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0 mesmo instante em que recebemos pedras em nosso caminho, flores
estdo sendo plantadas mais a frente. Quem desiste nao as vé.”
Willian Shakespeare
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RESUMO

Em ambientes naturais os animais sdo confrontados com diferentes estressores. Se o
estressor ¢ moderado e de curta duracdo, a resposta as informag¢des ambientais ¢ uma
adaptagdo que permite que o animal responda imediatamente a uma situagdo
ameacadora. Além disso, manter os animais em ambientes que lhe oferecam menores
condi¢cdes de estresse, por demandarem um menor gasto energético, pode melhorar sua
taxa de crescimento. No entanto, estressores mais intensos podem desencadear um
estado patoldgico conhecido como distresse que pode ser prejudicial a sua fisiologia e
comportamento. O ambiente artificial, por sua vez, pode ser desprovido de novos
estimulos, provocando monotonia igualmente considerada prejudicial ao animal. Assim,
manter os animais sob condi¢des de estressores moderados, que mantenham as
caracteristicas adaptativas ao animal seria uma condi¢do que aumentaria sua prontidao
ao desafio social e o seu crescimento. Dessa forma, nosso objetivo foi testar os efeitos
do estressor moderado sobre o desafio social e o crescimento em peixes. Para isso 45
machos adultos de tilapia-do-nilo foram isolados e submetidos a trés tratamentos:
Situagdo de ambiente mondtono (N = 13): auséncia de estimulos novos no ambiente;
Situagdo de estressor intenso (N = 12): confinamento; Situacdo de estressor moderado
(N=9): perturbacdo no ambiente. Foram realizadas filmagens de 5 minutos duas vezes
ao dia (9h e 14h) durante a apresentacdo aos estressores para quantificarmos a taxa de
batimento opercular que foi utilizada como indicador de estresse assim como os niveis
de cortisol plasmatico e a taxa de crescimento especifico. Além disso, foi avaliada a
resposta do animal ao desafio social representado pelo teste do espelho durante o qual
foram realizadas filmagens de 10 minutos. Em relagdo a taxa de crescimento
observamos que situagdes de estressores moderados aumentaram o crescimento do
animal, enquanto situa¢des de ambiente mondtono e estressores intensos a diminuiram.
As interacOes agonisticas aumentaram em situagdes de estressor moderado, se
mantiveram em condi¢des de estressor intenso e diminuiram em situagdes de
monotonia. Os niveis de cortisol ndo diferiram entre os tratamentos e a taxa de
batimento opercular se manteve maior em situacdo de estressor intenso. Concluimos que
o ambiente mondtono reduz a motivacao a defesa do territorio e exerce efeitos negativos
sobre o crescimento. Estressores intensos mantém a motivacao a defesa do territorio e
também exercem efeitos negativos em relacdo ao crescimento. E, por fim, estressores
moderados aumentam a motivagdo a defesa territorial ¢ aumenta o crescimento na
tilapia-do-nilo.

Palavras-chave: estresse, monotonia, confinamento, isolamento social, agressividade



ABSTRACT

In natural environments, animals have to deal with numerous and constant challenges,
being exposed to different stressors. Once the stressor is mild and of short duration, the
answer to this environmental information is an adaptation that allows the animal
immediately respond to a threatening situation. Also, keep the animals in environments
that offer lower stress conditions you can improve your growth rate. However, more
intense and long lasting stressors may trigger to a physiological condition known as
distress. Artificial environments, in other hand, can provide a lack of stimuli and cause
monotone, also considered to be detrimental to the animal. Keep the animals under mild
stressors conditions are, therefore, to maintain adaptive features of the animal, which is
a condition that increases the readiness to social challenge and improve individual’s
welfare. Thus, our aim in this study was to test the effects of mild stressors on the social
challenge and welfare in fish. For this, 34 male adults of the fish Nile tilapia were
isolated and subjected to three treatments: a) a situation of monotone (N = 13):
absence of new stimuli in the environment, b) a situation of intense stress (N = 12):
provided by individual containment; and c) a situation of mild stress (N = 9):
disturbance in the environment. Video records of five minutes each were filmed twice a
day, (9h and 14h) during the presentation of the stressors to the fish, to quantify the
ventilatory rate, the plasma cortisol levels and the specific growth rate. We also
evaluated the animal’s response to the social challenge, provided by a mirror test,
recorded during 10 minutes. Regarding the growth rate, we observed that situation of
mild stress increased fish growth, whereas monotone and intense stress situations had
decreased their growth rate. Agonistic interactions increased in situations of mild
stress, remained stable in conditions of intense stress and decreased in frequency in
monotone situations. Cortisol levels did not differ between treatments, but the opercular
beat rate showed an increase in situations of intense stress. We conclude that monotone
reduces the motivation to defend the territory and has negative effects on welfare.
Intense stressors maintain the motivation to defend the territory and also have negative
effects on welfare. Finally, moderate stressors increase motivation to territorial defense

and improves the welfare in Nile tilapia.

Keywords: stress, monotone, containment, social isolation, aggressiveness.



1. Introducéo

Em ambiente natural os animais sdo confrontados com inumeros e constantes
desafios a partir de seu ambiente externo e submetidos a diferentes niveis de estresse
(Creel et al., 2013). O estresse, nesse contexto, pode ser definido como uma condicao
na qual o equilibrio dinamico (homeostase) do organismo esta perturbado como
resposta a agdes de estimulos intrinsico ou extrinsico denominados estressores
(Wendelaar Bonga, 1997). Nos vertebrados, as respostas aos estressores sdo marcadas
por uma cascata de alteragdes fisioldgicas internas mediadas, em parte, pelo ramo
simpatico do sistema neurovetativo e pelo eixo hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA)
(Creel et al., 2013). Se o estressor ¢ moderado e de curta duragdo, a ativagao do eixo
inicia respostas adaptativas para enfrentar desafios no ambiente desencadeando
respostas que permitam ao animal fugir da situa¢do ameagadora ou lutar com o possivel
oponente (Wingfield, 2003). A resposta ao estressor €, portanto, uma resposta
adapatativa que permite que o animal responda imediatamente a uma situagdo
ameagadora (Hill er al., 2012) como perturbagdes ambientais, interagdes sociais
agressivas e exposi¢do a patdgenos e a predadores (Wingfield, 2003).

