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EPIGRAFE
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CAPITULO 01 - RESPOSTAS DE ESTRESSE E COMPORTAMENTOS QUE

ALIVIAM ESTRESSE NOS ANIMAIS



1. RESUMO

O termo Estresse se caracteriza como reagdes comportamentais € neurovegetativas de defesa dos
animais em resposta a estimulos do meio que ameacam a homeostasia. Essas respostas de
estresse t€m sido selecionadas ao longo da evolug@o para capacitar os organismos a enfrentar
situagdes que requerem algum tipo de acdo emergencial para superar o estressor ou ameaca.
Nesse sentido, € fundamental compreender o papel essencial do estresse na preparacdo fisica
para protecdo e sobrevivéncia de qualquer organismo vivo. No entanto, conforme a intensidade e
frequéncia de ocorréncia do estressor, podem haver comprometimentos graves a saide e ao bem-
estar animal envolvendo problemas de crescimento, de reprodugdo e imunoldgicos, aumentando
a incidéncia de doencas e podendo levar a morte. O alivio do estresse envolve reducdo da
atividade do eixo HPA/HPI (Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal/Hipotdlamo-Pituitdria-Interrenal)
com consequente diminuicdo dos niveis de glicocorticoides. Assim, comportamentos que
promovem alivio de estresse evoluiram nos animais, pois € adaptativo evitar o progresso do

estresse para niveis de respostas que sao deletérias.

Palavras-chave: estresse; comportamento; bem-estar.



2. ABSTRACT

The term stress is characterized as neurodegenerative and behavioral reactions animal rights in
response to threats from the environment. These stress responses have been selected during
evolution to enable organizations to face situations that require some type of emergency action to
overcome the stressor or threat. In this sense, it is essential to understand the essential role of
stress in physical preparation for protection and survival of any living organism. However, as the
intensity and frequency of occurrence of the stressor, there may be severe compromise the health
and welfare problems involving growth, reproductive and immune systems, increasing the
incidence of disease and can lead to death. The stress relief involves reducing HPA activity / HPI
(Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal/Hipotalamo-Pituitaria-Interrenal) with consequent reduction in
the levels of glucocorticoids. Thus, behaviors that promote stress relief must have evolved in
animals because it is adaptive to prevent progress to levels of stress responses that are

deleterious.

Keywords: stress; behavior; welfare.



3. CONCEITO GERAL SOBRE ESTRESSE

Do ponto de vista evolutivo o termo Estresse se caracteriza como reagdes de defesa dos
animais em resposta a ameacas do meio. Essas respostas sao comportamentais e
neurovegetativas. Foi o canadense Hans Selye (fisiologista) em 1936 que introduziu o termo
“stress” no campo da saude para designar a resposta geral e inespecifica do organismo a um
estimulo ou situagdo que poderia potencialmente perturbar a homeostasia. Estimulos dessa
natureza foram posteriormente chamados de estressores e o termo estresse, entdo, passou a ser
utilizado para designar a situacdo que desencadeia os efeitos dos estressores. Nesse sentido,
qualquer estimulo que perturbe a homeostasia de um animal, € um agente estressante. Conforme
a intensidade e frequéncia de ocorréncia do estressor pode haver comprometimentos graves a

saide e ao bem-estar (SPRAKER, 1993).

4. PRINCIPIOS GERAIS DAS RESPOSTAS DE ESTRESSE

Apesar das reais consequéncias do estresse a saide e bem-estar dos organismos, sabe-se
que as respostas de estresse tém sido selecionadas ao longo da evolucdo para capacitar os
organismos a enfrentar situagdes que requerem algum tipo de acdo emergencial para superar o
estressor ou ameaca. Assim, 0os mecanismos de estresse existem desde o inicio da histéria da
vida. Embora as reacdes de estresse possam se tornar prejudiciais a satide e ao bem-estar do
animal, é fundamental a compreensdo de seu valor adaptativo, ou seja, compreender as situacdes
em que as respostas de estresse podem ser uteis. Nesse ambito, € essencial o papel do estresse na
preparacdo fisica para protecdo e sobrevivéncia de qualquer organismo vivo (NESSE E
YOUNG, 2000).

Sdo vdrios os aspectos envolvendo o Estresse, bem como, sdo diversas as reagdes
desencadeadas por um agente estressor. Estas respostas estdo relacionadas com a busca de

solugdes e condutas adequadas e levam a alteracdes fisiologicas de maneira a preparar o
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organismo para agir de maneira a lidar com o estressor. Tais respostas podem ser primadrias,

secundarias e terciarias.

4.1. PRIMARIAS

Quando a homeostasia estd ameagada por um estimulo potencialmente nocivo (estressor),
observamos alguns ajustes fisiolégicos comuns aos vertebrados para lidar com essa situagdo e
restaurar total ou parcialmente as condi¢des corpdreas iniciais. Como respostas primadrias, um
estressor pode aumentar a atividade do sistema nervoso central através de circuitos cerebrais que
integram as respostas emocionais. Em mamiferos estruturas como o giro do cingulo, o cortex
pré-frontal, o septo, hipocampo, a amigdala e o hipotdlamo fazem parte do sistema limbico, a
unidade responsdvel pelas emocdes e comportamentos sociais. A amigdala é o centro
identificador do perigo gerando medo e provocando situagdes de alerta. O hipotdlamo tem papel
fundamental no aumento da atividade do sistema nervoso auténomo simpdtico (SNS),
culminando com aumento de niveis plasmdticos de catecolaminas. As catecolaminas sdo
liberadas pelas células cromafins presentes na medula adrenal ou no tecido inter-renal no caso
dos peixes. Essas células se comunicam com neurdnios pré-sindpticos do SNS e, embora as
células cromafins sejam células especializadas, elas conservam similaridades funcionais aos
neurdnios pds-sindpticos do SNS. Da interacdo dessas células com vasos sanguineos, é possivel a
liberacao na corrente sanguinea de tais substancias quando ocorre aumento da atividade do SNS
(STOLTE et al., 2008 E BARTON, 2002).

