultados tanto nos aspectos zootécnicos quanto
nos fisioldgicos. Isso provavelmente se da pelo enriquecimento ambiental que o estimulo
elétrico produz quando no momento da alimentacdo simula uma presa viva. Isto, para uma
espécie carnivora como o surubim, representa um aumento na atratividade da ragdo para

estes.



61

CONCLUSAO

Os animais submetidos ao estimulo elétrico de 30 Hz apresentam melhor
desempenho zootécnico em relacdo ao controle. Desta forma a estimulacdo elétrica de baixa
intensidade mostrou-se eficiente na modulagdo do comportamento alimentar do surubim,

aumentando a aceitacdo da racdo e melhorando seus pardmetros zootécnicos.

A eletroestimulacéo é segura e eficaz, sua associacdo com 0 manejo apropriado para
0 cultivo do surubim pode prover melhorias no rendimento produtivo desta espécie. Ha
evidéncias que a associacdo da eletroestimulacdo com a alimentacdo nesta espécie
proporciona mudancas fisioldgicas. Porém, estudos do metabolismo da espécie sdo
necessarios para esclarecer a influéncia do estimulo elétrico em parametros que apresentam

certas tendéncias nos animais estimulados.

REFERENCIAS

AMADQO, L.L. et al. A method to measure total antioxidant capacity against peroxyl
radicals in aquatic organisms: Application to evaluate microcystins toxicity. Science of the
total environment, v. 407, p. 2115-2123, 20009.

ALVES, A.L.; VARELA, E.S.; MORO, G.V.; KIRSCHNIK, L.N.G. 2014. Riscos
Genéticos da Producdo de Hibridos de Peixes Nativos. Palmas: Embrapa Pesca e
Aquicultura, 2014. 60 p. (Documentos / Embrapa Pesca e Aquicultura).

BEZERRA, R.F. et al. Pirarucu, Arapaima gigas, the amazonian giant fish is briefly
reviewed. In: Fish, Fishing and Fisheries, Nova Biomedical, New York, 2013, p. 49.

BULLOCK, T.H.; NORTHCUTT, R.G.; BODZNICK, D.A. Evolution of electroreception
Original Research Article Trends in Neurosciences, v. 5, p. 50-53, 1982.

CAMPOQOS, J.L. O cultivo do pintado, Pseudoplatystoma corruscans (Spix e Agassiz, 1829),
outras espécies do género Pseudoplatystoma e seus hibridos. In: BALDISSEROTTO, B.;
GOMES, L. C. (Eds.) Especies nativas para piscicultura no Brasil. Santa Maria: UFSM,
2%ed., 2010. p. 335-361.



62

CYRIAC, P.J.; ANTONY, A.; NAMBISAN, P.N.K. Hemoglobin and hematocrit values in
the fish Oreochromis mossambicus (Peters) after short term exposure to copper and
Mercury. Bulletim of Environmental Contamination and Toxicology, v. 43, p. 315-320,
1989.

CREPALDI, D.V. et. al. O surubim na aquacultura do Brasil. Revista Brasileira de
Reproducdo Animal, v. 30, n. 3, p. 150-158, 2006.

DAVIS, A K; MANEY, D.L; MAERZ, J.C. The use of leukocyte profiles to measure stress
in vertebrates: A review for ecologists. Functional Ecology, v. 22, p. 760772, 2008.

FAGUNDES, M. Estudos fisioldgicos e metabdlicos do estresse de manejo do pintado
(Pseudoplatystoma corruscans). 2009. 139fl. Tese (Doutorado em Aquicultura)
Universidade Estadual de Séo Paulo, Jaboticabal, Sdo Paulo, 2009.

GOLDENFARB, P.B. et al. Reproducibility in the hematology laboratory: the
microhematocrit determinations. American Journal of Clinical Pathology, Philadelphia,
v.56, n.1, p.35-39, 1971.

INOUE, L.A.K.A.; HISANO, H.; ISHIKAWA, M.M.; 2009. Principios basicos para
producdo de alevinos de surubins (pintado e cachara). Dourados: Embrapa Agropecuaria
Oeste; Manaus: Embrapa Amazonia Ocidental; Corumba: Embrapa Pantanal, 2009, 26

p.

JERONIMO, G.T. et. al. Hematological parameters of Pimelodus maculatus (Osteichthyes:
Pimelodiade) from polluted and non-polluted sites in the Itajai-Acu river, Santa Catarina
State, Brasil. Acta Scientiarum Biological Sciences, v. 31, p. 179-183, 2009.

INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA (IBGE). Producéo da
pecuaria municipal 2016. Producdo Pecuaria Municipal, v.44, 2016.

KRAMER, B. Electroreception and Communication in Fishes. In: Kramer, B. Progress in
Zoology. 42. ed. Jena, Gustav Fischer Verlag, 1996, p. 1109.

KUBITZA, F.; CAMPOS, J.L.; BRUM, J.A. Producéo Intensiva no Projeto Pacu Ltda. e
Agropeixe Ltda. Panorama da Aquicultura, v.8, p.41-49, 1998.

PETTIGREW, J.D. Electroreception in monotremes. The Journal of Experimental
Biology, v. 202, p. 1447-1454, 1999.

ROMAGOSA, E. et al. Biologia reprodutiva de fémeas de cachara, Pseudoplatystoma
fasciatum (Teleostei, Siluriformes, Pimelodidae), mantidas em cativeiro. Boletim do
Instituto de Pesca, Sao Paulo, v. 29, n. 2, p. 151-159, 2003.

SANTOS, J.F. et al. Digestive enzyme activity in the intestine of Nile tilapia (Oreochromis
niloticus L.) under pond and cage farming systems. Fish Physiolgy Biochemistry, v. 42, p.
1259-1274, 2016.



63

SILVA, L.C. Efeito da estimulacao elétrica de baixa intensidade na aceitacéo do
alimento inerte no surubim pseudoplatystoma corruscans. 2014. 50fl. Dissertacao
(Mestre em Bioquimica e Fisiologia), Centro e Ciéncias Biologicas, Universidade Federal
de Pernambuco, Recife, PE, 2014.

SILVA, L.C.; BEZERRA, R.S.; SANTOS, S.D.; SILVA, V.L. Estimulador elétrico para
alimentacéo e atracdo de peixes e seu processo de utilizacdo. Revista de Propriedade
Industrial, 2294, BR 10 2012 033510-7 A2, 2014.

SILVA, A.P.; Lima, A.F.; Lundstedt, L.M. A pesca e a aquicultura de surubins no Brasil:
Panorama e consideracgdes para a sustentabilidade. Palmas, TO: Documentos Embrapa
Pesca e Aquicultura 21, 2015, 42 p.

SOUSA, F.M.C.; et. al. Morfologia das células sanguineas de mandi (Pimelodus
maculatus, lacépede, 1803). Revista Cientifica Eletronica de Medicina Veterinaria, n.
21, acesso em 02/11/2016 http://faef.revista.inf.br/site/e/medicina-veterinaria-21-edicao-
julho-de-2013.html#tab906.

TAVARES-DIAS, M. et. al. Hematologia: ferramenta para 0 monitoramento do estado de
salde de peixes em cultivo. In: Saran-Neto, M.; Pozzobon-Soria, W.S. (Org.). Tépicos
Especiais em Saude e Criacdo Animal (12 ed.), Pedro & Jodo Editores, Sdo Carlos, 2009.

TAVARES-DIAS, M.; MORAES, F.R.; IMOTO, M.E. Hematological parameters in two
neotropical freshwater teleost, Leporinus macrocephalus (Anostomidae) and Prochilodus
lineatus (Prochilodontidae). Bioscience Journal, v. 24, p. 96-101, 2008.

ZAKON, H.H. The electroreceptors: diversity in structure and function. In: Sensory
Biology of Aquatic Animals. Atema, J.; Fay, R. R.; Popper, A. N.; Tavolga, W. N. (Ed.).
Berlin: Springer-Verlag, 1988, p. 813-850.

PENG-FEI, Z. et al. Dietary lipid concentrations influence growth, liver oxidative stress,
and serum metabolites of juvenile hybrid snakehead (Channa argus 3 Channa maculata).
Aquaculture International, v. 24, p. 1353-1364, 2016.



