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Resumo

A populacdo humana tem tido um crescimento constante desde 1950 e para suprimir as
suas necessidades alimentares tem havido uma aposta cada vez maior na aquacultura.
A producéo de corvina (Argyrosomus regius) tem sofrido um grande aumento devido as
suas caracteristicas vantajosas como uma taxa de crescimento superior a da dourada
(Sparus aurata) e do robalo (Dicentrarchus labrax) e uma qualidade elevada da sua
carne. No entanto, a producéo intensiva apresenta varios agentes de stress que podem
afetar negativamente o bem-estar e qualidade do peixe. A corvina é uma espécie
especialmente vulneravel e é crucial encontrar-se formas de mitigar o stress, como, por
exemplo através da suplementacdo das dietas. O triptofano é o aminoacido precursor
de serotonina e melatonina, envolvido na modulagédo do comportamento, bem-estar e

reducdo das respostas ao stress nos peixes.

Para avaliar o efeito da suplementacao dietética do triptofano na resposta ao stress e
comportamento de corvinas juvenis foram preparadas trés racoes (Triptl, Tript2 e Tript3)
com diferentes percentagens de triptofano (0,5, 0,7 e 0,8 %, respetivamente),
contabilizando-se assim trés tratamentos experimentais. Um total de 900 juvenis com
um peso de 32,6 g foram distribuidos aleatoriamente por nove tanques e cada

tratamento foi aplicado em triplicado durante 56 dias.

No final do ensaio, os critérios de crescimento foram semelhantes entre os tratamentos.
O mesmo aconteceu com a composi¢do quimica das carcagas, com a excegdo da
percentagem de matéria de seca, que foi superior no tratamento Tript2, e de proteina,
gue foi diferente entre os tratamentos Triptl e Tript2, sendo inferior no Ultimo. Foi nos
parametros sanguineos que se verificaram mais diferencas. Apesar de nao haver
diferencas significativas entre tratamentos, houve diferengas, antes e depois do teste de
stress, no nivel de glucose no sangue, que foi superior no pés-stress para todos os
tratamentos, nos valores de hemoglobina, que foi inferior no pdés-stress para o
tratamento Triptl, e no nivel de lactato, que foi inferior no pés-stress para todos os
tratamentos. Por fim, nos testes de comportamento (teste de ansiedade, social e de
lateralizacdo) nao houve diferencas significativas, com excec¢ao do numero de atos de
freezing aquando do teste de ansiedade. Neste caso, o numero de atos de freezing foi

diferente entre o tratamento Triptl e Tript3, sendo inferior neste ultimo.



FCUP | iv
Efeito da suplementacao dietética de triptofano no stress e comportamento de corvinas

(Argyrosomus regius) juvenis

Os resultados obtidos ndo apontaram para um efeito do triptofano muito pronunciado o
que, pode ser explicado, pelo facto de as racdes inicialmente desenhadas previrem uma
racdo deficitaria em triptofano, o que, apds a analise das mesmas, nao se verificou. O
que se observou foi que quando o triptofano na dieta se encontrava acima do seu
requisito estimado, este ndo mitigava acentuadamente os efeitos do stress de corvinas
juvenis desta idade.

Palavras-chave: Argyrosomus regius, stress, triptofano, comportamento
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Abstract

The human population has been growing steadily since 1950 and to meet their food
needs there has been an increasing interest on aquaculture. Due to several features,
such as a higher growth rate than sea bream (Sparus aurata) and bass (Dicentrarchus
labrax) and high flesh quality, the production of meagre (Argyrosomus regius) is
increasing. However, there is a high number of stressors present in aquaculture, which
can affect fish welfare and quality. Meagre is an especially vulnerable species and it is
crucial to find measures to mitigate the stress in this species. One way is the addition of
tryptophan to the diets. Tryptophan is the amino acid precursor of serotonin and
melatonin, involved in the modulation of behavior, well-being and reduction of stress

responses in fish.

To evaluate the effects of tryptophan on stress response and behavior of juvenile
meagre, three diets (Triptl, Tript2 and Tript3) were prepared with different tryptophan
contents (0,5, 0,7 and 0,8 %, respectively), accounting for three experimental treatments.
A total of 900 juveniles with 32,6 g were randomly distributed into nine tanks, each

treatment was tested in triplicates and the experimental trial lasted 56 days.

At the end of the trial, survival and growth were similar between treatments. The same
was observed for fish proximal composition, except for the percentage of dry matter,
which was higher in the Tript2 treatment, and protein, which was different between the
Triptl and Tript2 treatments, being lower in the latter. It was in the blood parameters that
most differences were found. Although there were no significant differences between
treatments, there were differences before and after the stress test in the blood glucose
level, which was higher in the post-stress for all treatments, in hemoglobin values, which
was lower in the post-stress for the Triptl treatment, and in lactate level, which was lower
in the post-stress for all treatments. Finally, in the behavioral tests (anxiety test, social
test, and lateralization test) there were no significant differences, except for the number
of freezing at the time of the anxiety test. In this case, the number of freezing was

different between the Triptl and Tript3 treatment, being lower in the latter.

The results obtained did not show a very pronounced effect of tryptophan, which could
be explained by the fact that the initially designed feeds foresaw a tryptophan-deficient

diet, which, after analysis, did not happen. What was observed was that when dietary
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tryptophan was above its estimated requirement, it did not markedly mitigate the effects

of stress in juvenile meagre of this age.

Keywords: Argyrosomus regius, stress, tryptophan, behavior
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Figura complementar 14 — Quantidade de serina presente nos tratamentos Triptl, com
0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano.
Os resultados SA0 MEdia € €rT0 PAAIE0 ........eeeiiiuviiiiieee e e ettt e e e e 45
Figura complementar 15 — Quantidade de histidina presente nos tratamentos Triptl, com
0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano.
Os resultados SA0 MEdia € €rT0 PAAIE0 ........eeeviiuriiiiieiee e e e e e 45
Figura complementar 16 — Quantidade de glicina presente nos tratamentos Triptl, com
0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano.
Os resultados sdo média € erro PaAAra0 .........cuvvviiiiieeiiieeccee e 45
Figura complementar 17 — Quantidade de treonina presente nos tratamentos Triptl, com
0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano.
Os resultados sdo média € erro PAAra0 .........cuuvueeiiieeiiieicce e e e e 45
Figura complementar 18 — Quantidade de arginina presente nos tratamentos Triptl, com
0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano.
Os resultados sdo média € erro PAAra0 .........cuuvuieiiieeiiieiicce e e 46
Figura complementar 19 — Quantidade de alanina presente nos tratamentos Triptl, com
0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano.
Os resultados SA0 Media € €rT0 PAAIE0 .........ceviiuviiiiiieee et e e 46
Figura complementar 20 — Quantidade de taurina presente nos tratamentos Triptl, com
0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano.
Os resultados SA0 MEdia € €110 PAAIE0 ........eeeiiiuiiiiiieie et a e e 46
Figura complementar 21 — Quantidade de tirosina presente nos tratamentos Triptl, com
0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano.
Os resultados SA0 MEdia € €110 PAAIE0 ........ceeviiuuiiiiieiie et a e 46
Figura complementar 22 — Quantidade de valina presente nos tratamentos Triptl, com
0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano.
Os resultados sdo média € erro PAAra0 .........ccuvuieiiieeiiieeceee e 46
Figura complementar 23 — Quantidade de metionina presente nos tratamentos Triptl,
com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de
triptofano. Os resultados s&o média € erro Padrao ................eeeeeeememremmmmmmmeninnenenn. 46
Figura complementar 24 — Quantidade de triptofano presente nos tratamentos Triptl,
com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de
triptofano. Os resultados s&o média € erro PAdrao ................eeeeeeemeeemmmmmmmmenmnnnnennnnnnnen. 47
Figura complementar 25 — Quantidade de fenilalanina presente nos tratamentos Tript1,
com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de

triptofano. Os resultados s@o média € erro padrao ..........c.eeeeeiieeeiiiiiiiiiiieeee e 47


file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172950
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172950
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172950
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172951
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172951
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172951
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172952
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172952
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172952
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172953
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172953
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172953
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172954
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172954
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172954
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172955
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172955
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172955
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172956
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172956
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172956
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172957
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172957
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172957
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172958
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172958
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172958
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172959
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172959
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172959
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172960
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172960
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172960
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172961
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172961
file:///C:/Users/santo/Documents/Tese/Dissertação%20Ana%20Vasconcelos%20alteraçoes%20Jan%204.docx%23_Toc124172961

FCUP
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Figura complementar 26 — Quantidade de isoleucina presente nos tratamentos Triptl,
com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de
triptofano. Os resultados s@o média € erro Padrao .............eeeeeieeeiiiiiiiiiiieeee e a7
Figura complementar 27 — Quantidade de leucina presente nos tratamentos Triptl, com
0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano.
Os resultados SA0 MEdia € €rT0 PAAIE0 ........eeeviiuriiiiieiee e e e e e 47
Figura complementar 28 — Quantidade de lisina presente nos tratamentos Triptl, com
0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano.
Os resultados sdo Média € erro PAAra0 .........cuuvuuieiiieeei e e e 47
Figura complementar 29 — Quantidade de hidroxiprolina presente nos tratamentos
Triptl, com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de
triptofano. Os resultados s&0 média € erro Padraio .......cccoeeeeeiiiviiiiiiiiie e, 47
Figura complementar 30 — Quantidade de prolina presente nos tratamentos Triptl, com
0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano.
Os resultados sdo média € erro PAAra0 .........cuuvuieiiieeiiieiicce e e 48
Figura complementar 31 — Peso final das corvinas juvenis dos tratamentos Triptl, com
0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano.
Os resultados SA0 MEdia € €170 PAAIE0 ........ceeviiiiiiiiiiie et e e a e 48
Figura complementar 32 — Comprimento final das corvinas juvenis dos tratamentos
Triptl, com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de
triptofano. Os resultados s@o média € erro padrao ...........ceeeeeiieeiiiiiiiiiieeee e 48
Figura complementar 33 — Biomassa final das corvinas juvenis dos tratamentos Tript1,
com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de
triptofano. Os resultados s@o média € erro Padrao ............c.eeeeiiieeiiiiiiiiieeeee e 48
Figura complementar 34 — Taxa de crescimento das corvinas juvenis dos tratamentos
Triptl, com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de
triptofano. Os resultados s&0 média e erro Padraio .......cccceeeeeiiiiiiiiiiiii e, 48
Figura complementar 35 — Taxa de converséo alimentar das corvinas juvenis dos
tratamentos Triptl, com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3,
com 0,8 % de triptofano. Os resultados sdo média e erro padréo..........cccccevvvveeeeeennn. 48
Figura complementar 36 — Racio de eficiéncia proteica das corvinas juvenis dos
tratamentos Triptl, com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3,
com 0,8 % de triptofano. Os resultados sdo média e erro padréo..........cccccevveveeveeennn. 48
Figura complementar 37 — Percentagem de lipidos das corvinas juvenis dos tratamentos
Triptl, com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de

triptofano. Os resultados s@o média € erro Padrao ..........c.eeeeeiieeeiiiiiiiiiieee e 48
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Efeito da suplementacao dietética de triptofano no stress e comportamento de corvinas
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Figura complementar 38 — Percentagem de energia das corvinas juvenis dos
tratamentos Triptl, com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3,
com 0,8 % de triptofano. Os resultados séo média e erro padrao...........ccccveveeeeeeennnne 49
Figura complementar 39 — Percentagem de cinzas das corvinas juvenis dos tratamentos
Triptl, com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de
triptofano. Os resultados s@o média € erro Padrao .............eeeeviieeiiiiiiiiiiieeee e 49
Figura complementar 40 — Hematdcrito das corvinas juvenis dos tratamentos Triptl,
com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de
triptofano. Os resultados s&0 média € erro Padraio .......cccceeeeevivviiiiiiiiie e, 49
Figura complementar 41 — Transi¢des totais das corvinas juvenis dos tratamentos
Triptl, com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de
triptofano. Os resultados s&0 média € erro Padraio .......cccoeeeeeiiiviiiiiiiiie e, 49
Figura complementar 42 — Percentagem de tempo que as corvinas juvenis dos
tratamentos Triptl, com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3,

com 0,8 % de triptofano passaram na metade inferior. Os resultados sdo média e erro

Figura complementar 43 — Percentagem de tempo que as corvinas juvenis dos
tratamentos Triptl, com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3,

com 0,8 % de triptofano estiveram em freezing. Os resultados sédo média e erro padrao

Figura complementar 44 — Numero de impulsos das corvinas juvenis dos tratamentos
Triptl, com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de
triptofano. Os resultados s@o média € erro Padrao ..........c.eeeeeeiieeiiiiiiiiiieeee e 49
Figura complementar 45 — Percentagem de tempo antes das corvinas juvenis dos
tratamentos Triptl, com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3,
com 0,8 % de triptofano se aproximarem pela primeira vez do cardume. Os resultados
SA0 MEIA € EIT0 PAAIAD.......ciiiiiiiiie e e e e e e e e e aa e e e e 49
Figura complementar 46 — Percentagem de tempo que as corvinas juvenis dos
tratamentos Triptl, com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3,

com 0,8 % de triptofano estiveram perto do cardume. Os resultados sdo média e erro

Figura complementar 47 — Média de transi¢cdes totais das corvinas juvenis dos
tratamentos Triptl, com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3,

com 0,8 % de triptofano. Os resultados sdo média e erro padréo...........cccceevevveeveeennn. 50
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1.Introducao

1.1. Panorama da aquacultura

A populacdo mundial tem tido um crescimento constante desde 1950, sendo que, até
2050, se prevé gue a populacdo mundial atinja um valor de 9,7 mil milhdes (United
Nations, 2022). Juntamente com esta tendéncia, 0 consumo de peixe per capita também
tem aumentado, passando de 9 kg em 1961 para 20 kg em 2018, sendo responséavel
pelo fornecimento de 20 % da proteina animal ingerida a mais de trés mil milhdes de
pessoas (FAO, 2020a). Tendo isto em conta, a pesca nao é suficiente para satisfazer
estas necessidades e o papel da aguacultura torna-se fundamental para que o pescado
possa continuar a fazer parte da dieta da populagdo mundial (figura 1). A aguacultura
tem sido o setor de producéo alimentar com maior crescimento desde 1970, devido ao

aumento do consumo de peixe e a estagnacgéo da pesca (Ciji & Akhtar, 2021).