Persistindo os efeitos do estressor, ¢ comum observamos a ativacdo do eixo hipotdlamo-
hipéfise-adrenal (tecido inter-renal em peixes) levando ao aumento dos niveis plasmaticos de
glicocorticéides, como o cortisol (figura 1). Isso € possivel devido a liberacdo do hormonio
CRH (Hormonio liberador da corticotrofina), que estimula a hipéfise a liberar outro hormonio, o
ACTH (hormonio adrenocorticotropico) na corrente sanguinea. Dessa forma, o ACTH estimula a

glandula adrenal a produzir e liberar os hormonios glicocorticéides (BARTON, 2002).



Além dos glicocorticides, neurotransmissores, como a serotonina, por exemplo, sdao
importantes reguladores da atividade do eixo nas respostas enddcrinas de mamiferos e também
em peixes, tendo papel importante no controle dos comportamentos agressivos (SIVIY, 1998).

O funcionamento desses eixos € responsavel pela estimulacdo de rapidos ajustes das
funcgdes cardiovasculares e respiratorias, assim como aumento da sintese de glicose, desvio de
sangue para os musculos, aumento da tensdo muscular, e de coagulacdo sanguinea para o

fornecimento de energia, forca muscular e reparo de tecidos, o que permite ao animal

comportamentos, comumente, envolvendo mecanismos de ‘luta e fuga’ (BARTON, 2002).

Figura 1. Esquema dos eventos relacionados a reacdo do organismo ao agente estressor. Adaptado de Pachaly et al, 1993.

4.2. SECUNDARIAS
A resposta secunddria € uma adaptacdo fisiolégica e comportamental as condi¢des de
estresse. Nesta fase ocorre indugdo de grandes alteracdes plasmdticas, respiragdo, fungdes

metabolicas, celulares e imunitérias. Tem sido demonstrado que existe uma relagdo estreita entre
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o sistema imunoldgico e a resposta ao estresse envolvendo glicocorticéides de efeitos anti-
inflamatorios e alteragdes relevantes nas células do sistema imunolégico, bem como, estimulacio
da producdo de cortisol desencadeada pelas citocinas (FULFORD E HARBUZ, 2005).
Mudangas no balanco hidromineral e no equilibrio 4cido-base também tém sido relatadas
(PICKERING, 1981; IWAMA et al., 1997, 1998; MOMMSEN et al., 1999).

As adaptacdes comportamentais envolvem o ‘enfrentamento ou a fuga’. Diante de um
agente estressor o animal decidird sua resposta. Em algumas situacdes ocorre a passividade, na
qual o animal fica estdtico, sem reacdo nenhuma; o que pode ser chamado de “freezing”. A
escolha vai depender de um aprendizado prévio de um comportamento bem sucedido. Esta
conduta possivelmente serd reforcada no enfrentamento de outra situagdo similar (GRAEFF et
al., 1997 E BRANDAO et al., 2003).

E importante considerar que a resposta ao estresse depende, em grande parte, da forma
como o animal filtra e processa a informacdo e de sua avaliacdo sobre as situacOes a serem
consideradas como agraddveis ou ndo. Isso determina a forma de responder e como o animal sera
afetado pelo estresse. Os recursos fisiologicos a serem recrutados também dependerdo da decisao

comportamental do animal (MARGIS et al., 2003) (figura 2).

Figura 2. Fluxograma dos niveis de resposta bioldgica ao estresse. Adaptado Margis et al, 2003.



4.3. TERCIARIAS

A resposta tercidria estd relacionada com o prolongamento do estimulo estressor e
acarreta mudancas bastante crOnicas no organismo. Esse tipo de resposta resulta da exposi¢ao
continua do animal a um evento de estresse que exige custos bioldgicos muito altos podendo
levar o animal a um estado pré-patoldgico e, mais tarde, possivelmente, resultar em uma situacao
patoldgica. Devido a estimulagdo constante do eixo HPA e consequentes niveis aumentados de
glicocorticdides e catecolaminas, esta fase do estresse tem efeitos danosos prejudicando varias
fungdes bioldgicas envolvendo diminuicdo do crescimento e reducdo da massa muscular,
diminui¢do da resisténcia a doencgas e desvio de energia de atividades metabdlicas bésicas para

continuar a lidar com o estressor, podendo, dessa forma, levar a morte (MOBERG, 1985).

5. CONSEQUENCIAS DO ESTRESSE A SAUDE E BEM-ESTAR ANIMAL

O bem-estar pode ser definido como um estado onde o animal tem plenas condi¢des
fisiolégicas e comportamentais de lidar com as potenciais ameagas do meio. Um pobre bem-estar
ocorre quando falham os mecanismos de ajustes ambientais. Isso pode ocorrer quando o animal
vive a experiéncia de distresse, ou seja, passa por eventos de estresses negativos,
impossibilitando-o de lidar com as mudancgas do meio. Geralmente isso é observado quando o
animal enfrenta um estresse cronico, no qual sdo exigidos muitos recursos fisicos e alto gasto de
energia constante. O que ndo ocorre num estresse agudo, j4 que as condi¢gdes fisicas sdo
rapidamente recuperadas (BROOM, 2008 E MOBERG, 2000), nos levando a concluir que a
resposta de estresse que permitiu a recuperagao do animal a seu estado homeostatico € parte do
estado de bom bem-estar (VOLPATO et al., 2007 E VOLPATO, 2009).