64

5 USO DE CAMPO ELETRICO DE BAIXA INTENSIDADE NO TREINAMENTO
ALIMENTAR DE SURUBIM (Pseudoplatystoma corruscans)

Luciano Clemente da Silva?, Sergio Antonio Medeiros MarinhoP; Caio Rodrigo de Assis®®;
Valdir Luna da Silva? Ranilson de Souza Bezerra®

2 aboratorio de Fisiologia Comparada e Comportamento Animal, Departamento de Fisiologia e Farmacologia,
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) Recife, Pernambuco; ? Ceraqua-CODEVASF, Porto Real do
Colégio-AL; ¢ Laboratério de Enzimologia, Departamento de Bioquimica - UFPE,,
luciano_tempus@yahoo.com.br

RESUMO

Com o objetivo de verificar os efeitos do uso de campo elétrico de baixa intensidade
no treinamento alimentar de alevinos de P. corruscans, foi realizado na base da CODEVASF
Ceraqua-AL, o treinamento de 600 alevinos para o0 consumo de ragéo, os animais divididos
ao acaso em dois grupos experimentais, controle e estimulado, em triplicata. Nosso
experimento teve duracao total de 30 dias. Os animais foram mantidos em caixa de PVC 200
litros de &gua com renovacgdo constante. Foram mensurados ganho em peso, comprimento
total, laténcia e taxa de sobrevivéncia como pardmetros de desempenho dos grupos
experimentais. Ao final do experimento a laténcia para o comportamento alimentar foi
diferente nos grupos com média de 7,13 £ 0,612 segundos no grupo estimulado e 19,01 +
1,45 para o controle, demostrando um efeito modulador do comportamento pelo estimulo
elétrico. Porém ndo houve aumento no desempenho (ganho em peso e comprimento total)
dos animais estimulados com relagdo ao controle. Apesar de os beneficios da estimulacdo
elétrica para animais em treinamento ndo ficarem evidentes, é possivel que os peixes na fase
seguinte (pds treinamento) possam apresentar resultados ainda melhores. S8o essenciais
mais estudos que retnam estas duas fases do desenvolvimento do surubim em um Gnico

experimento.
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INTRODUCAO

A aquicultura ¢ um setor de producdo de alimentos que vem demonstrando nas
ultimas décadas um crescimento significante com a producéo de 73,8 milhdes de toneladas
no ano de 2014, segundo os dados da Food and Agriculture Organization of United National
— FAO (2016). Neste contexto, a piscicultura tem destaque no Brasil com a contribui¢édo de
mais de 70% do pescado que é produzido no pais, sendo tilapia, tambaqui e seus hibridos,
carpa e surubins (bagres do género Pseudoplatystoma) as espécies mais cultivadas (IBGE,
2016).

Os surubins sdo peixes de couro que alcangam grande porte com exemplares
capturados na natureza com mais de 30 Kg (relatos locais) e séo bastante apreciados tanto
na culinaria nacional quanto na internacional. O cultivo desta espécie é promissor devido ao
seu bom rendimento e seu rapido crescimento (FANTINI et al., 2013), porém gargalos no
processo produtivos, como alta mortalidade e dificuldades na reproducéo, tornam seu cultivo
oneroso principalmente para pequenos produtores (INOUE et al., 2009).

De modo geral a piscicultura de peixes carnivoros e também de algumas espécies
onivoras apresentam, em fases iniciais do desenvolvimento como larvicultura e alevinagem,
uma baixa aceitacdo do alimento inerte e consequentemente alto indice de canibalismo
(DEIMER et al 2010). Estes problemas dificultam o alcance do grande potencial que tem
este setor, devido as taxas de sobrevivéncia de algumas espécies de interesse comercial ndo
chegarem a 20%, da eclosdo ao abate, elevando o custo do produto final.

Varios estudos tentam encontrar solugdes para este problema, tais como pesquisas da
fisiologia, das exigéncias nutricionais e do comportamento de varias espécies, estudos estes
gue vém fomentando novas técnicas que possibilitam a utilizacdo destes animais no sistema
de cultivo (SOUZA et al., 2015; SILVA et al., 2014; SOUZA et al., 2014; SANTOS et al.,
2013; ANDRADE et al., 2004).

Um avango significativo nas ultimas décadas foi o desenvolvimento de técnicas para
0 treinamento dos alevinos para a aceitacdo do alimento seco. Mesmo com taxas de
sobrevivéncia ainda baixa para algumas espécies, o treinamento alimentar viabilizou o
cultivo de espécies como o P. corruscans (surubim) e Arapaima gigas (pirarucu) (INOUE
et al., 2009; RODRIGUES et al., 2015).
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Porém estudos sobre estimulos que podem modular comportamentos ndo sdo 0s mais
comuns, embora possam proporcionar avangos nos métodos ja existentes. O estimulo
elétrico é, para algumas espécies, mais significante que estimulos visuais ou olfativos
(GIAQUINTO e HOFFMANN, 2010), e levam o animal a apresentar comportamentos
variados como fuga (medo), agressividade e comportamentos de alimentagéo (predacéo,
forrageio etc.). Estudos como os de Collin e Whitehead (2004), Hanika e Kramer (2000),
Asano e Hanyu (1986), Peters e Buwalda (1972) e Roth (1968) demonstraram a sensibilidade
dos bagres com relacéo a campos elétricos com baixa intensidade e frequéncia, o que levou
a Silva et al. (2014) a desenvolverem e patentearem o sistema de estimulagdo elétrica, que
aumenta o consumo de racdo por surubins ja treinados em aproximadamente 30% em relacdo
ao grupo ndo estimulado. Assim, o objetivo neste estudo foi avaliar os efeitos do uso de