Entre a década de 1950 e 1990, a aquacultura era insignificante no fornecimento de
pescado, no entanto, a partir da década de 90, a tendéncia comegou a mudar (figura 1).
Em 2020, a aquacultura forneceu mais de 87 milhdes de toneladas de pescado, o que
corresponde a cerca de 49 % (FAO, 2022). Nesse ano, 89 % do peixe produzido
mundialmente foi utilizado para consumo direto, sendo a Asia quem mais contribuiu para
o volume mundial de pescado, produzindo, nas ultimas duas décadas, 89% do volume
mundial e, em 2017, 91 %, baixando para 70 % em 2020 (Tacon, 2020; FAO, 2022). De

um modo geral, tem havido um aumento do fornecimento de peixe a nivel mundial, com
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Figura 1 — Fornecimento mundial de peixe (FAO, 2022)

1



FCUP
Efeito da suplementacao dietética de triptofano no stress e comportamento de corvinas
(Argyrosomus regius) juvenis

excecdo da Europa e da América (FAO, 2020a; FAO, 2022). A nivel de paises, em 2018,
a China contribuiu com cerca de 35% do pescado mundial, tendo havido uma diminuicéo
desde 2017, estagnando em 2020 (FAO, 2020a; Tacon, 2020; FAO, 2022).

Os produtos da pesca séo dos produtos alimentares mais comercializados no mundo,
representando, com excec¢ao dos produtos florestais, 11% do valor das exportacbes
agricolas (FAO, 2020a). A China é o pais com maior producdo e, também, o maior
exportador, seguido da Noruega e do Vietnam (FAO, 2020a). Em termos de importacao,
a Unido Europeia retém a maior fatia, com 34% a 37% da importacdo em termos de
valor (FAO, 2020a; FAO, 2020b).

O salmdo atlantico (Salmo salar) e a truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) sao as
espécies mais importantes comercialmente e, em 2018, representaram cerca de 18%
do valor total dos produtos de pesca comercializados mundialmente (FAO, 2020b). Apos
estas espécies, o camardo (Penaeus vannamei) representou cerca de 16%, o peixe
moido, como a pescada (Merluccius merluccius) e o bacalhau (Gadus morhua), e o atum

(Katsuwonus pelamis) representaram 9% (FAO, 2020b).

O aumento da producéo de peixe em aquacultura esté a possibilitar uma diminuicdo na
pressdo média da pesca, favorecendo a recuperacao dos stocks naturais, e um aumento
na biomassa média populacional, permitindo atingir ou manter niveis biologicamente
sustentaveis das popula¢cdes (Natale et al., 2013; FAO, 2020a). Isto € demonstrado nos
niveis de unidades populacionais pescadas de forma maximamente sustentavel, que
diminuiram entre 1974 e 1989, mas aumentaram em 2017 (FAO, 2020a). Além disso, a
aquacultura oferece beneficios aos consumidores, como maior oferta e pre¢cos mais
baixos (Natale et al., 2013).

Apesar dos beneficios da aquacultura, esta também apresenta aspetos negativos. O
cultivo intensivo dos animais aquaticos conduz a problemas de bem-estar animal que,
muitas vezes, se refletem numa maior incidéncia de doengas e, até, numa diminuicao
da qualidade do pescado (FAO, 2020a). Este é o maior entrave ao desenvolvimento
sustentavel da aquacultura, pois a tendéncia € a descoberta de novos agentes
patogénicos, que, causando doencas facilmente propagaveis, podem conduzir a
elevadas perdas na producdo (FAO, 2020a). Como consequéncia, poderdo surgir
custos resultantes da perda de producdo, encerramento, temporario ou permanente,
das instalacdes e, eventualmente, transmissdo do patogénico as populacdes selvagens
(FAO, 2020a). Além das doencas, alguns residuos produzidos na aquacultura também

sdo um grande problema da producéo aquicola atual. Estes residuos afetam a qualidade
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do pescado, pois varios produtos usados na aquacultura contém contaminantes toxicos
que podem ser ingeridos pelos peixes e ficar armazenados na gordura. Para além disso
afetam o ambiente, pois os quimicos usados na aquacultura sdo, muitas vezes,
descarregados para o ambiente, contaminando os ambientes aquéticos naturais
(Ahmad et al., 2021). Para que a aquacultura se torne numa industria mais sustentavel
é fundamental que se criem medidas para melhorar o bem-estar animal, de forma que
se aumente a resiliéncia ao stress e a suscetibilidade a doengas tendo em vista a

producdo de um pescado de melhor qualidade.

1.2. Stress em aquacultura

1.2.1. Conceito de stress e seus efeitos
O stress faz parte da vida (Moberg & Mench, 2000) e pode ser definido como uma
alteracdo da homeostasia (estabilizacdo de uma variavel corporal através de regulacao
fisiolégica e comportamental (Broom & Johnson, 2019)) provocada por fatores
enddgenos ou exdgenos (Kumar et al., 2012; Liu et al., 2017). Este conceito vai além da
dor, podendo incluir estados psicolégicos como medo ou ansiedade (tendéncia para
evitar supostas situacdes perigosas, permitindo antecipar uma possivel ameaca (Kumar
et al., 2012; Heeren, 2020)). Ou seja, individuos que se encontrem em situacdes de
ansiedade ou medo, tém uma resposta agravada ao stress (Renna et al., 2018). Apesar
do stress ter varios efeitos negativos (aos quais me refiro mais a frente), nas populacdes
selvagens o stress é fundamental para a sobrevivéncia do animal (Liu et al., 2017). Isso
acontece porque 0s mecanismos de resposta ao stress atuam sobre o0 sistema nervoso
simpatico e o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal fazendo com que estes libertem

hormonas responsaveis pela reagao “lutar ou fugir’ (Liu et al., 2017).

A resposta ao stress comega com a percecao, pelo sistema nervoso central, de uma
ameaca, que mesmo que pequena, destabiliza a homeostasia (Moberg & Mench, 2000;
Broom & Johnson, 2019). De seguida, € desenvolvida uma resposta biolégica que
consiste em diferentes combinacdes das quatro repostas de defesa biol6gica: resposta
comportamental, resposta do sistema nervoso autbnomo, resposta neuroendécrina e
resposta imunitaria (Moberg & Mench, 2000). Quando possivel, a resposta
comportamental é a primeira a ser monitorizada, isto porque € a mais econémica, visto
gue o individuo s6 precisa de alterar a sua posi¢ao ou o padrdo de locomocao (Moberg
& Mench, 2000; Broom & Johnson, 2019). Quando um animal vé uma presa/predador
ou sente dor, € este tipo de resposta que normalmente ocorre (Broom & Johnson, 2019).
A segunda defesa é a resposta do sistema nervoso autbnomo, que, juntamente com a

resposta neuroenddcrina, € responsavel pela reagao “lutar ou fugir’ (Moberg & Mench,
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2000; Liu et al., 2017). Durante o tempo de stress, esta resposta afeta varios sistemas
biol6gicos, como o sistema cardiovascular, o sistema gastrointestinal, as glandulas
exocrinas e a medula adrenal. Isso vai levar a alterac@o do ritmo cardiaco, da pressao
sanguinea e da atividade gastrointestinal (Moberg & Mench, 2000). Apesar destas
alteracdes, a resposta do sistema nervoso autonomo ndo tem um impacto significativo
no bem-estar se esta for de curta duracdo. Mas, quando se trata de stress de longa
duragdo ou crénico, o animal pode passar a terceira fase em que a resposta
neuroenddcrina ja tem um efeito mais amplo e duradouro sobre o individuo (Moberg &
Mench, 2000). Neste caso, a secre¢cdo das hormonas pituitarias é alterada pelo stress,
logo, todas as funcdes biologicas que s&@o reguladas por elas (sistema imunitario,
reproducdo e metabolismo) sdo afetadas (Moberg & Mench, 2000). Isto porque, sob
condicbes de stress, ocorre aumento de cortisol e corticosterona no sangue, e
diminuicdo da secrec¢éo de prolactina, somatotropina, da hormona estimulante da tiroide
e das gonadotropinas (Moberg & Mench, 2000). Por fim, a resposta imunitaria é a Ultima
defesa (Moberg & Mench, 2000). O sistema imunitario é afetado direta e indiretamente
pelo stress, pois o eixo hipotdlamo-hip6fise-adrenal e o sistema nervoso central alteram

o sistema imunitario, como forma de resposta ao stress (Moberg & Mench, 2000).

Todas estas defesas alteram a fungao bioldgica, sendo estas que vao afetar o bem-
estar animal, pois ocorre deslocacéo dos recursos bioldgicos para longe das atividades
habituais do organismo, alterando o seu desenvolvimento normal (Moberg & Mench,
2000). Quando os fatores de stress sdo de curta duragéo, ndo ha dano permanente no
bem-estar, no entanto, quando o stress é prolongado, o animal pode sofrer impactos
negativos a longo prazo, como lesdes, salde precaria e diminutas hipéteses de
sobrevivéncia (Moberg & Mench, 2000; Broom & Johnson, 2019).

Na produgdo animal, o stress crénico afeta o crescimento e a suscetibilidade as
doencas, tendo, consequentemente, um impacto negativo na sustentabilidade
econdmica e ambiental (Kumar et al., 2012; Kasper et al., 2020). No primeiro caso, como
ja foi mencionado, quando os animais estao sujeitos a fatores de stress, ocorre aumento
dos niveis de glicocorticoides que afetam o metabolismo energético e proteico, as
reacGes imunolégicas estimulam a secrecdo de somatostatina, ocorrendo inibicao da
hormona de crescimento (Kumar et al., 2012; Broom & Johnson, 2019). Por ultimo, o
stress ativa 0 eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal através da libertagdo da hormona
corticotropina ou ACTH, levando a producéo de esteroides como o cortisol (Liu et al.,
2017). Quando em excesso, estes esteroides podem suprimir as respostas imunitarias

através da segregacdo de glicocorticoides, que sdo hormonas com propriedades
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imunossupressoras e anti-inflamatérias, pois inibem a proliferacdo dos linfocitos e
reduzem a expressao de citocinas pré-inflamatorias, enquanto aumentam a expressao
de citocinas anti-inflamatdrias, respetivamente (Liu et al., 2017). Assim, com o sistema

imunitario comprometido, os individuos tém uma suscetibilidade maior as doencas.

1.2.2. Stress nos peixes
Os peixes sao animais poiquilotérmicos e, por isso, sao potencialmente mais vulneraveis
as alteracGes do meio do que os animais homeotérmicos (Moberg & Mench, 2000).
Quando sujeitos a situacbes de stress, 0s peixes, assim como todos os vertebrados,
respondem através de uma cascata neuroenddcrina (Moberg & Mench, 2000). Na
resposta ao stress de longa duragcdo had uma perda na homeostasia do peixe, a qual
permite a sobrevivéncia dos peixes em relacéo ao agente de stress (Ciji & Akhtar, 2021).
Para isso, os individuos passam por uma fase de resisténcia fisioldgica que pode levar
a alostase (capacidade do corpo alcancar o equilibrio por caminhos alternativos)
(Moberg & Mench, 2000). Assim, para conseguir recuperar a homeostasia, ocorre a
ativacao do eixo hipotalamo-hipoéfise-interrenal (Hanke et al., 2020), que provoca uma

cascata de alteracdes metabdlicas e enddcrinas de trés fases:

e A primeira fase engloba as respostas primarias (Cabanillas-Gamez et al., 2020).
E ativada a producdo da hormona libertadora de corticotrofina. Esta hormona vai
permitir a libertagcdo da hormona adrenocorticotréfica que é transportada no
sangue até ao coértex adrenal, onde ocorre a producdo de cortisol (Broom &
Johnson, 2019). De seguida, o cortisol é libertado no sangue, o que vai
despoletar a segunda fase (Costas et al., 2011; Cabanillas-Gamez et al., 2020);

e A segunda fase inclui varias mudancas metabdlicas e fisioldgicas, como o
aumento dos niveis de glucose e lactato no sangue, alteracdes metabolicas
hepéticas, maior necessidade de aminoacidos (devido a maiores necessidades
energéticas ou para a sintese de compostos relacionados com o stress) e
supressdo da fungdo imunoldgica (devido a supressdo da atividade e
proliferagdo fagocitaria), diminuindo a resisténcia imunitaria e aumentando a
suscetibilidade a doencas (Costas et al., 2011; Hoseini et al., 2019; Cabanillas-
Gamez et al., 2020);

e Na terceira fase todas estas mudancas s&o visiveis a nivel do organismo
completo (Costas et al., 2011; Hoseini et al., 2019; Cabanillas-Gamez et al.,
2020).
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Apesar destas alteragfes permitirem que 0s peixes se adaptem as novas condi¢des, se
a carga alostatica for muito elevada os peixes acabam por ser negativamente afetados
porque esta compensacdo tera um custo energético elevado que pode afetar o

crescimento, desenvolvimento e reproducao (Moberg & Mench, 2000).