A permanéncia em uma situacdo estressora pode causar alteracdes organicas graves,
como por exemplo, a supressdo de células de defesa aumentando a incidéncia de doencas e
podendo levar a morte. Isso se deve aos niveis de cortisol permanentemente aumentados, o que
faz com que o sistema imunolégico mantenha-se suprimido. Além disso, podem ocorrer

problemas de reproducdo ou mesmo prejudicando o desenvolvimento (MOBERG, 1985). Em
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peixes, o aumento do cortisol plasmatico dificulta sobremaneira o desenvolvimento gonadal,
resultando em problemas na reprodu¢do (BONGA, 1997).

Estudos realizados com ratos e primatas relacionam o estresse aos problemas de
ovulacdo. Nestes animais a estimulacdo do eixo HPA leva a uma supressdo na secrecdo de
hormoénios gonadotrépicos e aumento da produgdo do hormonio luteinizante (LH), o que acarreta
em bloqueio do processo ovulatorio (RIVIER, 1995). Igualmente, a permanéncia de niveis altos
de cortisol também interfere na secrecdo do LH e, consequentemente, na ovulacio (MOBERG,
1987a). Em peixes teledsteos como em Truta Arco-Iris, Truta Marrom (CARRAGHER et al.,
1989) e Tildpia Mogambique (FOO E LAM, 1993), o aumento do cortisol em machos levou a
inibicao dos efeitos de hormoOnios sexuais.

Os efeitos negativos do estresse sobre o crescimento sdo também muito significativos. A
alta demanda metabdlica requerida pelas respostas de estresse, na fase de desenvolvimento
desses animais, interfere sobremaneira em suas taxas de crescimento em diversos vertebrados,

como primatas (MOBERG, 2000) e peixes (VOLPATO E FERNANDES, 1994).

6. EVOLUCAO DOS COMPORTAMENTOS DE ALIVIO DO ESTRESSE

O alivio do estresse envolve redugdo da atividade do eixo HPA/HPI com consequente
diminui¢do dos niveis de glucocorticéides. (SAPOLSKY, 2004 E DEVRIES et al., 2003).
Assim, comportamentos que promovem alivio de estresse devem ter evoluido nos animais, pois é
adaptativo evitar o progresso do estresse para niveis de respostas que sdo deletérias.

A evolucdo de comportamentos em animais humanos e ndo humanos que resultam em
alivio do estresse sdo diversos e espécie-especifico. A vida em sociedade (SAPOLSKY, 2004 E
DEVRIES et al., 2003), o contato fisico fora de um contexto agressivo (DUNBAR, 2010;
LONSTEIN, 2005; SOARES et al., 2011; COPPOLA et al., 2005;), o grooming (catacdo)
(SHUTT et al., 2007), movimentos repetidos (esteriotipados)(GALHARDO E OLIVEIRA,

2009), prética de exercicios e técnicas de relaxamento (TSATSOULIS E FOUNTOULAKIS,
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2006 E LI et al., 2012) parecem servir para a reducdo dos efeitos danosos causados pelas

respostas mais duradouras de estresse.

7. COMPORTAMENTOS PARA ALIVIO DO ESTRESSE

7.1.COMPORTAMENTOS EM ANIMAIS NAO HUMANOS

Em alguns vertebrados a vida em sociedade parece estar envolvida em estratégias para
diminui¢do do estresse. SAPOLSKY (2004) e DEVRIES et al., (2003) mostraram que animais
inseridos em sociedades tiveram suas respostas de estresse reduzidas e um aumento significante
do bem-estar. Normalmente isso ocorre em animais gregarios, como os que formam cardumes, e
pode estar relacionado com beneficios, tais como, maior protecdo contra predadores e melhor
eficiéncia no encontro de presas e parceiros (PITCHER ef al., 1982; MAGURRAN, 1990;
SWANEY et al., 2001; QUEIROZ E MAGURRAN, 2005).

Assim como a vida em sociedade, o contato fisico, dentro de um contexto afetivo,
também se mostra como um aliado no alivio do estresse. Em ratas, por exemplo, foi observado
que o ato de succdo do leite pelo filhote produziu redugdo dos efeitos do estresse (LONSTEIN,
2005). Igualmente, a estimulagdo tétil realizada por peixes limpadores em peixes de recifes de
corais mostrou-se eficaz na reducdo do estresse (SOARES et al., 2011). Da mesma forma, em
cdes de abrigo os niveis de cortisol reduziram apds contato fisico desses animais com humanos
(COPPOLA et al.,, 2006). Em primatas o ‘grooming’(catacdo) parece ter efeitos similares na
diminui¢do dos comportamentos relacionados ao estresse, incluindo redug¢do de batimentos
cardiacos e respostas neuroendécrinas (DUNBAR, 2010 E SHUTT er al., 2007).
Comportamentos agressivos e esteriotipados (agressdo deslocada) envolvendo interagdes com
substrato em algumas espécies de ciclideos foram sugeridos como estratégias alternativas de
enfrentamento de situagcdes estressoras, ja que a realizagdo desses comportamentos reduziu as
respostas de estresse (MUNRO E PITCHER, 1985; GALHARDO et al., 2008; MASON E