campo elétrico de baixa intensidade no treinamento alimentar de alevinos de P. corruscans.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na base da Companhia de Desenvolvimento
dos Vales do Séo Francisco e do Parnaiba (CODEVASF) Ceraqua-AL, localizado em Porto
Real do Colégio — Alagoas, no periodo de 22 de maio a 26 de junho de 2017. Foram treinados
para o consumo de racdo 600 alevinos de P. curruscans, no periodo de cultivo de 30 dias. A
média geral dos animais foi de 314.17 + 14.06 mm e 0.353 + 0.015 g de comprimento total
e peso, respectivamente. Apds a biomentria inicial os animais foram divididos em dois
grupos em triplicata aleatoriamente: um grupo foi estimulado com campo elétrico de baixa
intensidade (2,5 mV/cm) e frequéncia de 30 Hz, e um grupo controle, formando assim seis
caixas de 200 L com 100 alevinos cada. Os animais foram mantidos em caixas circulares de
PVC com renovacao constante de agua e vazado de 106,5 Litros/hora. Os pardmetros de agua
foram mensurados a cada trés dias com auxilio de oximetro portatil, pHmetro de bolso e kit
Labcon amo6nia toxica para agua doce. Os valores obtidos foram 5,8 + 1,35 mg/L oxigénio
dissolvido, a temperatura teve a média de 25,9 + 0,72 °C, o pH ficou na média de 7,4 £ 0,35
e a amonia variou com média de 0,034 + 0,03 todos os valores ficaram dentro da faixa

aceitavel para o cultivo da espécie.
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Todas as manhds era realizada a manutencao nas caixas para remogao dos residuos
de alimento e fezes. Neste momento era realizada a inspec¢éo para contabilizar os animais
mortos para avaliacdo da taxa de sobrevivéncia.

A estimulacéo elétrica foi feita duas vezes ao dia, as 5:00 h da manh& e as 16:30 h da
tarde, sempre no momento em que 0s animais foram alimentados todo este processo que
abrange alimentacdo e eletroestimulacéo teve duracdo de 15 min. O treinamento alimentar
foi realizado com racdo comercial para peixes carnivoros NANOLIS 45% de proteina bruta
(PB) extrusada, com pellets de 1.8 a 2.0 mm e coracdo bovino triturado. A quantidade de
alimento ofertada foi igual para todos os grupos, sendo de mais de 15% do peso vivo por
caixa diariamente. Este treinamento se constituiu na substituicdo de forma gradual do
alimento inerte mais palatavel, o coracdo bovino, pela racdo comercial, sendo dividido em
cinco etapas segundo Inoue et al. (2009). Na primeira etapa foi ofertado apenas coragéo
bovino, que na sequencia foi sendo substituido por uma mistura com 20, 50, 80% de ragéo
até que foi ofertado a ragdo pura, momento o qual foi considerado o termino do treinamento.

Durante o processo de treinamento foi observada a aceitacdo do alimento pelos
alevinos. Sempre que foi constatado que os animais estavam se alimentando era entéo
passada a etapa seguinte. Esta transi¢do entre o tipo de alimento ofertado levou em média
42h de uma para a outra. A laténcia para a alimentacdo foi mensurada assim que 0s animais
apresentaram o comportamento alimentar na lamina d’agua, que ocorreu 8 dias ap0s o inicio
do treinamento. Outros pardmetros, como comprimento total, ganho em peso, taxa de
sobrevivéncia e taxa de conversao, também foram utilizados para avaliar o desempenho dos
animais comparando os grupos controle e estimulado. Os dados biométricos foram coletados
no inicio do experimento e apos decorrido 30 dias deste. Estes pardmetros foram analisados
utilizando o programa OriginPro 8.0 e 0 modelo estatistico utilizado foram a comparacéo de
médias pelo Paried sample t Test e ANOVA-one-way Tukey. Os resultados sdo apresentados
como média e erro padrdo e foram considerados significativamente diferentes quando p<