1.2.3. Stress em aquacultura
A aqguacultura intensiva tem ganho uma importancia cada vez maior pois é necessario
satisfazer a grande procura mundial de peixe. No entanto, devido a utilizacdo de
antibioticos, as elevadas densidades, entre outros, para maximizar a producéo, o cultivo
intensivo tem implicacdes grandes no bem-estar do peixe e na sua suscetibilidade a
doencas (Ciji & Akhtar, 2021). Tudo isto conduz a que os peixes em regime de cultivo
intensivo estejam expostos a diferentes fatores de stress, como a manipulacdo e o
transporte, as variagcdes de temperatura, a densidade, a qualidade da agua, a exposi¢cao
ao ar entre outros (Costas et al., 2011; Martins et al., 2013; Cabanillas-Gamez et al.,
2020). Por exemplo, 0 manuseamento e o transporte sdo eventos bastante stressantes
da aquacultura porque a exposi¢do ao ar provoca uma resposta fisiolégica maxima
(Ashley, 2007). Além disso, estas duas a¢Bes podem causar abrasées e remoc¢ao de
escamas assim como da mucosa protetora (Ashley, 2007). Em relacdo a elevada
densidade, esta potencia a diminui¢cdo dos niveis de oxigénio e da qualidade da 4gua e
aumenta a probabilidade de abrasédo (Ashley, 2007). De modo a minimizar o impacto
destes fatores, é crucial apostar em metodologias que ndo s6é promovam o bem-estar
do peixe, mas, também, aumentem a sustentabilidade da aquacultura, sendo para isso

extremamente importante o aumento da resiliéncia ao stress (Ciji & Akhtar, 2021).

1.2.4. Mitigar o stress: uso de compostos como o triptofano nadieta de peixes
Para mitigar o stress deve-se reduzir a resposta fisiolégica ao stress (Ciji & Akhtar,
2021). Uma forma de se alcancar isso € através da manipulacdo da dieta,
suplementando-a com compostos nutricionais (Ciji & Akhtar, 2021). Um desses
compostos pode ser o triptofano (TRP), pois € um aminoacido que inibe a producao de
superoéxido, elimina radicais livres e atenua a producdo de citocinas pré-inflamatérias
(Martins et al., 2013; Hoseini et al., 2019). O TRP é um aminoacido essencial para os
animais, sendo necessario o seu fornecimento através da dieta (Hoseini et al., 2019).
Este aminoacido é usado na sintese proteica das monoaminas serotonina e melatonina.
Como precursor destas duas neuro-hormonas, o TRP esté envolvido na modulagéo do
comportamento, bem-estar e na reducdo das respostas ao stress nos peixes (Martins et

al., 2013; Hoseini et al., 2019). Além disso, 0os seus metabolitos tém diversos papéis
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fisiolégicos, como a modulacdo da resposta ao stress, sistema antioxidante, resposta

imunitéria e resposta comportamental (Hoseini et al., 2019).

A captacdo de TRP pelo cérebro é feita por transporte ativo, partilhando uma proteina
transportadora com outros aminoacidos neutros (Martins et al., 2013). Assim, pode-se
aumentar os niveis de TRP no cérebro com um aumento da razdo TRP:aminoacidos

neutros no plasma (Martins et al., 2013).

O aumento da absorcédo de TRP pelo cérebro, conduz a uma maior sintese cerebral de
serotonina (Hoseini et al., 2019) (figura 2). Esta € uma monoamina neurotransmissora
do sistema nervoso central que se encontra ligada as respostas ao stress, a regulacao

das respostas imunitarias,

alimentacdo, dominio social e TRIPTOFANO

comportamento sexual (Hoseini L Triptofano hidroxilase
et al., 2019; Cabanillas-Gamez et O fano

al., 2020). Além disso, esta tem a 9 5-HTP-decarboxilase
capacidade de estimular ou inibir Serotonina

inflamacdes, funC|on<'i1ndo como Hied dote \Q Q} Monoamina oxidase

imunomodulador; e é essencial
para o bom funcionamento de Melatonina Acido 5-hidroxi-indoleacético
varios 6rgaos e para a sintese de

melatonina (Hoseini et al., 2019).  Figura 2 — Esquema da ag&o do triptofano (Carvalho et al., 2017)

Nos 6rgdos-alvo, 3 % do TRP consumido é convertido em serotonina que é convertida
em melatonina, por isso, 0 TRP é um precursor indireto da melatonina. (Richard et al.,
2009; Hoseini et al., 2019) (figura 2). Os niveis de melatonina variam conforme o ciclo
circadiano, sendo que aumentam a noite, e diminuem com a luz (Hoseini et al., 2019).
Nos teledsteos, a melatonina encontra-se envolvida em diversos processos fisioldgicos,
como na motilidade intestinal, osmorregulagéo, imunidade (como no desenvolvimento
do timo e do bago e na modulagdo de respostas imunitérias inatas e adaptativas),
resposta ao stress, capacidade antioxidante, ingestdo de alimentos e na atividade

voluntaria (Hoseini et al., 2019).

1.3. Testes para avaliar o stress

Durante as ultimas décadas foram desenvolvidos varios testes para a avaliacdo de
comportamento em peixes relacionados com os niveis de ansiedade (teste novel tank
diving, descrito por Egan et al. (2009)) e, de uma forma mais positiva, com as suas

interagBes sociais (teste do cardume, descrito por Moretz et al. (2007)). Além desses
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dois, tem-se estudado a lateralizagdo dos peixes, através do teste de lateralizacao
(descrito por Bisazza et al. (1998)).

Quando em ambientes novos, a resposta de algumas espécies, como zebrafish (Danio
rerio) (Egan et al., 2009) e truta-comum (Salmo trutta f. fario) (Ziegler et al., 2020), é
manterem-se abrigadas no fundo até se sentirem seguras (Egan et al. 2009). Com o
teste novel tank diving, € possivel obter e comparar diferentes parametros
comportamentais, como transicbes para a metade superior do tanque, movimentos
erraticos e crises de freezing, de forma a avaliar a ansiedade (Egan et al., 2009).
Individuos com menor tempo na parte superior, maior nimero de movimentos erraticos
e tempo de congelamento estdo mais ansiosos (Egan et al., 2009). J4 o teste do
cardume permite perceber o comportamento dos individuos, de espécies sociais,
quando se encontram préximos do cardume, possibilitando avaliar o stress (Moretz et
al., 2007). A formacédo de cardume permite poupar energia durante a natacao, facilita a
procura de alimentos e 0 acasalamento e é uma estratégia anti-predatéria importante,
pois aumenta as hipoteses de sobrevivéncia face ao perigo (Maulvault et al., 2018). Por
essas razoes, quando stressados, os individuos destas espécies, como os zebrafish (D.
rerio), dependendo se sdo mais ou menos ousados, tém a tendéncia a ficar junto de
conspecificos assegurando a sua defesa e mitigando o aumento dos niveis de stress
(Moretz et al., 2007). Por ultimo, recentemente, o teste de lateralizag&do tem sido muito
utilizado em estudos comportamentais de peixes porgue esta intrinsecamente envolvido
na exploracdo do habitat, na procura de alimento e na fuga de predadores; a
lateralizacdo cerebral é a expressdo assimétrica das fungBes cognitivas, estando
relacionadas com as aptid6es dos individuos, as quais sdo necessarias para satisfazer
as exigéncias ecolbgicas e sociais envolvidas na sele¢édo natural (Maulvault et al., 2018;
Miletto Petrazzini et al., 2020; Roche et al., 2020). A generalidade das espécies de
vertebrados tem o lado direito especializado no controlo do comportamento social, nas
respostas a estimulos novos e inesperados e no processamento de informagdes; o lado
esquerdo € especializado na categorizagdo dos estimulos, na regulagdo do

comportamento rotineiro e familiar e no foco dos alvos (Miletto Petrazzini et al., 2020).

Nos peixes, devido a lateralizagcdo dos seus olhos, é possivel observar o seu
comportamento, permitindo avaliar o grau e a direcdo da lateralizacéo cerebral (Miletto
Petrazzini et al., 2020). Por exemplo, quando sujeitos a estimulos ameacadores, 0s
peixes apresentam uma fuga rdpida (reposta C-start) (Miletto Petrazzini et al., 2020).
Nesta resposta, o corpo flete em forma de C para um determinado lado, sendo seguida

pela viragem da cauda, permitindo que o peixe fuja (Miletto Petrazzini et al., 2020). No

8
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caso do peixe dourado (Carassius auratus), individuos com neurénios Mauthner
maiores giram para o lado esquerdo e vice-versa, dai concluir-se que a assimetria dos
neuronios regula a resposta C-start (Miletto Petrazzini et al., 2020). Véarios peixes
teledsteos, como zebrafish (D. rerio) e peixes dourados (Carassius auratus) tém,

geralmente, uma resposta C-start para o lado direito (Miletto Petrazzini et al., 2020).

A lateralizacdo do cérebro também pode ser observada na auséncia de estimulos
visuais. Quando colocadas numa pista em forma de T, quatro das cinco espécies de
vairdes (Osteichthyes: Cyprinidae) tém preferéncia para viragem a direita; em tanques
circulares, os individuos também tém tendéncia a nadar para o mesmo lado (Miletto
Petrazzini et al., 2020). Com o teste de lateralizacdo é possivel entender quais 0s

processos de decisdo dos peixes quando se encontram sob stress.

1.4. A Corvina

1.4.1. Biologia
A corvina, Argyrosomus regius (Asso,

Barbatanas dorsais

1801), é uma espécie costeira (<80 m de
profundidade) que se encontra distribuida Othm Lh':”'_
em aguas subtropicais desde a Noruega ao 2T 4 3
Congo, passando pelo Mar Mediterrdneo €  socatemina . W )
0 Mar Negro (Prista et al., 2009; Gonzalez-
Quirés Rafael et al., 2011). Esta tem uma Figura 3 — Esquema da corvina (Argyrosomus regius)
(Alteracao de Monfort (2010))

grande cabega com corpo alongado e com

uma linha lateral evidente que
- se estende sobre a barbatana
caudal (Monfort, 2010) (figuras

3 e 4). A sua boca encontra-se

g

em posicdo terminal, tendo
olhos  pequenos  (Monfort,
2010). Contem duas

barbatanas dorsais, sendo que

Figura 4 — Fotografia de corvina (Argyrosomus regius) adulto

a segunda é muito mais comprida que a primeira (figura 3) (Monfort, 2010). O seu corpo
€ cinzento-prateado, a base da barbatana é castanha avermelhada e a cavidade bucal

€ amarelo-dourada (figura 4) (Monfort, 2010).

Sendo uma das maiores espécies da familia Sciaenidae, a corvina pode ultrapassar 0s

180 cm de comprimento e os 50 kg de peso (Prista et al., 2009; Monfort, 2010). O seu
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7

crescimento € mais acelerado durante o verdo, pois a melhor temperatura de

crescimento situa-se acima dos 18° C (Monfort, 2010; Martinez-Llorens & Espert, 2011).

E uma espécie migratdria, movendo-se conforme as mudancas da temperatura (Pollard
& Bizsel, 2020). Durante a reproducédo, na primavera e verao, os adultos, em cardume,
entram nos estuarios e pantanos salgados para desovar (Monfort, 2010; Gonzalez-
Quirés Rafael et al., 2011; Morales-Nin et al., 2012). Durante a época de desova, uma
fémea de 1,2 m produz cerca de 800 000 ovos (Monfort, 2010). Até ao inverno, 0s
adultos mantém-se junto a costa e s6 nessa altura regressam as aguas mais profundas
(Monfort, 2010).

Os juvenis mantém-se em aguas salobras durante as fases iniciais do ciclo de vida,
migrando para as aguas costeiras onde passam o inverno (Monfort, 2010; Ruiz-Jarabo
et al.,, 2019). Na primavera regressam aos estuarios para se alimentarem (Monfort,
2010). Os juvenis alimentam-se de pequenos peixes e crustaceos demersais, mas
gquando atingem os 30-40 cm, passam a alimentar-se de peixes pelagios e cefalbpodes
(Monfort, 2010).

Devido a elevada taxa de crescimento, a capacidade de cultivo e a qualidade do filete,
a corvina é considerada uma espécie com grande interesse para a aquacultura no

Mediterrdneo (Kruzi¢ et al., 2016; Mansour et al., 2017).

1.4.2. Producdo desta espécie em aquacultura
Como foi dito anteriormente, a corvina tem um conjunto de caracteristicas que a tornam
uma boa espécie para aquacultura, principalmente por ter uma taxa de crescimento
superior a da dourada (Sparus aurata) e do robalo (Dicentrarchus labrax) (Kruzi¢ et al.,
2016). A corvina pode atingir 0,8 kg em doze meses se as condi¢cfes de cultivo forem
as ideais e consegue chegar ao peso comercial em dois anos. Por outro lado, a sua
carne tem um baixo teor de gordura, sendo considerada uma espécie de elevado valor
nutritivo e dietético (Kruzi¢ et al., 2016; Saavedra et al., 2017). Entre 2007 e 2017, a

producdo aquicola desta espécie aumentou

40 vezes (Mansour et al., 2017).

A aquacultura de corvina comegou nos anos
90, quando se realizaram as primeiras
experiéncias com reprodutores selvagens da
familia Sciaenidae no sul de Franca (Monfort,

2010). A primeira producdo comercial ocorreu

Figura 5 — Principais produtores de Argyrosomus regius
em Franca no ano de 1997 (Monfort, 2010). em 2006 (Monfort, 2010)
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Na figura 5 encontram-se marcados 0os maiores produtores de corvina na Europa em
2006.

7

A corvina de aquacultura € produzida semi-intensivamente ou intensivamente em

tanques de terra ou em jaulas (Monfort, 2010).

Os alevins séo colocados em tanques com cerca de 80-100 m® com uma densidade que
varia entre os 300 e os 350 peixes/m3. Estes ficam nesses tanques até atingirem 100 g,
tendo uma taxa de sobrevivéncia de 80% (Monfort, 2010). As técnicas de engorda das
corvinas sao semelhantes as do robalo e da dourada (Monfort, 2010). As corvinas sao
colocadas em tanques com uma densidade de 50/m3, sendo alimentadas até atingirem
o peso comercial de 2 a 3 kg (Monfort, 2010). Para a sua alimentacéo, € utilizada uma
ragdo com 45-48 % de proteina e 20-24 % de lipidos (Monfort, 2010).