LATHAM, 2004).
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Os comportamentos de brincar vém sendo observados em diversos animais vertebrados,
como em ratos, hamster, primatas e cavalos expostos a estressores (DIENER 1985; PETIT E
THIERRY 1994; HALL E BRADSHAW 1998; GUERRA et al., 1999; CHRISTENSEN et al.,
2002; LEMASSON et al., 2005). Esses animais apresentaram comportamento lidico apds serem
submetidos a periodos de privacdo de alimento, isolamento social e estresse social. Alguns
autores sugerem que a atividade muscular envolvida no comportamento lddico alivia os efeitos
do estresse (SPINKA er al., 2001 E BURGHARDT, 2005). De fato, o ato de brincar aumentou
em cavalos adultos de escola de equitacdo que apresentavam indicios de estresse cronico
(HAUSBERGER et al., 2012). Os autores sugerem que os cavalos que brincam fagam isso como
forma de alivio do estresse. Além disso, a natacdo diminui significativamente os niveis de

corticosterona no plasma sanguineo de ratos submetidos a natacdo livre e moderada (LIU, 2013).

7.2.COMPORTAMENTOS EM ANIMAIS HUMANOS

Virias sdo as maneiras que as pessoas encontram para aliviar o estresse € muitas t€ém se
mostrado eficazes na tarefa. Uma das alternativas para alivio do estresse € a prética de exercicios
fisicos. Claras evidéncias sugerem que a pratica regular de exercicios fisicos pode amenizar as
respostas de estresse (TSATSOULIS E FOUNTOULAKIS, 2006).

Algumas outras opg¢des para diminui¢do do estresse t€ém também apresentado resultados
promissores. A yoga, técnica milenar de meditacdo para relaxamento, tem sido largamente
utilizada na medicina como alternativa no tratamento de vitimas dos efeitos do estresse e, de
fato, ocorreram melhoras significativas nos niveis de estresse proporcionadas pela pratica dessa
técnica (BANERJEE et al., 2007; MICHALSEN et al, 2005; CARLSON et al., 2004;

SATYAPRIYA et al., 2009 apud L1 e GOLDSMITH, 2012).

Além dos exercicios, efeitos psicoldgicos e fisiologicos da musica tém sido efetivos em

humanos como benéficos para redugdo do estresse (ALWORTH E BUERKLE, 2013).
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8.CONSIDERA COES FINAIS

As respostas de estresse sao de suma importancia para os seres vivos, visto que elas sdo
imprescindiveis para aumentar a probabilidade de sobrevivéncia quando o organismo estid com a
homeostasia potencialmente perturbada. Por outro lado, é fundamental que os efeitos nocivos
sobre a saide e bem-estar provocados pelo estresse ndo sejam negligenciados. Diante disso é
considerdvel que medidas de prevencdo contra os efeitos danosos do estresse sejam tomadas,
especialmente no que tange a animais domésticos e de cativeiro submetidos aos cuidados dos
seres humanos, os quais também sofrem as consequéncias do estresse. E essencial assegurar
bem-estar a esses animais através de estudos clinicos e laboratoriais dos impactos bioldgicos e
psicoldégicos que a manipulagdo humana e influéncias ambientais possam causar. Visto que no
repertorio comportamental dos animais ha comportamentos que levam ao alivio de estresse,
contextos especificos devem ser pensados para propiciar a execucdo dos mesmos, permitindo
com que o estresse seja aliviado quando for pertinente aos animais em situacdes de criagdo e

cativeiro, melhorando suas condi¢des de bem-estar.
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CAPITULO 02: COMPORTAMENTO DE ESCAVAR E ESTRESSE NA

TILAPIA-DO-NILO.
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Comportamento de escavar e estresse na Tilapia-do-nilo.
* Escrito conforme normas da Revista Frontiers in Zoology.
1. RESUMO
Introducio: Virias priticas comuns em aquicultura sdo estressores em potencial, pois induzem
uma resposta de estresse em peixes. Esta pode se estender por segundos, a horas ou dias.
Atualmente € crescente a preocupacdo com o bem-estar animal na pratica zootécnica, mas pouco
se sabe sobre os comportamentos que levam ao alivio de estresse. Algumas espécies de peixes
tém como comportamento escavar o substrato, algo muitas vezes associado a construcido de
ninhos. Em geral, os machos sexualmente maduros de tildpia-do-Nilo escavam o substrato para
construirem ninhos. Contudo, foi observado recentemente este mesmo comportamento em
fémeas e machos juvenis, portanto, algo suposto no estudo como um fendmeno desvinculado do
contexto reprodutivo. Objetivos: avaliar potenciais associacdes entre comportamento de escavar
e resposta de estresse em juvenis de tildpia-do-Nilo. Materiais e métodos: Avaliou-se o efeito
da hipdéxia, um potente estressor, em ambas as varidveis respostas: niveis plasmadticos de cortisol
e comportamento de escavar. Para isso, os peixes, de 5 a 7 centimetros e de 7 a 9 gramas, foram
aclimatados por 5 dias em aquérios individuais e em seguida divididos em 4 grupos de 7 animais,
nas seguintes condicdes experimentais: 1) hipéxia por 3 min e aqudrio sem substrato, 2) hipdxia
por 3 min e aqudrio com substrato, 3) sem hipdxia e presenga de substrato e 4) sem hipdxia e
sem substrato. Os animais dos grupos hipéxia foram retirados dos aquérios e mantidos fora
d’4gua por 3 minutos. Apds isso, foi quantificado o comportamento de escavar nas 48 horas
subsequentes e, ao término desse periodo, avaliou-se o cortisol plasmatico. Resultados: os niveis
de cortisol aumentaram com a hipdxia, porém ndo diminuiram significativamente com a
escavacao (p>0,05). Bem como, ndo houve diferenca significativa na frequéncia de escavagao
entre os grupos 2 e 3. Conclusido:a escavacdo ndo age como alivio de estresse em tildpia-do-