0,05.
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RESULTADOS

Como resultado do treinamento alimentar foi observada a mudanga comportamental
dos animais, que inicialmente ndo aceitavam a racdo comercial na sua dieta. O treinamento
em si teve duracdo de 12 dias com aceitacdo de dieta composta por 100% de ragao seca, € ja
sendo observado anteriormente a este periodo o comportamento alimentar dos animais na
lamina d’agua. Na tabela 10 encontram-se os valores de peso inicial e final, comprimento
total inicial e final, o percentual de ganho em peso e taxa de conversdo dos grupos controle
e estimulados. Tais parametros ndo apresentaram diferenca entre 0S grupos, apenas uma
discreta tendéncia no percentual de ganho em peso dos animais estimulados e um aumento

no peso e comprimento total de ambos os grupos com relacéo ao peso inicial.

Tabela 10. Pardmetros biométricos dos grupos experimentais, inicial e apds 30 dias de experimento
com os animais ja treinados para o consumo de recéo.

Grupos
Parametros
Controle Estimulados
Peso inicial (g) 0,366 + 0,048 0,340 + 0,05
Peso final (g) 0,693 £ 0,03 0,673 +£0,02
Comprimento inicial (cm) 3,196 + 0,083 3,086 + 0,574
Comprimento final (cm) 4,853 +0,112 4,666 + 0,122
Ganho em peso (%) 89,57 + 14,04 103,92 + 8,54
Taxa de conversao (%) 2,54 + 0,151 2,53 £ 0,107

ANOVA-one-way, Tukey, p> 0,05.

A sobrevivéncia dos grupos experimentais também foi similar com valores
médios de 89,66 + 1,66% no grupo controle e 84,5 + 6,06% para 0s animais estimulados
(fig. 12A). Enquanto que, laténcia para exibicdo do comportamento alimentar mostrou
diferenca entre os animais controle e estimulados, tendo estes um tempo de resposta menor
a oferta do alimento, com médias de 7,13 + 0,612, em comparagdo com o grupo controle,
com média de 19,01 + 1,45 (fig. 12B).
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Fig. 12. (A) taxa de sobrevivéncia dos grupos controle e estimulados ndo apresenta diferenca entre os grupos,
ambos os grupos ficaram acima de 80% de sobrevivéncia o que é considerado um bom resultado para esta fase
do desenvolvimento desta espécie. (B) laténcia para o comportamento alimentar expressa em segundos,
demonstra diferenca entre 0s grupos controle e estimulado. Este Ultimo apresenta uma laténcia
significativamente menor, comparacao entre médias Test-t erro padrdo, p< 0,05.

DISCUSSAO

Segundo Inoue et al., (2009) o treinamento alimentar do surubim tem duracéo entre
15 e 18 dias ap0s seu inicio. No presente trabalho, o tempo foi de 12 dias. Neste periodo 0s
animais ja apresentaram a aceitacdo da racdo seca sem qualquer aditivo. Uma vez que 0s
parametros zootécnicos entre os grupos nao apresentaram diferenca, associamos esta
reducdo no periodo de treinamento com as boas condi¢BGes nos parametros da agua e a baixa
densidade de estoque que sdo importantes para 0 bom desempenho no cultivo de surubins
(SILVAet. al., 2015), assim ndo podemos associar a boa taxa de sobrevivéncia a estimulagéo
elétrica.

Ambos os fatores, densidade e qualidade da agua sdo relevantes para o bem-estar dos
animais no ambiente de cultivo (FAGUNDES, 2009; ANDRADE, et al., 2004), permitindo
uma maior resiliéncia e uma melhor adaptacdo as mudangas no manejo, que por sua vez,
conferem bom desempenho produtivo. Tal afirmacdo pode ser sustentada pelos bons
resultados em ambos 0s grupos experimentais, que apresentaram alta taxa de sobrevivéncia
guando comparamos com o trabalho de Inoue et al. (2009), que relata sobrevivéncia de 30%
a 40% apos 30 dias de alevinagem, bem como os trabalhos de Wenderlaar Bonga (1997),
Pankhurst et al. (2008) e Fagundes (2009), que relacionam os problemas de desempenho no
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cultivo de peixes com praticas e fatores estressores. Estes relacionam o bem-estar dos
animais nos diversos sistemas de cultivo com o bom desempenho produtivo dos mesmaos.