No final, e apés atingirem o tamanho desejavel, os individuos sdo capturados e

colocados rapidamente em gelo (Monfort, 2010).

Apesar de ja ser uma espécie criada em aquacultura, os protocolos de cultivo da corvina

(A. regius) ainda ndo estdo totalmente definidos (Monteiro et al., 2021).

1.5. Objetivos

A corvina (A. regius) é uma espécie com boas caracteristicas para aquacultura. No
entanto, esta espécie é muito sensivel aos diferentes agentes de stress inerentes ao
cultivo, o que pode influenciar a qualidade da sua carne e a sua sobrevivéncia. Tendo
isso em consideracdo, este trabalho teve como objetivo determinar o efeito da
suplementacédo dietética de triptofano no comportamento e fisiologia dos juvenis de
corvina de aquacultura. Através de trabalhos anteriores com corvina, considera-se que
a percentagem otima de triptofano na racao de corvina deve rondar os 0,5 %. Assim,
pretendeu-se comparar o efeito de dietas com diferentes teores de triptofano no

comportamento e resposta ao stress.

Assim como aconteceu com Hoglund et al. (2017) e Cabanillas-Gamez et al. (2020),
assume-se gque 0s peixes que consumirem racao com niveis mais elevados de triptofano
terdo mais resiliéncia ao stress (Martins et al., 2013 e Hoseini et al., 2019). Tendo isto
em consideracdo, assume-se que no teste social, tal como disseram Moretz et al.
(2007), os individuos que se alimentarem da racdo com menor percentagem de
triptofano vao ter menos resiliéncia ao stress e, por isso, vao ficar mais tempo junto dos
conspecificos do que os individuos que consumirem a ragdo com maior percentagem

de triptofano. No teste de ansiedade, tal como ocorreu com Egan et al. (2009), os
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mesmos individuos poderdo ter um maior periodo de laténcia, passando menos tempo
na metade superior e tendo movimentos mais erraticos, com aumento do
comportamento de freezing, comparando com os individuos alimentados com racéo

com maior percentagem de triptofano.
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2.Material e métodos

2.1. Ensaio e instalacdo experimental

Este estudo foi realizado em 2021 na Estacédo Piloto de Piscicultura de Olhdo do Instituto
Portugués do Mar e da Atmosfera (IPMA, I.P.).

No ensaio experimental foram utilizados juvenis de corvina (Argyrosomus regius) com
112 dias e peso e comprimento iniciais de 32,6 + 3,4 g e 14,4 + 0,5 cm, respetivamente.
Foram distribuidos equitativamente 900 peixes por nove tanques redondos de fibra de
vidro com 1500 | de capacidade. O sistema dos tanques funcionava em circulagédo
aberta de agua, sem recirculacdo, passando a agua por um filtro de papel antes de
entrar nos tanques. O fluxo médio de agua foi de aproximadamente 15,9 I/ min, que era
verificado trés vezes por semana. A média dos valores de oxigénio e temperatura foi de
56 £ 0,2 mg/l e 21,4 + 0,2 °C, respetivamente, e a salinidade foi de 38 + 1 ppt. O
fotoperiodo foi de 14 horas de luz e 10 horas de escuriddo. De forma a assegurar que a
quantidade de oxigénio ndo era inferior a 4 mg/l, os tanques estavam individualmente
equipados com sondas de oxigénio que ativam a injecdo de oxigénio para a agua
quando o valor minimo acima referido € atingido. No entanto, no decorrer deste ensaio
ndo foi necessaria a injegdo de oxigénio pois a densidade de peixes néo era elevada e
a saturacdo de oxigénio esteve sempre em niveis satisfatérios. Neste ensaio
experimental, foram testadas, em triplicado, trés dietas com diferentes niveis de
suplementacdo de triptofano. A primeira dieta continha 0,5% de triptofano (Triptl), a
segunda 0,7% (Tript2) e a terceira 0,8% (Tript3). Em relacdo as necessidades de
triptofano estimadas para as corvinas nesta faixa etaria, a primeira dieta foi formulada
para estar préxima dos requisitos em triptofano para corvinas com esta idade e
funcionou como controlo. As outras duas ra¢fes foram formuladas para terem niveis
superiores aos requisitos da espécie. Durante o ensaio, os peixes foram alimentados
manualmente, até a saciacdo, as 9:00, 11:30, 14:00 e 16:30. A quantidade de ragao

fornecida era pesada diariamente. O ensaio teve a duracdo de sete semanas.

As dietas foram formuladas e produzidas pela Sparos Lda. (Olh&o, Portugal). Os
ingredientes em p6 foram misturados numa misturadora de dupla hélice e moidos duas
vezes num moinho de martelos micropulverizador (SH1, Hosokawa-Alpine, Alemanha).
Mais tarde, foi adicionada a mistura a fragcdo de 0leo, as dietas foram humidificadas,
aglomeradas através de extrusdo de baixo ritmo (Grupo Dominioni, Itélia) e depois secas
em forno de conveccgéo (OP 750-UF, LTE Scientifics, Reino Unido) durante 4 h a 60°C.
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As dietas foram mais tarde trituradas e peneiradas a 3 e 4 mm. A férmula das trés dietas
esta representada na tabela 1.

Tabela 1 — Ingredientes e composi¢cdo proximal das dietas experimentais Triptl - tratamento com 0,5 % de triptofano;
Tript2 - tratamento com 0,7 % de triptofano; Tript3 - tratamento com 0,8 % de triptofano

Ingredientes (%) Triptl  Tript2  Tript3
Caseina 5,0 5,0 5,0
Gelatina suina 6,0 6,0 6,0
Concentrado de proteina de soja 30,0 30,0 30,0
Concentrado de proteina de ervilha 15,0 15,0 15,0
Glaten de trigo 15,0 15,0 15,0
Amido de batata 7,0 6,6 5,6
Oleo de peixe 7,0 7,0 7,0
Oleo de colza 7,0 7,0 7,0
Lecitina de colza 2,0 2,0 2,0
Vitaminas e minerais 1,0 1,0 1,0
Vitamina C 0,1 0,1 0,1
Vitamina E 0,1 0,1 0,1
Betaina HCI 1,0 1,0 1,0
Antioxidantes 0,3 0,3 0,3
Fosfato monoamonico 2,0 2,0 2,0
L-Lisina 0,1 0,1 0,1
L-Triptofano 0,2 0,4 0,8

Composicao (% DW)

Proteinas 51,98 52,29 52,16

Lipidos 16,02 17,52 16,00
Cinzas 7,58 7,44 7,81

Energia (KJ) 23,89 24,13 24,13

2.2. Amostragem e analises bioquimicas

Na amostragem inicial, 60 peixes foram pesados e medidos individualmente, 10 peixes
foram recolhidos para analise da composicdo proximal e a biomassa de cada tanque foi
determinada pesando-se todos os peixes em conjuntos de 10. Na amostragem

intermédia, realizada um més apds o inicio do ensaio, avaliou-se 0 peso e 0
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comprimento de 20 peixes por tanque (60 peixes por tratamento). Esta amostragem foi
realizada para se avaliar o crescimento dos peixes. No final do ensaio, todos o0s peixes
foram pesados, os 61 primeiros foram pesados individualmente e medidos enquanto os
gue sobraram foram pesados em conjunto. Para determinacdo da composicdo proximal
dos peixes, foram recolhidos cinco peixes por tanque (15 por tratamento). Além disso,
foi retirado sangue de oito peixes (24 por tratamento), metade antes e metade apos a
exposi¢cdo a um teste de stress (30 segundos de exposicdo ao ar). As amostras para
andlise da composicao proximal e do sangue foram congeladas a -20 °C.

Os peixes pesados e medidos foram sedados com 100 ppm de 2-fenoxietanol (Barata
et al., 2016), enquanto os peixes usados para composi¢ao proximal e anélise ao sangue
foram eutanasiados com uma concentracdo superior de fenoxietanol. Todas as
manipulacdes de peixes foram realizadas por cientistas formados (seguindo as
recomendacdes da categoria B da FELASA) e conduzidas de acordo com as diretrizes
europeias sobre a protecdo dos animais utilizados para fins cientificos (Diretiva
2010/63/UE do Parlamento Europeu e do Conselho da Unido Europeia).

2.3. Anadlise quimica dos peixes e racoes

A andlise quimica das dietas e das carcacas foi realizada de acordo com os métodos da
Associagao Oficial de Analistas Quimicos (AOAC, 2000).

2.3.1. Matéria seca
Para determinar a matéria seca das carcacas foi necessario determinar a humidade.
Para isso, as carcagas foram pesadas e colocadas a secar numa estufa a 70 °C até
peso constante (cerca de 20 dias). Depois de pesadas, as carcacas foram trituradas
numa picadora até se obter um produto homogéneo onde se determinou a humidade

residual, matéria inorgéanica, proteina, lipidos e energia.

Para determinagdo da humidade residual das carcacas e da humidade das dietas,
pesou-se cerca de 0,5 g de amostra, em duplicado, em cadinhos de porcelana
previamente limpos e secos. Os cadinhos com a amostra foram colocados na estufa a
105 °C durante 24h. ApOs este periodo, pesou-se novamente os cadinhos com as

amostras e calculou-se a matéria seca através das seguintes formulas:

. eso carcaga inicial—peso carcaga final
Humidade (%) =2 £ P sarimal o 100

peso carcaga inicial

Matéria seca (%) = 100 — humidade (%)

15
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2.3.2. Matériainorganica (cinzas)
A matéria inorganica foi determinada através da incineracéo das amostras anteriores,
numa mufla a 450 °C durante 16 horas. No final os cadinhos voltaram a ser pesados e

a diferenca entre o0 peso antes e depois da incineracao indica a percentagem de cinzas.

. eso carcaga inicial—peso carcaga final
Cinzas (%) =& £ P sarmal o 100

peso carcaga inicial

2.3.3. Proteina
Para determinar a proteina utilizou-se o método de Kjedahl (1883) modificado. Foram
pesados entre 0,3 e 0,5 g de amostra para cada tubo de micro proteina aos quais se
adicionou uma pastilha de Kjedahl e 5 ml de H,SO. (acido sulfarico). De seguida,
colocaram-se os tubos no equipamento de digestdo, pré-aquecido a cerca de 450 °C,

durante uma hora. No final do tempo as amostras ficaram a arrefecer mais uma hora.

Ap6s o arrefecimento, adicionaram-se 10 gotas de indicador de pH e 25 ml de acido
bérico saturado num matraz. De seguida colocaram-se 0s matrazes e 0s tubos de micro
proteina no destilador que foi ligado durante trés minutos e 36 segundos. Apos este
tempo, colocaram-se os matrazes no titulador com HCl a 0,1 N e apontou-se o volume

de HCI que foi usado e realizaram-se o0s seguintes calculos:

i 14,007 x (Volume HCI) = 0,1
Proteina (%MF) = Poso amostra s 10 * 6,25

Proteina (%MF) * 100

Proteina (%oMS) = s %)
0

2.3.3.1. Determinacéao do perfil de aminoacidos das racdes

O perfil de amino&cidos das ragdes foi determinado de acordo com os métodos descritos
em AOAC (1998a, b). Na hidrolise acida, pesou-se cerca de 20 mg de racdo em tubos
de 10 ml juntamente com 3 ml de HCI 6 N com 0,1% de fenol. A hidrélise decorreu sob
condi¢Oes inertes durante 24 h a uma temperatura de 110-115 °C. Apds este periodo,
as amostras foram neutralizadas com 2,5 ml de NaOH 6 M, filtradas e armazenadas a -
80 °C. Para quantificacdo da metionina e do triptofano foi realizada uma hidrdlise
alcalina. Utilizou-se 80 mg de racédo (devido a baixa quantidade de triptofano na ragéo),
3 ml de NaOH 4,2 N e uma gota de 1l-octanol. As amostras foram hidrolisadas sob
condicdes inertes numa estufa a 110-115 °C durante 20 h. Apds a hidrdlise, as amostras
foram neutralizadas com 3,5 ml de HCI 4,2 N, filtradas e armazenadas a -80 °C. A
separacao dos aminoacidos foi feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia (Agilent

1100 HPLC, Agilent, Palo Alton, CA), usando uma derivatizacdo pré-coluna com o-
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ftalaldeido (OPA) e 9-fluorenilmetil cloroformato (FMOC), uma guarda Phenomenex
Gemini ODS C18 (4 mm x 3 mm) e uma coluna Phenomenex Gemini ODS C18 110A
(4,6 mm x 150 mm, 5 um). Os eluentes e restantes condi¢cBes cromatogréaficas estdo
descritas em Henderson et al. (2000). Os comprimentos de onda de detecdo de UV
foram definidos (338 nm e 262 nm) assim como os da fluorescéncia (340/450 nm e
266/305 nm). A identificagdo e quantificacdo dos aminoé&cidos foi avaliada por
comparagdo com os tempos de retencdo e areas dos picos dos aminodcidos de
referéncia (Sigma) com o software Agilent ChemStation para cromatografia liquida
(Agilent, USA). A norvalina e a sarcosina foram adicionadas as amostras antes da
hidrolise e usados como padrdo interno (concentragdo final antes da injecdo: 500

pmol/uL). Todas as amostras foram analisadas em triplicado.

2.3.4. Lipidos
Os lipidos foram determinados utilizando-se o método de Soxhlet (1879) modificado.
Sem tocar com as maos em todo o material, colocou-se algodao no fundo dos cartuxos
de celulose e colocou-se 0,8 a 1,0 g de amostra dentro do cartuxo, que depois foi tapada
com mais um pouco de algod&o. Os cartuxos foram encaixados no extrator de Soxhlet.
Entretanto, pesaram-se 0s copos de recolha de lipidos nos quais se adicionaram 40 a

50 ml de éter de petréleo. De seguida os copos foram também encaixados no extrator.