Nilo, pelo menos ndo no estresse agudo induzido por hipdxia.

Palavras-chaves: estresse; escavagao; tildpia-do-Nilo.
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2. ABSTRACT

Introduction: Several common practices in aquaculture are potential stressors, as they induce a
stress response in fish. This may extend over seconds to hours or days. Currently there is a
growing concern for animal welfare in animal production practice, but little is known about the
behaviors that lead to stress relief. Some species of fish have to excavate the substrate behavior,
something often associated with building nests. In general, sexually mature males of the Nile
tilapia dig the substrate to build nests. However, it was recently observed this same behavior in
females and juvenile males, so something supposed to in the study as a phenomenon unrelated to
the reproductive context. Objectives: To assess potential associations between behavior
excavate and stress response in tilapia juveniles the Nile. Materials and methods: We evaluated
the effect of hypoxia, a potent stressor in both response variables: plasma cortisol levels and
behavior of digging. To this end, the fish from 5 to 7 centimeters and 7 to 9 grams, were
acclimated for 5 days in individual tanks and then divided into 4 groups of 7 animals at the
following experimental conditions: 1) hypoxia for 3 min and aquarium without substrate, 2)
hypoxia for 3 min and aquarium substrate, 3) without the presence of hypoxia and substrate, and
4) without hypoxia and without substrate. The animal groups were removed from hypoxia
aquaria and kept out of water for 3 minutes. After that, the behavior was quantified digging
within 48 hours after and at the end of this period, we evaluated plasma cortisol. Results:
Cortisol levels increased with hypoxia, but not significantly decreased with the excavation (p>
.05). As well, there was no significant difference in the frequency of excavation between groups
2 and 3. Conclusion: the excavation does not act as stress relief in the Nile tilapia, at least not in

acute stress induced by hypoxia.

Keywords: stress, digging, Nile tilapia.
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3. INTRODUCAO

Atualmente diversas prdticas em aquicultura t€m se mostrado estressoras em potenciais
que induzem uma resposta de estresse em peixes que pode durar de segundos a horas e dias. Tais
respostas de estresse incluem alteracOes comportamentais, hormonais, no metabolismo
energético € no balanco hidro-eletrolitico (BARTON E IWAMA, 1991; WENDELAAR-
BONGA, 1997; MOMMSEN et al., 1999; BARTON, 2002; GALHARDO E OLIVEIRA, 2009).
Primariamente, observamos ativacdo do sistema nervoso simpdtico, culminando, como por
exemplo, no aumento dos niveis plasmaticos de catecolaminas (MAZEAUD et al., 1977,
SUMPTER, 1997; REID et al., 1998) e na taxa de ventilacao branquial (SAGER et al., 2000;
BARRETO et al., 2003; BARRETO E VOLPATO, 2004 ¢ 2006a; BARRETO et al., 2010).
Concomitantemente, ocorre ativagdo do eixo hipotdlamo-hipofise-interrenal, culminando com
aumento nos niveis de cortisol plasméatico (POTTINGER et al., 2000; VOLPATO E BARRETO,
2001; CARNEIRO E URBINATI, 2002; ROCHA et al., 2004; URBINATI et al, 2004;
BARRETO E VOLPATO, 2006b; FAGUNDES & URBINATI, 2008; BARRETO et al., 2009;
BOLASINA, 2011). Secundariamente, muitas vezes como efeito dessas respostas primarias,
observamos alteragdes no metabolismo intermedidrio, levando, por exemplo, ao aumento da
glicose plasmatica (FERNANDES E VOLPATO, 1993; VIJAYAN et al., 1997; POTTINGER E
CARRICK, 1999; BARRETO E VOLPATO, 2006b). Em situacdes onde os efeitos do estressor
se tornam persistentes (estresse cronico), respostas tercidrias e potencialmente deletérias podem
surgir, como, diminui¢do do crescimento e da resisténcia a doengas (PICKERING E
POTTINGER, 1989; RAND-WEAVER et al.,, 1993; VOLPATO E FERNANDES, 1994;
POTTINGER, 2006). Portanto, é de suma importancia para o manejo em piscicultura minimizar
o estresse, para se evitar tais efeitos deletérios e, consequentemente, aumentando o bom bem-
estar.