Em testes anteriores (SILVA et al., 2014), a estimulacdo elétrica de baixa intensidade
mostrou-se eficaz como modulador do comportamento alimentar de peixes ja treinados para
comer racdo, que apresentaram aumento significativo no consumo apés 90 dias de cultivo.

Considerando tais resultados e associando aos aqui expostos, iSso nos sugere que 0
estimulo elétrico atue como um indicador da presenca e disponibilidade do alimento no
ambiente, que para um animal ja condicionado ao consumo de alimento seco é a Unica
barreira para o comportamento alimentar. A deteccdo do alimento ou presa e a captura desta
sdo etapas do processo de alimentacdo que devem ser seguidos para a realizacdo deste
comportamento. Segundo o estudo de Dill (1983), o comportamento alimentar de peixes
exibe uma flexibilidade moldada por fatores ambientais e aprendizagem como
disponibilidade e preferéncia por determinado alimento, o0 que ocorre para um animal ndo
treinado cujo habito carnivoro o leva a busca de presas vivas, e mesmo o estimulo elétrico
indicando a presenca e disponibilidade do alimento, estes ndo identificam a racdo inerte
como tal.

No entanto, durante o treinamento foi observado, através da laténcia dos grupos
controle e estimulados, mudanca comportamental gerada pela eletroestimulacdo que pode
ser significante no periodo de engorda, p6s treinamento alimentar. Animais treinados para o
consumo de ragdo com o estimulo elétrico apresentam um menor tempo para a deteccéo,
apreensdo e consumo do alimento, o que favorece a conservagdo das propriedades
nutricionais do mesmo devido ao menor tempo de exposi¢do da racdo a agua, e levando em
consideracdo os dados de Silva el al. (2014) cujo estimilo elétrico aumenta o consumo de
racdo podemos esperar beneficios no cultivo destes animais. Segundo Freitas et al., (2016)
a lixiviacdo de nutrientes da racdo é um fator que prejudica a qualidade nutricional da mesma
como também a qualidade da agua, uma vez que a racdo € constituida de nutrientes essenciais
que podem causar eutrofiza¢do. Quanto maior for o tempo de exposicdo a agua, maiores
serdo as alteracdes fisicas e quimicas do alimento.

Também é provavel que diferencas zootécnicas apenas sejam evidentes ap0s um
determinado tempo de cultivo, como foi visto por Silva et al. (2014), que manteve o cultivo
do surubim por mais de 90 dias. Para comprovar esta teoria sdo necessarios estudos que

mantenham o cultivo dos animais por alguns meses pos treinamento, assim teremos um
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entendimento do real potencial da eletroestimulagdo nesta fase do desenvolvimento do

surubim.

CONCLUSAO

O treinamento alimentar se mostra bastante eficiente com taxa de sobrevivéncia
maior que 80% quando controlados os fatores que podem causar estresses aos alevinos,
como densidade e qualidade da agua, como foi observado neste estudo. A eletroestimulagédo
modulou o comportamento dos animais reduzindo a laténcia para alimentacéo dos individuos
estimulados de modo significante. Os beneficios da eletroestimulacdo no treinamento desses
animais ndo sdo evidentes de forma isolada. Mesmo assim, ndo se pode refutar provaveis
beneficios da eletroestimulacdo aplicada ao treinamento em fases seguintes a este, sendo

assim necessarios estudos que possam testar tal hipotese.
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6 CONCLUSAO GERAL

A eletroestimulacdo é uma ferramenta eficaz e segura na modulacdo do
comportamento alimentar de surubins e deve ser utilizada no periodo de engorda. Animais
estimulados apresentam melhor desempenho, principalmente quando previamente treinados
para o consumo de racao comercial.

Durante o treinamento alimentar de surubim a eletroestimulacdo proporcionou
reducdo na laténcia indicando sua eficiéncia na modulacdo do comportamento também nesta
fase, porém devido o curto periodo de cultivo ndo foi possivel verificar diferencas nos
parametros zootécnicos dos alevinos treinado com e sem o estimulo elétrico.

Devido a grande complexidade dos mecanismos que regulam o comportamento
alimentar, sdo necessarios estudos mais direcionados e com metodologias mais apropriadas
na busca dos efeitos da eletroestimulacdo nestes mecanismos, para um melhor entendimento
das possiveis mudancas metabdlicas neste processo.
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