Apos todo o material estar no devido lugar, a maquina foi ligada, comeg¢ando assim o
processo de extracdo dos lipidos, o qual se divide em quatro fases. Na primeira fase, o
cartuxo encontra-se mergulhado no éter de petréleo durante uma hora; na segunda fase,
o cartuxo é retirado do éter, ficando assim durante duas horas; na terceira fase, com
uma duracdo de 15 minutos, fecha-se a torneira de forma que o éter de petréleo ndo

passe pelo cartuxo; por fim, na quarta fase, liga-se a ventoinha durante 10 minutos.

ApOs este processo, 0s copos sado colocados 30 minutos na estufa, de seguida, 15

minutos a secar no exsicador e no fim pesados.
Para determinacéo lipidica foram utilizadas as seguintes férmulas:

Peso lipid inal
eso lipidos fina £ 100

Lipidos (%MF) = Peso amostra

Lipidos (%MF) = 100
MS%

Lipidos (%MS) =
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2.3.5. Energia
A energia bruta foi determinada por combustao direta em um calorimetro de bomba
adiabatica (PARR Instruments, Moline, IL, USA; PARR model 1261).

Comecou-se por ligar o calorimetro. Entretanto a pastilha da amostra foi preparada na
prensa e, depois pesada e colocada no cadinho metdlico. A seguir, cortou-se 10 cm de
fusivel, o qual foi preso aos elétrodos da bomba e colocado em contacto com a pastilha
(sempre com cuidado para que este ndo saisse da posicado). Apds posicionamento do
fusivel, fechou-se a bomba e adaptou-se o nivel de oxigénio. Apds a bomba estar
preparada, encheu-se o balde com 2 | de agua desionizada, inserindo-o dentro do
calorimetro e, por fim, colocou-se a bomba dentro do balde. Depois de se fechar o
calorimetro, comecou-se o procedimento. Quando este chegou ao fim obteve-se o valor
de energia bruta em Kcal/g. Para obtencdo da energia bruta em KJ/g utilizou-se a

seguinte formula:

Energia (K]/g MF) = Energia (Kcal/g) * 4,184 * 0,001

2.4. Analises ao sangue

2.4.1. Andlise aos niveis de glucose
Para fazer a andlise da glucose foi usado o kit de andlises clinicas para determinacao
de glucose (ref.998660 QCA). Inicialmente preparou-se a reta de calibragdo. Para isso

foram preparados e identificados cinco tubos eppendorfs de acordo com os seguintes

valores:
Eppendorf 0 1 2 3 4
Concentracdo glucose (mg/dl) 0 25 50 75 100
Solugéo padréo de glucose 10mg/dl (ul) 0 12,5 25 37,5 50
H20 (ul) 50 37,5 25 12,5 0

Enquanto isso, as amostras de plasma descongelaram em gelo, onde foram mantidas
durante todo o procedimento. ApOs descongelarem, as amostras foram agitadas no
vortex, pipetando-se, em duplicado, 10 pul de cada padrdo e das amostras para a
microplaca. No final pipetou-se 200 pl do reagente para cada poco e deixou-se a incubar

durante 5 minutos a 37 °C.

Apo0s a incubagéo leu-se a absorvancia da microplaca a 340 nm no leitor de microplacas.
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2.4.2. Andlise aos niveis de lactato
Para a andlise do lactato usou-se o kit de analises clinicas para determinacao de lactato
(ref.1001330 SPINREACT). Inicialmente preparou-se o reagente do kit, adicionando-se
10 ml da solucéo R1 ao frasco da enzima R2. O passo seguinte foi a preparacdo da reta
de calibragdo. Assim como na analise da glucose, também foram preparados e

identificados 5 tubos eppendorf, mas neste caso seguiu-se a seguinte tabela:

EPPENDORF 0 1 2 3 4
Concentracéo lactato (mg/dl) 0 2,5 5 7,5 10
Solucéo padrédo de lactato 10mg/d| (ul) 0 12,5 25 37,5 50
H20 (ul) 50 37,5 25 12,5 0

Ao contrério da andlise a glucose, foi necessério fazer diluicdo das amostras, utilizando-
se uma solucdo de NaCl a 0,9 %. O fator de diluicAo da maioria das amostras foi de 1:4,
mas também houve de 1:2, 1.5 e 1:6. Apos a diluicdo, as amostras foram agitadas no
vortex e pipetou-se, em duplicado, 10 uyl de cada padrdo e das amostras para a
microplaca, adicionando-se 200 pl de reagente em cada pogo. Apos a adigdo do

reagente, a microplaca ficou a incubar durante 5 minutos a 37 °C.
No final leu-se a absorvancia da microplaca a 505 nm no leitor de microplacas.

2.4.3. Andlise aos niveis de hemoglobina
Para a analise da hemoglobina utilizou-se o kit de analises clinicas para determinacao
de hemoglobina (ref.1001239 SPINREACT). Assim como na analise anterior, comegou
por se preparar o reagente do kit. Para obter 250 ml misturou-se muito bem um frasco
de reagente com 245 ml de agua destilada. Apds a obtengéo do reagente comegou-se
a preparacdo das amostras. Para isso colocou-se 2,5 ml de reagente em tubos de 5 ml
e juntou-se 10 pl de cada amostra aos tubos, homogeneizando-se no vortex. Apés ficar
3 minutos a incubar, foram pipetados, em duplicado, para a placa 300 pl da solucéo e

300 ul do reagente (branco).
No final a absorvancia foi lida a 540 nm no leitor de microplacas.

2.4.4. Hematocrito
Para a realizacdo do hematdcrito comecou por se encher 3/4 do capilar com sangue,
tapando-o com plasticina. De seguida, colocou-se os capilares com sangue no rotor de

hematdécrito da centrifugadora, durante 5 minutos a 10000 rpm.
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ApOs a centrifugacdo, mediu-se com uma régua o comprimento total do hematécrito, o
comprimento da zona das células vermelhas, e o comprimento da buffy coat que

corresponde as células do sistema imunitario.

2.5. Testes de stress e comportamento

Para avaliar os diferentes niveis de stress dos peixes foram realizados trés testes: o
teste novel tank diving (ou teste de ansiedade), o teste do cardume (ou teste de
socializacao) e o teste da lateralizacdo, tendo por base os trabalhos realizados por Egan
et al. (2009), Moretz et al. (2007) e Bisazza et al. (1998), sendo que os dois primeiros
sofreram algumas alteracdes. Esta foi das primeiras vezes que estes testes foram

aplicados a peixes de cultivo num ensaio de nutricao.

Em cada um dos testes, foram utilizados peixes em jejum ha 12 horas. A agua utilizada
nos tanques onde 0s testes decorreram estava a mesma temperatura que a agua do
ensaio para facilitar a aclimatacdo. Foram avaliados quatro peixes por tanque (12 por
tratamento), intercalando-se os tratamentos para minimizar a variabilidade metabdlica
gue ocorre ao longo do dia. Cada peixe teve cinco minutos de adaptacdo apés ser

colocado no novo tanque.

O teste da ansiedade e o da socializa¢do foram realizados no mesmo tanque (tanque
retangular de fibra de vidro, com 120 x 36 x 72 cm) (figura 6) e foram gravados para
posterior avaliacdo (foram colocadas duas camaras, uma dentro do tanque e outra por
cima, para possibilitar a observacdo mais completa possivel do tanque); o teste da
lateralizacgé&o foi realizado noutro tanque (também de fibra de vidro, mas com 240 x 36 x

72 cm) e foi avaliado diretamente (figura 7).

2.5.1. Teste Novel tank diving e teste do cardume
No primeiro tanque, de 240 | de capacidade, isolou-se a extremidade direita (45 x 36 x

72 cm) com uma placa de acrilico

transparente para colocar um cardume de .
seis peixes (da mesma espécie e de tamanho e e
semelhante ao peixe testado). O peixe

testado foi colocado na zona restante. Para

evitar um contacto visual prévio entre o peixe

o Figura 6 — Esquema tanque 1 visto de cima; linhas a
teste e 0 cardume tapou-se 0 acrilico COM |aranja — divisio das trés zonas do teste da

. socializagéo; linhas a azul — divisdo dos quatro
uma placa opaca. Para o teste da ansiedade, quadrantes do teste da ansiedade; circulo preto

A, representa o individuo teste e circulos azuis
o tanque foi dividido em quatro quadrantes representam os individuos do cardume

(dois superior e inferior e dois esquerda e
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direita), utilizando-se dois fios (figura 6). Para o teste da socializacdo desenhou-se no
fundo do tanque, com um marcador, duas linhas para o dividir em trés zonas (perto do

cardume (PC), longe do cardume (LC) e muito longe do cardume (MLC)) (figura 6).

No teste de ansiedade, os peixes foram transportados com uma rede, entre o balde de
transicdo e o tanque de teste, iniciando a contagem do tempo de adaptacéo logo de
seguida. Apds os 5 minutos de adaptacdo, o teste inicia-se com uma duracdo de 5
minutos. Ai foi avaliado o niUmero de transicdes verticais e horizontais, o tempo passado
nos quadrantes superiores e inferiores, 0 nimero e tempo de freezing (tempo em que 0

peixe ndo se mexeu) e 0 numero de impulsos (movimentos erraticos pontuais).

Uma vez terminado o teste de ansiedade, prosseguiu-se de imediato para o teste de
socializacao (figura 6), tendo sido retirada a placa acrilica opaca, permitindo que o peixe
tivesse total visualizacdo do cardume. Neste teste, foi avaliado o tempo  antes  da
primeira aproximacdo ao cardume, o tempo total perto e longe do cardume, o nimero
de transic¢des entre divisdes em direcdo, ou para longe, do cardume, o numero de toques

no acrilico e o numero e tempo de freezing. O teste foi concluido ap6s 5 minutos.

2.5.2. Teste da lateralizacéo

O teste de lateralizacdo foi realizado num

100 cm 70em

tanque de 480 | de capacidade com um

corredor com cerca de 20 cm de largura, e t

duas barreiras, uma em cada extremidade

72cm 2em

(figura 7). Os peixes foram transferidos a

. S0cm
mao para dentro do tanque, utilizando um -

pano sobre os olhos (maximo de 5 - —

240 cm

segundos fora de agua). Cada peixe foi  Figyra 7 - Esquema do tanque para o teste da
colocado no centro do corredor, que estava lateralizacdo (vista superion)
fechado com duas grelhas, durante 5 minutos (tempo de aclimatacdo). De seguida, com
as grelhas retiradas, o animal é obrigado a nadar em frente até atingir o obstaculo, tendo
que escolher virar & esquerda ou a direita. Apés a primeira escolha, cada animal foi
obrigado a voltar para o corredor e ir até a outra extremidade, onde voltou a escolher.
Foram realizadas dez corridas por peixe e o lado escolhido foi apontado num quadro.
No final do teste, foi calculado o indice relativo (LR) para cada peixe de acordo com

Bisazza et al. (1998):

n? viradas a direita — n2 viradas a esquerda 100
= X

R — . N . . . N
n? viradas a direita + n? viradas a esquerda
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em que valores préximos de 100 representam peixes que viraram a direita na maioria
das 10 corridas, valores préximos de -100 representam peixes que viraram mais vezes
a esquerda e valores préximos de zero representam peixes que tiveram uma preferéncia

semelhante entre esquerda e direita.

2.6. Analise estatistica

Utilizou-se o teste de Levene para se verificar a homogeneidade dos dados. Para se
testar as diferencas nos parametros do plasma, antes e depois da realizagéo do teste
de stress, utilizou-se uma ANOVA dupla, em que a dieta e o pré e pds-teste de stress
foram consideradas as variaveis independentes. Para a andlise dos resultados entre pré
e poés-stress dos trés tratamentos do lactato, uma vez que ndo cumpriam oS
pressupostos da ANOVA paramétrica, realizou-se o teste Kruskal-Wallis. Para os outros
parametros analisados, como os testes social e de ansiedade, foi realizada uma ANOVA
simples, sendo a dieta a variavel independente. Quando os valores eram significativos
(p<0,05), procedeu-se & comparacao de médias utilizando o teste de Tukey e, no caso
dos parametros do plasma, o teste Newman-Keuls. Os dados que ndo cumpriam os
requisitos de normalidade, como a composi¢éo proximal, foram submetidos a testes ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis. Quando as diferencas eram significativas (p<0,05),
realizava-se comparagdes por método pairwise (Mann-Whitney). Para os resultados do

teste de lateralizag&o foi usado o teste chi quadrado para amostras independentes.

Toda a analise estatistica foi realizada com o auxilio do programa SPSS (IBM Corp.
Released 2019. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 26.0. Armonk, NY: IBM
Corp).
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3.Resultados

3.1. Perfil de aminoacidos das racfes

Como se pode observar na tabela 2, a suplementacédo de triptofano foi eficiente. Esta
suplementacdo afetou as percentagens de outros aminoacidos como é o caso do
aspartato, serina, treonina, taurina, valina, fenilalanina, isoleucina, hidroxiprolina e
prolina. Verificou-se também que Tript2 tem maior percentagem de aspartato, serina,
treonina, valina, fenilalanina, isoleucina, hidroxiprolina e prolina, enquanto que Triptl
tem maior percentagem de taurina.