Algumas possibilidades tém sido propostas para minimizar o estresse em peixes frente a
estressores inerentes a pratica da aquicultura como descrito a seguir. O transporte de peixes €

uma pratica necessdria, porém estressante (CARNEIRO E URBINATI, 2002; URBINATI et al,
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2004) com efeitos deletérios como a mortalidade (GOMES et al., 2003a). Contudo, adicionando-
se cloreto de sdédio (CARNEIRO E URBINATI, 2001; GOMES et al., 2003b) ou sulfato de
calcio (BENDHACK E URBINATI, 2009) pode reduzir os efeitos desse estressor. O
condicionamento classico (pavloviano) foi proposto como uma possibilidade de minimizar os
efeitos prejudiciais do estresse (SCHRECK et al., 1995), uma vez que € possivel induzir uma
resposta de estresse antecipatoria (MOREIRA E VOLPATO, 2004; MOREIRA et al., 2004;
BARRETO E VOLPATO, 2007) o peixe se preparar antecipadamente a situacdo estressante,
exibindo resposta de menor intensidade e, portanto, menos potencialmente deletéria. Contudo,
estudos dessa natureza ainda sdo poucos e novas possibilidades devem ser avaliadas para se
propor novas solugdes para minimizar o estresse na pratica da aquicultura, melhorando tanto o
bem-estar dos peixes, quanto a produtividade econdmica.

Virias espécies de peixes escavam o substrato para a constru¢do de ninho e reproducgdo
(JAMES E BRUTON, 1992; MCKAYE et al., 1993; STAUFFER et al., 2005; MENDONCA et
al., 2010), algo comum em espécies de ciclideos (FRYER E ILES, 1972). A espécie ciclideo de
tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) ndo € excegao e costuma escavar o substrato produzindo
ninhos semiconicos (LOWE-MCCONNELL, 1958 E VOLPATO et al., 2004). Essa atividade é
principalmente observada em machos reprodutivos de tildpia (GONCALVES-DE-FREITAS E
NISHIDA, 1998; VOLPATO et al., 2004; MENDONCA et al., 2010), que costumam retirar o
substrato com a boca em referéncia a um baricentro, depositando-os ao redor do local escavado.
Contudo, surpreendentemente, essa atividade tida tipicamente ser realizada por machos
reprodutivos, jd foi observado em fémeas de tildpias (CASTRO et al., 2009). Esses mesmos
autores também documentam que conforme aumenta o indice gonadosomdtico, aumenta a
probabilidade dos machos produzirem ninhos, mas machos potencialmente imaturos também
mostraram esses comportamento. De fato, a drea escavada pode ser usada para ninho, mas isso
ndo quer dizer que toda escavagdo € necessariamente um ninho, especialmente porque fémeas
isoladas e machos potencialmente imaturos escavam (CASTRO et al., 2009). Assim, é possivel

supor outras fungdes para este comportamento.
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Conforme BURGHARDT 2005, o comportamento ludico estd presente em todos os
vertebrados, incluindo os peixes, e em alguns invertebrados. Esse mesmo autor discute que uma
tipica caracteristica do comportamento ludico € imitar acdes futuras, mas fora do contexto real
(p-ex. construir ninhos fora de um contexto reprodutivo), servindo como treino. Além disso, uma
possibilidade € a utilizacao de objetos para tal propdsito (como substrato, por exemplo).

A maioria dos autores mostra que o comportamento lidico € mais comum em animais juvenis
que estdo sauddveis, bem alimentados e ndo estdo em uma situacdo estressante ou mesmo
estressados (“teoria do comportamento de luxo” - FRASER E BROOM 1990; DONALDSON et
al. 2002; HENRY et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010). Por outro lado, periodos de privagdo de
alimento, isolamento social, estresse social pode favorecer a exibicdo do comportamento lidico
em ratos, hamsters, primatas e cavalos (DIENER 1985; PETIT E THIERRY 1994; HALL E
BRADSHAW 1998; GUERRA et al., 1999; CHRISTENSEN et al., 2002; LEMASSON et al.,
2005). Alguns neurotransmissores (serotonina) associados ao comportamento ludico em
mamifero também estdo envolvidos na resposta de estresse (SIVIY, 1998) e a serotonina também
€ um importante regulador da atividade do eixo neuroenddcrino de estresse em peixe
(WINBERG et al., 1997). Como dito, embora o comportamento ludico esteja provavelmente
associado a uma situagdo de baixo nivel de estresse e bom bem-estar (revisado por OLIVEIRA et
al., 2010), alguns autores sugerem a teoria da recuperacdo (SPINKA et al, 2001 E
BURGHARDT, 2005), que versa, por exemplo, que a atividade muscular durante as atividades
ludicas alivia efeitos do estresse. Considerando o exposto anteriormente levantamos 3 hipdteses
centrais norteadoras do presente estudo. Primeiramente, associada a “teoria do comportamento
de luxo”, sugerimos que animais ndo estressados realizam o treino locomotor de escavacao.
Quanto essa hipdtese, ndo a consideramos a mais provavel, pois nao explica convincentemente
qual seria a funcdo do treino para as fémeas, embora, possivel, pois fémeas de tildpia, apds serem
conduzidas ao ninho pelo macho, contribui para a ampliacdo deste (GONCALVES-DE-
FREITAS E NISHIDA, 1998). Nesse contexto, predizemos que 0s animais com 0s menores

niveis de cortisol plasmaticos possuem maior probabilidade de escavar o substrato. Ja associado
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a “teoria da recupera¢do” sugerimos a hipétese de que o comportamento de escavar fora de um
contexto reprodutivo seria uma forma de alivio de estresse na tildpia. Consideramos essa
hipétese a mais provével, pois animais sexualmente imaturos usariam essa atividade locomotora
e manejo de objeto para tal propdsito, sem necessariamente isso estar associado ao treino de um
comportamento futuro. Nesse caso, predizemos que animais estressados escavam em maior
frequéncia, bem como isso pode resultar em diminuicdo dos niveis de cortisol plasmaético.
Alternativamente, altos niveis de estresse e/ou comprometimento do bem-estar (bem-estar pobre)
podem levar a comportamentos deslocados e estereotipados (p.ex. VESTERGAARD et al,
1997). Assim, o comportamento de escavar em animais sexualmente imaturos poderia ser um
comportamento deslocado. Predizemos nesse caso que os animais estressados escavam o
substrato com mais frequéncia. Assim, avaliamos em juvenis da tildpia-do-Nilo se a exposi¢do a
um estressor estimula o comportamento de escavar. Além disso, avaliamos os niveis plasmaticos
de cortisol apds a submissdo ao estressor em animais que permitimos O acesso ou ndo a

substrato.

4 . MATERIAIS E METODOS

4.1.Animais e condicOes de estoque

Os peixes utilizados foram tildpias-do-Nilo (Oreochromis niloticus) de aproximadamente
5 a7 centimetros e de 7 a 9 gramas, ndo revertidos sexualmente, adquiridos em pisciculturas. A
populacdo de peixes foi mantida em aclimatagao por 15 dias antes do inicio dos procedimentos
experimentais. Durante esse periodo, a temperatura média da dgua foi controlada a 26 °C e
saturada com oxigénio a partir de um sistema constante de aeracdo em todos os aqudrios de
estoque. Os niveis de amodnia (<0.5 ppm) e nitrito (<0.05 ppm) foram mantidos em baixas
quantidades a partir de filtragem bioldgica e constantes trocas parciais de dgua. O fotoperiodo foi
de 12 horas claro/12 horas escuro. Ragdo comercial para peixes (22% proteina) foi utilizada na

alimentacdo dos peixes, oferecida uma vez por dia em excesso.
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4.2.Delineamento Experimental

O experimento teve como estratégia avaliar o efeito da hipoxia nos niveis plasmdticos
de cortisol e no comportamento de escavacdo do substrato na tildpia-do-Nilo. Para tal,
exemplares de tildpia, aleatoriamente escolhidos, foram alojados, individualmente, nos aquarios
experimentais (40 x 20 x 25 cm) por 5 dias para aclimatagcdo. Apos esse periodo, os peixes foram
submetidos a hipdxia e apds o término da exposi¢ido a este estressor os niveis plasmaticos de
cortisol foram avaliados. Vinte e oito animais foram divididos em 4 condi¢Oes experimentais (7
peixes para cada condicdo): 1) hipéxia por 3 min e aquario sem substrato, 2) hipdxia por 3 min e
aquario com substrato, 3) sem hipdxia e presenga de substrato e 4) sem hip6xia e auséncia de
substrato. A hipodxia foi induzida retirando os animais de seus respectivos aqudrios, mantendo-os
fora d’agua por 3 minutos e devolvendo nos aquarios em seguida. Os mesmos procedimentos
foram feitos para animais controles, exceto manté-los fora d’dgua. Apds isso, foi quantificado o
comportamento de escavar nas 48 horas subsequentes. Devido aos potenciais efeitos estressantes
da coleta de sangue, animais diferentes foram submetidos a hipdxia, seguindo os mesmos
procedimentos, para evidenciar o distirbio nos niveis de cortisol gerado por esse estressor. O
sexo dos peixes foi considerado como varidvel independente. O comportamento de escavagao

foi avaliado conforme descrito em VOLPATO et al., (2004).

4.3. A coleta de sangue e analise do cortisol

Foram coletadas amostras de sangue pré e pods-estressor. Cada animal foi pescado e
mergulhado em solucdo anestésica de benzocaina e logo em seguida, tiveram o sangue recolhido
através de puncdo cardiaca por meio de seringas com heparina (Liquemine®, Roche, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil). A amostragem sanguinea ndo durou mais de 1 min por peixe. O sangue foi
centrifugado (3000 rpm durante 10 min) e o plasma (cerca de 100 mL) recolhido e transferido
para tubos de 1 ml nivelados e armazenados numa temperatura de -22°C até ser necessario para

ensaio. Niveis de cortisol plasmdtico foram determinados pela técnica ELISA.
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4.4.Condicoes dos Aquarios
Os aquadrios experimentais foram preparados com aeracdo continua e equipados com um
filtro bioldgico (sistema de recirculacdo de agua). O fotoperiodo e iluminagdo foram de 12 horas

claro/12 horas escuro.

4.5.Anélises dos dados

Os dados foram em principio analisados quanto a sua normalidade e homocedasticidade
utilizando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov e Levene ou F-max, respectivamente. Os peixes
submetidos a hipoxia foram comparados com seu respectivo controle utilizando-se o teste t de
Student ndo pareado de 2 caldas para a frequéncia de escavacOes e o volume escavado de
substrato. Os niveis de cortisol plasmaticos foram comparados por andlise de variancia de 2
fatores, tendo como fatores independentes o estressor e a presenca de cascalho e como varidvel

resposta o cortisol plasmatico. Diferencas estatisticas foram consideradas quando P<0,05.