Tabela 2 — Perfil de aminoéacidos das ragdes Tripl - com 0,5 % de triptofano, Trip2 - com 0,7 % de triptofano e Trip3 -
com 0,8 % de triptofano, fornecidas a juvenis de corvina (Argyrosomus regius) Os valores sdo médias + erro padréo.
ASP - aspartato; GLU - glutamato; SER - serina; HIS - histidina; GLY - glicina; THR - treonina; ARG - arginina; ALA -

alanina; TAU - taurina; TYR - tirosina; VAL - valina; MET — metionina; TRP — triptofano; PHE - fenilalanina; ILE - isoleucina;
LEU - leucina; LYS - lisina; HYP - hidroxiprolina; PRO - prolina

Aminoacidos (g/100 g) Triptl Tript2 Tript3
ASP 2,71+ 0,01 2,94 + 0,01 2,86 + 0,02
GLU 8,12 + 0,02 8,74 £ 0,01 8,56 + 0,08
SER 2,00 £0,01 2,14+ 0,01 2,10 £ 0,02
HIS 0,65 + 0,004 0,74 £ 0,01 0,68 + 0,02
GLY 3,35+ 0,02 3,40+ 0,04 3,14 + 0,04
THR 2,13+0,01 2,30 £ 0,004 2,22 +£0,02
ARG 2,11 +0,01 2,27 £0,01 2,16 £ 0,02
ALA 3,21 +£ 0,003 3,36 £ 0,01 3,19+ 0,03
TAU 2,50 + 0,01 2,33+0,01 2,23+0,01
TYR 1,45+ 0,01 1,55+£0,01 1,54 £ 0,02
VAL 1,58 + 0,002 1,67 £ 0,004 1,57 £0,01
MET 0,70+ 0,01 0,69 £ 0,01 0,70 £ 0,003
TRP 0,51 +0,01 0,65 = 0,002 0,84 £ 0,01
PHE 1,88 + 0,002 2,03 £ 0,004 1,98 £ 0,02
ILE 1,26 £ 0,001 1,36 £ 0,002 1,32 £0,01
LEU 3,95 £ 0,004 4,32 + 0,02 4,16 + 0,04
LYS 0,45 + 0,03 0,30 + 0,01 0,31+ 0,01
HYP 0,88 £ 0,01 1,00 £ 0,01 0,89 £0,01
PRO 3,97 £ 0,02 4,35+ 0,02 4,11 + 0,04

3.2. Crescimento e eficiéncia de utilizacdo das dietas

Na tabela 3 estdo representados os parametros de crescimento e utilizacdo das dietas.

No inicio do ensaio, os peixes tinham todos tamanhos semelhantes de forma a garantir
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a homogeneidade dos juvenis utilizados. Em todos os tratamentos os individuos tiveram
um aumento de peso semelhante, pelo que ndo ocorreu diferencgas significativas entre
eles. Os outros parametros de crescimento mantiveram a tendéncia, ou seja, 0
crescimento e o aumento da biomassa foi semelhante entre tratamentos, ndo havendo
diferencas significativas entre os tratamentos. Nos trés parametros de utilizagdo da
racdo (SGR, FCR e PER), os individuos dos diferentes tratamentos tiveram valores

semelhantes, pelo que ndo houve diferencgas significativas entre eles.

Tabela 3 — Crescimento e eficiéncia de utiliza¢do do alimento de Argyrosomus regius alimentada com as dietas durante
os 56 dias e erro padréo Triptl - tratamento com 0,5 % de triptofano; Tript2 - tratamento com 0,7 % de triptofano; Tript3
- tratamento com 0,8 % de triptofano; SGR - taxa de crescimento especifico; FCR - taxa de converséao alimentar; PER -
racio de eficiéncia proteica

Tratamento Triptl Tript2 Tript3
Peso inicial médio (g) 32,59 +0,06 32,59 +0,06 32,59 +0,06
Peso final (g) 61,6 + 1,06 63,5+ 0,28 64,3 £ 0,60
Comprimento inicial médio (cm) 14,40 + 0,01 14,40 + 0,01 14,40 + 0,01
Comprimento final (cm) 18,5+ 0,10 18,6 + 0,02 18,5+ 0,04
Biomassa inicial 3325,4+0,84 3320,2 £ 0,59 3314,7 £ 2,90

Biomassa final

Rac&o Consumida (9)

5878,6 + 128,70
3032,9 £ 93,81

6077,9 + 32,56
3070,8 £ 37,17

6071,2 + 126,63
3013,6 + 60,37

SGR 1,1+0,03 1,2+0,01 1,2+0,02
FCR 1,2+0,03 1,1+0,01 1,1+0,03
PER 1,6 £0,04 1,7+0,01 1,7+0,05

3.3. Composicao proximal dos peixes

Apo6s o final do ensaio realizou-se uma andlise quimica aos peixes para obtermos a
percentagem de proteina e lipidos por matéria fresca, a quantidade de energia por
matéria fresca e a percentagem de matéria seca e cinzas. Na tabela 4 temos

representados os valores desses parametros.

A andlise das carcagas indicou niveis de proteina de aproximadamente 15 % (matéria
fresca) enquanto que os niveis de lipidos foi cerca de 4,7 %. A percentagem de matéria
seca foi a volta de 25 % e a de cinzas cerca de 15 %. A energia da carcaca foi calculada
em aproximadamente 5,6 KJ/ g. Nao foram observadas diferengas significativas entre

tratamentos para nenhum destes parametros.
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Tabela 4 — Composi¢éo das carcacgas de Argyrosomus regius e erro padrao Triptl - tratamento com 0,5 % de triptofano;
Tript2 - tratamento com 0,7 % de triptofano; Tript3 - tratamento com 0,8 % de triptofano;

Tratamento Triptl Tript2 Tript3
Proteina (%6MF) 15,70 £ 0,03 15,42 £ 0,21 15,40 £ 0,13
Lipidos (%MF) 4,85+0,11 4,70+0,21 462 +0,13
% Matéria seca 24,92 £ 0,06 25,05 +0,17 24,76 = 0,08
% Cinzas 15,13+ 0,15 16,14 £ 0,22 14,52 £ 0,07
Energia KJ/g (MF) 5,62+ 0,01 5,62 + 0,03 5,55+ 0,03

3.4. Analises ao sangue

Para sabermos como os diferentes valores de triptofano afetaram os niveis de stress
dos individuos foi necessario realizar analises ao sangue de forma a obtermos os
valores dos niveis de glucose, lactato e de hemoglobina, assim como do hematécrito.
Na tabela 5 temos representados os valores de cada um dos parametros referidos
anteriormente, assim como as diferencgas significativas entre tratamentos antes e apos

o teste de stress.

Tabela 5 — Valores das analises ao sangue de Argyrosomus regius e erro padrdo Triptl - tratamento com 0,5 % de
triptofano; Tript2 - tratamento com 0,7 % de triptofano; Tript3 - tratamento com 0,8 % de triptofano; HTC - hematdcrito;
Glu - glucose; Hgb — hemoglobina; letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)

Tratamento Triptl Tript2 Tript3
Stress Pré Pos Pré Pos Pré Pos
HTC (%) 20,35+ 0,20 20,26 + 0,14 19,82 + 0,20 20,26 + 0,17 20,33 +0,24 18,81 +0,11

Glu (mg/dl) 63,87 + 0,99a 76,68 +0,74p 63,42+0,78a 74,07 +£0,98ap 63,50 £ 0,78ac 73,16 + 0,68¢
Lactato (mg/dl) 3,49 £ 0,10a 1,76 + 0,03p 3,11 £0,08a 1,55+ 0,03p 3,05+0,10a 1,57 + 0,04y

Hgb (g/dl) 2,86 + 0,044 1,90 = 0,04y 2,73 +0,05a 2,95 + 0,06a 2,89 +0,07a 2,42 + 0,054

3.4.1. Niveis de glucose
Para os niveis de glucose no sangue, ndo foram observadas diferengas significativas
entre tratamentos pos e pré-stress (tabela 5 e figura 8). No entanto, quando se
comparou a interacdo entre dietas e efeito pré e pds-stress, observou-se diferencas
significativas entre o tratamento Triptl pré-stress e o tratamento Tript3 pds-stress e
entre o tratamento Triptl pds-stress e os tratamentos Tript2 e 3 pré-stress (tabela 5 e

figura 8).
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Em relagéo ao pré e pds-stress, para o
tratamento Triptl, foram observadas
diferencas significativas no nivel de
glucose antes e depois dos peixes
serem submetidos ao teste (p<0,05)
(tabela 5 e figura 8).

3.4.2. Niveis de lactato
Para os niveis de lactato no sangue

nao houve diferencas entre

(Argyrosomus regius) juvenis

Glucose

50,00
80,00 ab bc
70,00 a ac ac
60,00
T 50,00

30,00
20,00
10,00

0,00

Triptl Tript2 Tript3

Tratamento
W Pré-stress W Pos-stress

Figura 8 — Quantidade de glucose presente nas corvinas juvenis
do tratamento Triptl, com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 %
de triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano. Os resultados séo
média e erro padrdo. Letras diferentes significam diferengas
significativas (p<0,05)

tratamentos (tabela 5 e figura 9). No entanto, os niveis de lactato antes e depois do teste

de stress foram significativamente diferentes para todos os tratamentos (p<0,05) (tabela

5 e figura 9).

3.4.3. Niveis hemoglobina
N&o foram observadas diferencas
significativas para o0s niveis de
hemoglobina entre 0s trés
tratamentos no pré-stress (tabela 5 e
figura 10). No entanto, o tratamento
Triptl, registou diferencas
significativas antes e depois dos
individuos serem submetidos ao
teste de stress (p<0,05) (tabela 5 e
figura 10) e, entre o tratamento Triptl
pos-stress e o tratamento Tript2, pré e
pos-stress, e o tratamento Tript3 pré-

stress.

Lactato
4,00
3,50 a a
3,00
2,50

1,50
1,00
050
0,00

Triptl Tript2 Tript3

Tratamento

M Pré-stress W Pos-stress

Figura 9 — Quantidade de lactato presente nas corvinas juvenis do
tratamento Triptl, com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de
triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano. Os resultados sédo
média e erro padrdo. Letras diferentes significam diferencas
significativas (p<0,05)

Hemoglobina

3,50
a a

3,00 a l

2,50 ab

Triptl Tript2 Tript3

Tratamento

M Pré-stress W Pds-stress

Figura 10 — Quantidade de hemoglobina presente nas corvinas
juvenis do tratamento Triptl, com 0,5 % de triptofano, Tript2, com
0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano. Os
resultados sdo média e erro padréo. Letras diferentes significam
diferencas significativas (p<0,05)
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3.5. Teste Novel tank diving, teste do cardume e teste de

lateralizacao

Para avaliar os efeitos das diferentes racdes sobre os niveis de stress realizaram-se

trés testes: o teste novel tank diving (ou teste de ansiedade), o teste do cardume (ou

teste de socializa¢do) e o teste de lateralizacao.

3.5.1. Teste novel tank diving

Neste teste foram avaliados o nimero de transicdes totais, 0 tempo ha metade inferior,

0 numero e tempo de freezing e o niumero de impulsos. Os resultados obtidos estao

representados na tabela 6.

Tabela 6 — Resultados obtidos no teste de ansiedade de Argyrosomus regius e erro padrédo Triptl - tratamento com 0,5
% de triptofano; Tript2 - tratamento com 0,7 % de triptofano; Tript3 - tratamento com 0,8 % de triptofano

Tratamento Triptl Tript2 Tript3
Transicdes totais 53,90 + 2,46 56,98 + 2,95 72,72 + 3,80
Tempo na metade inferior (%) 60,40 £ 2,74 68,50 £ 2,02 57,89 £2,84
Numero de freezing/300 s 4,20 £ 0,33 3,47+ 0,24 0,75+0,10
Tempo de freezing (%) 22,30 £ 2,55 15,91 +1,40 0,71 +0,13
Ndmero de impulsos/ 300 s 0,70 £0,11 0,33+0,04 0,67 £0,12

A tabela 6 mostra que ndo houve diferencas
significativas nos critérios testados. Apesar
de ndo haver diferencas significativas no
tratamento geral, o teste post hoc
demonstrou diferengas significativas entre o
tratamento Triptl e Tript3 no numero de

freezing (figura 11).

3.5.2. Teste do cardume

Numero de freezing

b

7

0,00

Triptl Tript2 Tript3
Tratamento

Figura 11 — Namero de atos de freezing das corvinas
juvenis do tratamento Triptl, com 0,5 % de triptofano,
Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3, com 0,8 % de
triptofano. Os resultados sdo média e erro padréo.
Cada letra diferente  representa diferencas
significativas (p<0,05) entre tratamentos

No teste social, foi avaliado o tempo antes da primeira aproximacdo ao cardume, o

tempo passado préximo ao cardume, o numero de transi¢cdes para longe e em direcdo

ao cardume, o numero de toques no acrilico e a quantidade e tempo de freezing. Na

tabela 7 encontram-se os resultados obtidos.
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Tabela 7 — Resultados teste social realizado a Argyrosomus regius e erro padrao; Triptl - tratamento com 0,5 % de
triptofano; Tript2 - tratamento com 0,7 % de triptofano; Tript3 - tratamento com 0,8 % de triptofano

Tratamento Triptl Tript2 Tript3

Tempo antes da 12 aproximag¢ao ao cardume/300 s 0,4 +0,23 0,2+0,15 2,2+0,83
Tempo perto do cardume (apds 12 aproximacgéo) (%) 81,1+ 3,46 86,5+ 3,61 86,2 + 2,64

Transicdes totais 17,0 £ 2,93 14,1 £3,71 15,7 £ 4,06
Toques no acrilico/ 300 s 18,6 + 2,55 23,8+ 3,12 24,0+1,44
Numero de freezing/ 300 s 5,4+1,58 3,8+1,06 4,1+0,94

Log (tempo freezing) 1,0+0,19 0,8+0,23 1,0+0,19

Através da andlise dos resultados verificou-se que as diferengas entre tratamentos ndo
sé&o significativas (tabela 7).

3.5.3. Teste de lateralizacéo

No teste de lateralizacéo foi avaliado o lado que os peixes tém tendéncia a escolher

guando encontram um obstéculo. Para isso utilizou-se o indice de lateralizac¢&o relativo.

Tabela 8 — Resultados do teste de lateralizac&o realizado a Argyrosomus regius e erro padrao; Triptl - tratamento com
0,5 % de triptofano; Tript2 - tratamento com 0,7 % de triptofano; Tript3 - tratamento com 0,8 % de triptofano

Tratamento Triptl Tript2 Tript3
indice de lateralizac&o relativo (Lr) 18,3 + 3,08 -11,7 £ 4,22 0+ 3,54

Através da andlise dos resultados verificou-se ndo haver diferencas significativas entre
os tratamentos (tabela 8).
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4.Discussao

Em aquacultura, a manipulacdo, o transporte, e outras tarefas frequentes nesta
indUstria, sdo agentes de stress nos peixes (Martins et al., 2013; Cabanillas-Gamez et
al., 2020). Este stress afeta negativamente o crescimento, a resisténcia a doencas
(Kumar et al., 2012) e até a qualidade do filete. Para mitigar estes efeitos negativos, é
fundamental a criagdo de protocolos de forma a que a resiliéncia ao stress e o bem-
estar dos peixes seja maximizado. Existem formas de se alcancgar este objetivo, sendo
uma delas a suplementagdo de racdes com substancias que fortalecem o sistema
imunitario ou a resisténcia ao stress (Ciji & Akhtar, 2021). Neste trabalho, as dietas
fornecidas a corvinas juvenis foram suplementadas com diferentes quantidades de
triptofano, de forma a avaliar se este aminoacido influenciava a resposta ao stress
nestes peixes. A dieta 1 tinha um nivel de triptofano aproximado do requisito para
corvinas desta idade, enquanto que as outras duas dietas tinham niveis superiores ao

requisito.

4.1. Perfil de aminoacidos da racéo

A suplementacao do triptofano nas dietas de corvinas juvenis foi eficiente, havendo uma
racdo, Triptl que apresentava um nivel de triprofano correspondente ao requisito
estimado desta espécie para esta idade. Crescimento e eficiéncia de utilizacdo das

dietas

Os diferentes teores de triptofano ndo afetaram significativamente o crescimento, pois
0 peso, o comprimento e a biomassa final foram semelhantes entre os trés tratamentos.
O que é consistente com os resultados obtidos para o SGR, o FCR e o PER, que
também ndo apresentaram diferencas significativas entre tratamentos. Os resultados
obtidos neste estudo para estes parametros estdo de acordo com os publicados para
juvenis da mesma espécie (Saavedra et al., 2020; 2022; Herrera et al., 2020). Em
comparacdo com Saavedra et al. (2020; 2022), a diferenca mais acentuada foi
observada no crescimento dos juvenis, que foi inferior no trabalho presente,
possivelmente porque a temperatura era mais baixa e o tamanho inicial dos peixes era
superior (a taxa de crescimento € superior nas fases iniciais do ciclo de vida e vai
diminuindo a medida que o peixe vai crescendo). Como este trabalho foi realizado nos
meses de Outuno a temperatura da dgua ndo permitiu maximizar o crescimento da
corvina, mesmo com 0 aquecimento da agua. O crescimento foi muito semelhante ao
apresentado por Herrera et al., 2020 que utilizou a mesma espécie na mesma fase do

ciclo de vida. Em relacdo a suplementacéo de triptofano, Miao et al. (2021), utilizando
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juvenis de Channa argus, e Sharf & Khan, (2022), utilizando juvenis de Channa
punctatus, obtiveram diferencas significativas no crescimento, o que néo se verificou no
presente estudo, o que pode ter resultado de n&o ter havido nenhum tratamento com
deficiéncia em triptofano. Em Miao et al. (2021) houve aumento significativo do
crescimento até ao tratamento com 0,3 % de triptofano, com 0,4 % este manteve-se, no
entanto, com 0,5 % houve diminuicdo; Sharf & Khan, (2022) obtiveram um aumento do
crescimento até 4,7 g kg* de triptofano, sendo que a partir das concentragcdes mais
elevadas o crescimento diminuiu. Isto demonstra que os efeitos de TRP no crescimento

dependem das espécies de peixe e do nivel de TRP (Hoseini et al., 2019).

4.2. Andlise quimica dos peixes

Uma vez que a composicdo das dietas variava apenas no conteudo de triptofano, que
ja de si estava presente em percentagens abaixo de 1 %, ndo era expectavel uma
alteracdo significativa na composicdo da carcaca. Isso foi verificado para todos os
parametros. Varios estudos demonstram os efeitos do triptofano dietético na
composi¢do da carcaca, e os resultados obtidos sdo variaveis. Com juvenis de truta
arco-iris (O. mykiss), Hoseini et al. (2020) ndo obtiveram diferencas significativas nos
diferentes parametros. Com Channa punctatus, Sharf & Khan, (2022) obtiveram um
aumento do teor de lipidos e proteina e diminui¢cdo do teor de humidade em dietas com
4,7 g kg de triptofano, enquanto que o teor de cinzas se manteve constante. Os niveis
de energia das carcacas também foram semelhantes entre os tratamentos, o que esta
de acordo com os niveis de lipidos. De todas as formas, os resultados obtidos na
composicao proximal sdo semelhantes aos reportados por outros estudos para juvenis
de corvina (Saavedra et al., 2020; 2022).

4.3. Analises ao sangue

Em relacdo aos parametros sanguineos, as diferentes percentagens de triptofano na
dieta ndo provocaram diferencas significativas entre tratamentos. No entanto, quando
os peixes foram submetidos a um teste de stress, que consistia na exposicdo ao ar
durante 30 segundos, verificou-se, para os niveis de glucose e de hemoglobina, que
estes aumentaram e diminuiram, respetivamente, no tratamento Triptl; no entanto, o
nivel de lactato diminuiu em todos os tratamentos. Além disso, para a glucose, houve
diferencas significativas entre o tratamento Triptl pré e pds-stress e 0s tratamentos
Tript3 pos-stress e Tript2 e 3 pré-stress, respetivamente. No caso da hemoglobina,
houve diferengas significativas entre o tratamento Triptl pds-stress e os tratamentos

Tript2 pré e pOs-stress e Tript3 pré-stress.
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Em relagdo ao hematdcrito e nivel de glucose e lactato, Saavedra et al, (2020) também
néo obteve diferengas significativas entre tratamentos. No entanto, os niveis de glucose
e lactato apds o teste de stress em Saavedra et al, (2020) foram muito superiores aos
obtidos neste trabalho. Em relag@o aos niveis de hemoglobina, Kpundeh et al. (2013),
utilizando juvenis de tilapia (Oreochromis niloticus) também obteve uma diminui¢do nos
seus valores. Kpundeh et al. (2013) verificou que a medida que aumentava a densidade
de povoamento (maior nivel de stress), o valor de hemoglobina diminuia. No caso deste
trabalho, o valor de hemoglobina diminuiu apenas no tratamento Triptl e foi semelhante
nos outros tratamentos, 0 que sugere que a suplementacao de triptofano pode ter tido
um efeito positivo neste parametro e que o triptofano pode afetar a resposta endocrina

ao stress (Cabanillas-Gamez et al., 2020).

Os parametros hematoldgicos, como a hemoglobina e o hematécrito, aumentam em
condigbes de stress, principalmente oxidativo, devido ao aumento da exigéncia de
oxigénio (Hoseini et al., 2020). Tal como aconteceu neste trabalho, também Hoseini et
al. (2020), utilizando juvenis de truta arco-iris (O. mykiss), obteve resultados
semelhantes na situacdo de stress, ndo tendo sido afetado pelo teor de triptofano. No
entanto, na situacdo de menor stress, 0os peixes alimentados com racdo com teor
intermédio de triptofano tiveram um hematdcrito superior aos outros dois tratamentos.
Neste estudo, a percentagem de triptofano das racdes situava-se entre os tratamentos
intermédio e superior de Hoseini et al. (2020), o que poderia justificar a auséncia de
diferencas significativas na situagdo de pré-stress, uma vez que ndo houve nenhum
tratamento com deficiéncia em triptofano. No entanto, a auséncia de diferencas
significativas entre as situacdes de pré e pds-stress pode signifcar que os diferentes
teores de triptofano usados afetaram a resposta endocrina ao stress. Por outro lado, em
Hoseini et al. (2020) o nivel de hemoglobina foi semelhante para a interagédo de todos
os tratamentos com as diferentes situagfes de stress. No entanto, quando analisados
individualmente, o tratamento com teor intermédio de triptofano levou ao aumento do
nivel de hemoglobina. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos neste trabalho,
uma vez que, na situacao pré-stress, nao houve diferencas entre tratamentos. Porém,
o tratamento Triptl levou a reducao do nivel de hemoglobina no pdés-stress. Esta
diferenca pode estar relacionada com o tipo de stress a que 0S peixes estiveram
sujeitos. Em Hoseini et al. (2020), os individuos estiveram em situacao de stress
prolongado, enquanto que neste trabalho o tempo de stress foi curto (Herrera et al.,
2020). Na resposta primaria ao stress, ocorre producéo de cortisol que induz a resposta

secundaria ao stress. Al, vai ocorrer o aumento do nivel de glucose e a sua mobilizacado
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para os tecidos onde ocorrem processos de restauracdo que exijam energia (Abdel-
Tawwab, 2012; Cabanillas-Gamez et al., 2020; Monteiro et al., 2021). Isto € consistente
com os resultados obtidos neste estudo e coincidentes com aqueles reportados por
Saavedra et al. (2020), Abdel-Tawwab (2012) [Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus
(L.))] e Hoseini et al. (2016) (Esturjao (Acipenser persicus)). Assim como aconteceu com
Herrera et al. (2020), também se esperava que um maior teor de triptofano nas racées
pudesse diminuir os niveis de glucose no sangue ou, como aconteceu com Hoseini et
al. (2020), que permitisse que os niveis de glucose fossem semelhantes entre as

situacBes de pré e pds-stress, o que aconteceu para os tratamentos Tript2 e 3.

Em relagéo ao lactato, sabe-se que este é um produto do catabolismo anaerdbio da
glucose (Hoseini et al.,, 2020). Quando em stress, ocorre uma maior atividade
respiratoria no musculo sob condi¢cdes anaerdbias, o que promove o aumento dos niveis
de lactato no sangue (Monteiro et al., 2021). Quando o peixe esta exposto ao ar, a
respiracdo anaerdbia aumenta, logo é esperado um aumento dos niveis de lactato.
Neste estudo, ocorreu o0 oposto e os resultados diferem dos reportados por Saavedra et
al. (2020), onde se obteve um aumento do lactato apds corvinas juvenis terem sido
sujeitas a um teste de stress semelhante. Por outro lado, Herrera et al. (2020) tiveram
resultados semelhantes aos deste trabalho. Na situacao de stress reduzido, os niveis
de lactato no sangue foram semelhantes entre o controlo e o tratamento. Na situagdo
de maior stress, com o tratamento, ocorreu diminui¢cdo do nivel de lactato no sangue.
Neste trabalho n&o houve diferencas significativas entre tratamentos na situagéo de preé-
stress, no entanto, contrariamente com o que aconteceu com Herrera et al. (2020),
também ndo ocorreram diferencgas significativas entre tratamentos no pos-stress. Além
disso, em relac&o ao controlo, Herrera et al. (2020) ndo obteve diferencas significativas
entre as duas situagfes de stress, no entanto, com o tratamento de triptofano, ocorreu
a diminuicdo dos niveis de lactato no sangue na situagéo de maior stress. No caso deste
trabalho, houve diferencas no pos e pré-stress para todos os tratamentos. Isso
demonstra que um aumento da percentagem de triptofano pode ter tido impacto na
reducdo dos niveis de lactato no sangue. No entanto, segundo Monteiro et al. (2021)
isso também pode estar relacionado com o equilibrio nutricional das racdes. Animais
alimentados com racdes com deficiéncias nutricionais tém niveis de lactato mais
elevados quando sob stress, enquanto que, com ra¢des nutricionalmente equilibradas,
os niveis de lactato ndo aumentam tanto. Segundo Hoseini et al. (2020), a existéncia de

resultados contraditérios (aumento dos niveis de glucose e diminui¢cdo dos niveis de

32



FCUP
Efeito da suplementacao dietética de triptofano no stress e comportamento de corvinas
(Argyrosomus regius) juvenis

lactato poés-stress) pode estar relacionada com a espécie e com as condi¢des

experimentais.

4.4. Resposta comportamental: Teste Novel tank diving, teste do

cardume e teste de lateralizacao

Para além da resposta fisioldgica ao stress, € importante analisar o comportamento do
peixe. Para isso, foram realizados varios testes tendo em vista a analise da resposta
comportamental das corvinas alimentadas com diferentes teores de triptofano. Ao que
tudo indica, esta foi a primeira vez que estes testes foram aplicados a corvina num

ensaio nutricional.

4.4.1. Teste novel tank diving
No teste de ansiedade ndo foram observadas diferencas sinificativas entre tratamentos
a excecdo do numero de atos de freezing (ver definicdo na secgéo 2.5.1.). Segundo
Maulvault et al. (2018) e Egan et al. (2009), o aumento deste comportamento esti
relacionado com o aumento dos niveis das hormonas relacionadas com o stress e do
nivel de ansiedade. Neste trabalho verificou-se que houve uma diminuicdo no ndmero
de atos de freezing no tratamento com maior teor de triptofano, em comparagdo com 0s
individuos suplementados com menores quantidades de TRP. Isto sugere que o
aumento de triptofano na dieta fez com que as corvinas juvenis se tornassem mais
resilientes as situacdes de stress. No entanto, ndo foram encontradas diferencas para
a duracao do freezing, o que pode ter sido influenciado pela elevada variabilidade da
resposta individual que se obteve para os varios peixes estudados ou pelo baixo niamero
de amostras. Os resultados obtidos no nimero de atos de freezing estdo de acordo com
0s obtidos por Maulvault et al. (2018), que utilizaram a mesma espécie no mesmo
estagio do ciclo de vida, mas com um tratamento com venlafaxina (antidepressivo).
Quando colocados num novo ambiente, os peixes como zebrafish (D. rerio) mantém-se
no fundo de forma a procurar abrigo e protecdo (Egan et al., 2009). Quando, no teste da
ansiedade, foi analisada a deslocacao dos individuos entre os varios quadrantes (parte
superior/inferior, esquerda/direita) e o tempo passado na metade inferior, verificou-se
gue ndo existiram diferencas significativas entre o comportamento dos peixes
alimentados com diferentes niveis de triptofano. Giacomini et al. (2020), utilizando
zebrafish (D. rerio) adultos e um tratamento com triptofano administrado através da
adgua, também ndo observou diferengas significativas na distancia total percorrida, nem
no tempo passado na metade superior. Os resultados nos dois trabalhos demonstram

gue o triptofano ndo afeta a necessidade dos peixes se manterem no fundo do tanque
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quando sé&o colocados num novo ambiente. Além disso, Egan et al. (2009) registou uma
diminuicdo significativa dos movimentos erraticos (impulsos) nos individuos com o
tratamento com fluoxetina. Esses resultados séo diferentes dos obtidos neste trabalho,

provavelmente porque o efeito da fluoxetina é superior ao efeito do triptofano.