5. RESULTADOS

O volume escavado (t;; = 0,17; P = 0,86; Figura 3A) e nimero de escavacgoes (t;» = 0,24;
P = 0,82; Figura 3B) entre os animais submetidos ao estressor de hipdxia e os controles, ndo
apresentaram diferenca estatistica significativa.- Os niveis de cortisol (Figura 3C) ndo foram
independentemente afetados pela presenca de substrato (F(j.24) = 0,09; P = 0,767), mas
aumentaram em func¢do da hipdéxia quando comparado ao controle (F(;.24) = 5,49; P = 0,028). A
presenca de substrato e a exposicdo a hipéxia ndo apresentaram interacdo (F(j.4) = 0,11; P =

0,741).
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Figura 3. Volume escavado (A) e niimero de escavagdes (B) em peixes expostos ao estressor
de hip6xia (3 mim fora d’dgua) ou ndo (controle) em aqudrios suplementados com uma
camada de cascalho de 3 cm. Nao houve diferenca significativa no nimero de escavagoes (ti,
= 0,24; P = 0,82) e volume escavado (t;» = 0,17; P = 0,86) entre os animais estressados ¢
controles. Niveis plasmaticos de cortisol (C) em animais expostos a hipdxia ou nao (controle)
em aqudrios com a camada de cascalho ou ndo. Os niveis de cortisol ndo foram
independentemente afetados pela presenca de substrato (ANOVA de 2 fatores; F(j24) = 0,09; P
=0,767), mas aumentaram em fung¢do da hipéxia quando comparado ao controle (ANOVA de
2 fatores; F(j.24) = 5,49; P = 0,028).
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6. DISCUSSAO

Os animais submetidos a hipdxia tiveram os niveis de cortisol plasmético aumentados.
Isso indica que a hipdxia foi efetiva em induzir estresse. Contudo, ndo observamos aumento do
nivel de escavacdo em funcdo da exposi¢do ao estresse em juvenis de tildpia-do-Nilo, nem os
niveis de cortisol foram mais baixos quando os peixes foram expostos a hipoxia e foi permitido
acesso ao substrato. Assim, concluimos que o comportamento de escavar ndo € executado apos
exposicao a um estressor como uma forma de alivio de estresse induzido por hipdxia em juvenis
de tilapia-do-Nilo.

Os niveis de cortisol nos controles variaram entre 16 ng/mL e 65 ng/mL. Esses valores
estdo dentro de intervalos mostrados em outros estudos, nos quais os niveis basais de cortisol
tiveram entre 5 e 60 ng/mL (BARCELLOS et al., 1999; CORREA et al., 2003; BISWAS et al.,
2004). Esses dados indicam, nos controles, uma situacao sem estresse. Sendo assim, os niveis de
cortisol plasmdtico avaliados apds o estimulo estressor no grupo hipdxia pode ser assumido
como uma resposta de estresse. Isso confirma a hipéxia como um estressor para tildpia-do-Nilo,
como mostrado para outras espécies de peixes (DEAN E RICHARDSON, 1999 E SMITH E
ABLE, 2003). Diante disso, pode-se concluir que, mesmo estressados, 0s animais ndo escavaram
com maior frequéncia e intensidade que os nao estressados.

Considerando que os dados do presente estudo ndo evidenciaram o comportamento de
escavar em animais sexualmente imaturos com a diminui¢ao dos de estresse, nao se alinhando,
portanto com a "teoria da recuperacao", onde animais estressados realizam atividades
locomotoras, ditas lddicas em alguns grupos, para aliviar estresse (SPINKA et al., 2001 E
BURGHARDT, 2005). A possibilidade de que o comportamento de escavar nesses animais
esteja associado a “teoria do comportamento de luxo”, em que os animais ndo estressados
realizam atividades locomotoras (lidicas em alguns grupos) relacionadas a treino_locomotor para
situagdes futuras (FRASER E BROOM 1990; DONALDSON et al., 2002; HENRY et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2010) é um fator a ser considerado. Contudo, ainda faltariam explicacdes pelo

fato dos estressados também terem escavado. Assim, concluimos que a escavagdo em imaturos
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sexualmente ndo estd relacionado com alivio de estresse e outras explicagdes sdo prementes para
elucidar o porqué da execucdo desse comportamento em animais que nao irdo se reproduzir (que
escavariam para fazer ninhos).

Sabendo-se que a hipdxia induzida no presente estudo induziu estresse de curta duragao,
a possibilidade de um estresse cronico ter maior efeito nas diferencas de escavacdes entre os
grupos € um fato a ser considerado futuramente. No contexto de estresse cronico os efeitos do
estressor se tornam persistentes fazendo com que respostas deletérias possam surgir
(PICKERING E POTTINGER, 1989; RAND-WEAVER et al, 1993; VOLPATO E
FERNANDES, 1994; POTTINGER, 2006) e com isso a eventual ocorréncia de comportamentos
aliviadores de estresse podem ser mais relevantes, como os de escavar o substrato fora do
contexto reprodutivo.

Além disso, € plausivel considerar que talvez o comportamento de escavar seja estressor-
especifico, ou seja, desencadeado por outro tipo de estresse mais comum na vida do animal. Tais
como, o estresse social, que pode ser provocado pela simples presenca de um coespecifico. Esta
hipotese € condizente com o fato da tildpia-do-Nilo ser uma espécie bastante territorialista e
estabelecer hierarquia entre os grupos, evento bastante estressante para animais submissos e
também dominantes (FERNANDES, 1997 E VOLPATO et al, 1987). Diante disso, seria
conveniente a investigagdo do comportamento de escavar na fase de formagdo da hierarquia

nestes animais.

7. CONCLUSAO
Conclui-se que a escavagdo ndo age como alivio de estresse em tildpia-do-Nilo, pelo

menos ao se considerar o estresse agudo induzido por hipdxia.
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