4.4.2. Teste do cardume
No teste social, que consistia na observacdo da reacao das corvinas juvenis ao verem
0S seus pares, nao se verificaram diferencas significativas entre tratamentos. Uma vez
que a corvina € uma espécie de cardume, era esperada uma aproximacao rapida ao
separador que dividia o peixe em estudo e os seus semelhantes. O tempo de espera
até a aproximacdo ao cardume teve uma duragdo semelhante nos diferentes
tratamentos, embora tenha sido registado uma elevada variabilidade nos peixes do
Tript3, o que pode ter condicionado os resultados. Maulvault et al. (2018), obteve
diferencas significativas no tempo gasto antes da primeira aproximacao ao cardume,
pois os individuos expostos a venlafaxina através da ragdo foram os que demoraram
menos tempo a aproximarem-se. Além do tempo antes da primeira aproximagdo ao
cardume, Maulvault et al. (2018) também obteve diferengas significativas no tempo
passado perto do cardume. Neste trabalho também nao foram encontradas diferencas
aqui. Por outro lado, Maulvault et al. (2018) também n&do observou diferencas
significativas no namero de transicées. A auséncia de diferencas nestes parametros
sugere que os individuos dos diferentes tratamentos queriam juntar-se rapidamente ao
cardume 0 que, na natureza, ndo é algo negativo, pois aumenta a probabilidade de
sobrevivéncia (Maulvault et al., 2018). O tempo passado junto do cardume e 0 nimero
de toques no acrilico também néo foram afetados pelo tratamento. Essa falta de
diferencas significativas pode estar relacionada com a elevada variabilidade das
respostas individuais de cada peixe em todos os tratamentos. Quanto ao nimero e
tempo de freezing ndo foram observadas diferencas entre tratamentos. Provavelmente
devido a remocao do acrilico opaco, o que poderia assustar os individuos e provocar

ainda mais ansiedade.

4.4.3. Teste de lateralizacéo
A lateralizacéo cerebral ocorre devido a assimetria cerebral. Esta encontra-se envolvida
nas acdes habituais dos seres vivos, como a procura de alimento ou fuga dos
predadores, podendo constituir uma vantagem seletiva (Maulvault et al., 2018). No teste
de lateralizacdo ndo foram observadas diferencas significativas entre os trés
tratamentos. O mesmo aconteceu com Maulvault et al. (2018) que n&o obteve diferencas

significativas entre o controlo e o tratamento com venlafaxina na agua. Assim como
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aconteceu com Roche et al. (2020), o LR dos individuos deste trabalho também foi

altamente variavel, o que poderia justificar a falta de variabilidade entre tratamentos.

Este estudo demonstra que os niveis de triptofano na dieta podem afetar a resposta
fisiologica e comportamental de corvinas juvenis a fatores de stress. Embora nédo
tenham sido obtidas diferencas muito acentuadas, possivelmente porque a resposta
individual dos peixes foi muito varidvel, € importante ndo desprezar a presenca deste
aminoacido na dieta das corvinas juvenis e o seu potencial como mitigador de stress em
aguacultura. Além disso, devido a fatores externos, ndo foi possivel testar os testes com

muita antecedéncia, o que podera ter aumentado o erro humano.
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5.Conclusao

Através dos resultados deste trabalho sabe-se que estas quantidades de triptofano nas
racdes nao tiveram um efeito significativo geral no crescimento, na composicdo quimica
da carcaca, nos parametros de stress nem no comportamento de juvenis de corvinas
(Argyrosomus regius). No entanto, em certos critérios, os diferentes tratamentos tiveram
efeitos significativamente distintos entre si. Por exemplo, em relacdo aos parametros de
stress, o tratamento com menor percentagem de triptofano foi o0 mais afetado. Apesar
de todos os tratamentos terem diminuido a quantidade de lactato no sangue apés o
teste de stress, apenas no tratamento Triptl foi observada uma diminuicdo do nivel de
hemoglobina. Quanto ao teste de ansiedade, o tratamento Tript3 foi o Unico com efeito
sobre um dos critérios, ou seja, 0s peixes sujeitos ao tratamento Trip3 tiveram um
namero de freezing muito inferior ao tratamento Triptl. Os resultados obtidos podem ter
sido afetados pela auséncia de um tratamento com deficiéncia em triptofano, que foi

planeado, mas que ndo se traduziu na realidade apds a analise das ragdes.

De futuro, seria interessante fazer-se um estudo semelhante, mas com um teor de
triptofano abaixo do requisito para a espécie, de forma a se avaliar o verdadeiro impacto
deste amino&cido na resposta ao stress. Para além disso, nos testes ao sangue assim
como nos comportamentais, seria importante a avaliagdo de um maior nimero de
individuos e a utilizacdo de um menor namero de individuos por tanque, de forma a
diminuir a variabilidade individual. Poderiam igualmente ser realizados outros testes

para avaliacdo da lateraliza¢éo, como o teste do espelho.
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7.Anexos

Figuras complementares
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Figura complementar 12 — Quantidade de aspartato
presente nos tratamentos Triptl, com 0,5 % de
triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3,
com 0,8 % de triptofano. Os resultados sdo média e
erro padrdo
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Figura complementar 14 — Quantidade de serina
presente nos tratamentos Triptl, com 0,5 % de
triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3,
com 0,8 % de triptofano. Os resultados sdo média e
erro padrao
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Figura complementar 16 — Quantidade de glicina
presente nos tratamentos Triptl, com 0,5 % de
triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3,
com 0,8 % de triptofano. Os resultados sdo média e
erro padréo

(Argyrosomus regius) juvenis
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Figura complementar 13 — Quantidade de glutamato
presente nos tratamentos Triptl, com 0,5 % de
triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3,
com 0,8 % de triptofano. Os resultados sédo média e
erro padréo
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Figura complementar 15 — Quantidade de histidina
presente nos tratamentos Triptl, com 0,5 % de
triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3,
com 0,8 % de triptofano. Os resultados sdo média e
erro padréo
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Figura complementar 17 — Quantidade de treonina
presente nos tratamentos Triptl, com 0,5 % de
triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3,
com 0,8 % de triptofano. Os resultados sdo média e
erro padréo
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Figura complementar 18 — Quantidade de arginina
presente nos tratamentos Triptl, com 0,5 % de
triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3,
com 0,8 % de triptofano. Os resultados sdo média e
erro padrdo
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Figura complementar 20 — Quantidade de taurina
presente nos tratamentos Triptl, com 0,5 % de
triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3,
com 0,8 % de triptofano. Os resultados sdo média e
erro padréo
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Figura complementar 22 — Quantidade de valina
presente nos tratamentos Triptl, com 0,5 % de
triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3,
com 0,8 % de triptofano. Os resultados sdo média
e erro padrao
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Figura complementar 19 — Quantidade de alanina
presente nos tratamentos Triptl, com 0,5 % de
triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3,
com 0,8 % de triptofano. Os resultados séo média e
erro padréo
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Figura complementar 21 — Quantidade de tirosina
presente nos tratamentos Triptl, com 0,5 % de
triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3,
com 0,8 % de triptofano. Os resultados sao média e
erro padrao
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Figura complementar 23 — Quantidade de

metionina presente nos tratamentos Triptl, com
0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano
e Tript3, com 0,8 % de triptofano. Os resultados
sdo média e erro padrao
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Figura complementar 24 - Quantidade de

triptofano presente nos tratamentos Triptl, com 0,5
% de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e
Tript3, com 0,8 % de triptofano. Os resultados sao
média e erro padrao
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Figura complementar 26 — Quantidade de isoleucina
presente nos tratamentos Triptl, com 0,5 % de
triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3,
com 0,8 % de triptofano. Os resultados sdo média e
erro padréo
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Figura complementar 28 — Quantidade de lisina
presente nos tratamentos Triptl, com 0,5 % de
triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3,
com 0,8 % de triptofano. Os resultados sdo média e
erro padrédo
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Figura complementar 25 — Quantidade de

fenilalanina presente nos tratamentos Triptl, com
0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano
e Tript3, com 0,8 % de triptofano. Os resultados s&o
média e erro padrao
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Figura complementar 27 — Quantidade de leucina
presente nos tratamentos Triptl, com 0,5 % de
triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3,
com 0,8 % de triptofano. Os resultados sédo média e
erro padréo
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Figura complementar 29 - Quantidade de

hidroxiprolina presente nos tratamentos Triptl, com
0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano
e Tript3, com 0,8 % de triptofano. Os resultados séo
média e erro padrao
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Figura complementar 30 — Quantidade de prolina
presente nos tratamentos Triptl, com 0,5 % de
triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3,
com 0,8 % de triptofano. Os resultados sédo média
e erro padréo

Comprimento final

cm

Triptl Tript2 Tript3
Tratamento

Figura complementar 32 — Comprimento final das
corvinas juvenis dos tratamentos Triptl, com 0,5 %
de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e
Tript3, com 0,8 % de triptofano. Os resultados séo
média e erro padrao
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Figura complementar 34 — Taxa de crescimento
das corvinas juvenis dos tratamentos Triptl, com
0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano
e Tript3, com 0,8 % de triptofano. Os resultados sdo
média e erro padrao

PER

Triptl Tript2 Tript3
Tratamento

Figura complementar 36 — Récio de eficiéncia
proteica das corvinas juvenis dos tratamentos
Triptl, com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 %
de triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano. Os
resultados sdo média e erro padrao
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Figura complementar 31 — Peso final das corvinas
juvenis dos tratamentos Triptl, com 0,5 % de
triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e Tript3,
com 0,8 % de triptofano. Os resultados sdo média
e erro padrao
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Figura complementar 33 — Biomassa final das
corvinas juvenis dos tratamentos Triptl, com 0,5 %
de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e
Tript3, com 0,8 % de triptofano. Os resultados s&o
média e erro padrao
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Figura complementar 35 — Taxa de conversédo
alimentar das corvinas juvenis dos tratamentos
Triptl, com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 %
de triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano. Os
resultados sdo média e erro padréo
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Figura complementar 37 — Percentagem de lipidos
das corvinas juvenis dos tratamentos Triptl, com
0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano
e Tript3, com 0,8 % de triptofano. Os resultados
sé@o média e erro padréo
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Figura complementar 38 — Percentagem de
energia das corvinas juvenis dos tratamentos
Triptl, com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 %
de triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano. Os
resultados sdo média e erro padrao

Hematdcrito
21,00
20,50

20,00

19,50
®

19,00

18,50

18,00

17,50
Tript1 Tript2 Tript3
Tratamento

W Pré-stress W Pés-stress

Figura complementar 40 — Hematécrito das
corvinas juvenis dos tratamentos Triptl, com 0,5 %
de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e
Tript3, com 0,8 % de triptofano. Os resultados sao
média e erro padrao
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Figura complementar 42 — Percentagem de tempo
que as corvinas juvenis dos tratamentos Triptl,
com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de
triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano
passaram na metade inferior. Os resultados sao
média e erro padrao
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Figura complementar 44 — Numero de impulsos
das corvinas juvenis dos tratamentos Triptl, com
0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano
e Tript3, com 0,8 % de triptofano. Os resultados
séo média e erro padrao
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Figura complementar 39 — Percentagem de cinzas
das corvinas juvenis dos tratamentos Triptl, com
0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano
e Tript3, com 0,8 % de triptofano. Os resultados
sé@o média e erro padrdo
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Figura complementar 41 — Transicdes totais das
corvinas juvenis dos tratamentos Triptl, com 0,5 %
de triptofano, Tript2, com 0,7 % de triptofano e
Tript3, com 0,8 % de triptofano. Os resultados s&o
média e erro padrao
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Figura complementar 43 — Percentagem de tempo
gue as corvinas juvenis dos tratamentos Triptl,
com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de
triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano
estiveram em freezing. Os resultados sdo média e
erro padrdo
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Figura complementar 45 — Percentagem de tempo
antes das corvinas juvenis dos tratamentos Tript1,
com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de
triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano se
aproximarem pela primeira vez do cardume. Os
resultados sdo média e erro padrao
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Figura complementar 46 — Percentagem de tempo
que as corvinas juvenis dos tratamentos Triptl,
com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de
triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano
estiveram perto do cardume. Os resultados séo
média e erro padrdo
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Figura complementar 48 — Média de toques no
acrilico das corvinas juvenis dos tratamentos
Triptl, com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 %
de triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano. Os
resultados sdo média e erro padréo
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Figura complementar 50 — Percentagem de tempo
que as corvinas juvenis dos tratamentos Triptl,
com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de
triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano
estiveram em freezing. Os resultados séo média e
erro padrédo
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Figura complementar 47 — Média de transi¢Ges
totais das corvinas juvenis dos tratamentos Triptl,
com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 % de
triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano. Os
resultados sdo média e erro padrao
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Figura complementar 49 — Média de atos de
freezings das corvinas juvenis dos tratamentos
Triptl, com 0,5 % de triptofano, Tript2, com 0,7 %
de triptofano e Tript3, com 0,8 % de triptofano. Os
resultados sdo média e erro padrao