Apesar de ser uma resposta a perturbagdes ambientais, o estresse estd envolvido
com algumas respostas positivas, principalmente em condi¢des de niveis moderados de
estresse (Wendelaar Bonga, 1997), exercendo fun¢do importante sobre os desafios,
aprendizagem e consolidacdo da memoria (Sapolsky et al., 1986), podendo aumentar a
perspectiva de sobrevivéncia dos animais. No entanto, um individuo submetido a
situacdes de estresse cronico pode ter seu comportamento e sua fisiologia afetados
negativamente (Wingfield, 2013), pois as respostas a estressores cronicos € que
oferecam risco podem levar os animais a um estado patoldgico conhecido como
distresse (Wendelaar Bonga, 1997).

Estressores estdo presentes continuamente em ambiente natural, mas podem ser
mais intensos em ambiente artificial, pois, em muitos casos, 0s animais ndo conseguem
fugir ou se afastar dos estressores. Por isso, manter o bem-estar dos animais em
ambientes artificiais para fins de pesquisa e criagdo tem sido um desafio constante. O
bem-estar estd relacionado a condi¢do na qual o animal apresenta completa satde
mental e fisica, harmonia com o ambiente, capacidade de se adaptar sem sofrimento a
um ambiente artificial fornecido pelos seres humanos e, além disso, os sentimentos dos

animais também devem ser considerados (Duncan, 2005). Sendo assim, os animais



devem ser mantidos em boas condigdes fisicas e psicologicas, na presencga de elementos
naturais, de forma que permanecam em elevados niveis de bem-estar (Huntingford et
al., 2006). No entanto, o ambiente artificial pode ser desprovido de estimulos, o que
pode provocar monotonia, igualmente considerada inadequada aos sistemas de criagdo e
manuten¢do dos animais, podendo desencadear comportamentos anormais, como ja
relatado em mamiferos (ex. Hook et al., 2002; Birkett et al., 2011; Tan et al., 2013). Os
animais que sofrem restrigdes na expressao de um comportamento natural muitas vezes
sdo levados ao estresse e frustragdo, que também sdo prejudiciais ao seu bem-estar
(Friend, 1989). Assim, a ideia de que ambientes ricos em estimulos sdo benéficos aos
animais tem sido estudada, particularmente, para animais de zooldgico com o intuito de
reduzir os efeitos de estressores cronicos e de condigdes monotonas, evitar o
aparecimento de comportamentos anormais €, em consequéncia, proporcionar maior
bem-estar aos animais (ex. Hook et al., 2002; Birkett et al, 2011; Tan et al., 2013).

Apesar dos resultados positivos encontrados nos estudos de enriquecimento
ambiental, nem sempre essas respostas comportamentais estao associadas a redugao dos
niveis de cortisol (ex. Sajjad ef al., 2011; Zaragoza et al., 2011; Wilks et al., 2012). Isso
indica, por um lado, que niveis de cortisol nem sempre sdo bons indicadores da
condicdo de bem-estar (Ellis et al., 2012). Por outro lado, as respostas positivas podem
estar associadas a niveis moderados de estresse (Wendelaar Bonga, 1997) o que pode
ser considerado desejavel para os animais. Dessa forma, a introduc¢do de estimulos no
ambiente pode elevar um pouco os niveis de cortisol em funcdo da novidade no
ambiente artificial. Se essa premissa for verdadeira, significa que estresse em niveis
moderados ndo constitui resposta negativa aos animais. Ou seja, estressores que
mantenham os niveis de estresse dentro da fase adaptativa trariam efeitos positivos. De
fato, von Krog et al. (2010) demonstraram que o estresse moderado e baixos niveis de
cortisol estimulam a proliferagdo celular em cérebros de zebrafish (Danio rerio). Assim,
¢ possivel que a manutencdo de animais em condigdes que mais se assemelhem ao
ambiente natural, isto ¢, com a presenca de estressores mais leves, seja mais adequada
ao bem-estar. Por isso, testamos a hipotese de que estressores moderados (de baixa
intensidade) exercem efeitos positivos sobre o bem-estar em peixes.

Estudos recentes utilizam amplamente as respostas comportamentais como
indicadores de bem-estar em peixes. Testes de escolha e preferéncia (Volpato et al.,

2007; Mendonga et al., 2010; Freitas e Volpato, 2013), niveis de agressividade (Kadry e



Barreto, 2010) e capacidade de aprender novas tarefas (Kotrschal e Taborsky, 2010) tém
sido utilizados. Neste estudo, iremos utilizar como indicador de bem-estar, a prontidao
para enfrentar desafios no ambiente, sendo o desafio social escolhido por ser uma
situacdo que animais sociais enfrentam constantemente (Huntingford et al, 2006).
Assim, o objetivo deste estudo foi testar se machos de tilapia-do-nilo, Oreochromis
niloticus (L.), linhagem GIFT, submetidos a estressor moderado sao mais propensos a
enfrentar desafios sociais do que machos submetidos a situagdes de ambiente mondtono
ou de estressor intenso. A espécie foi escolhida por ser um ciclideo e, como todas as
espécies dessa familia, apresentam organizagdo social por meio de hierarquia de
dominancia (Baerends e Baerends-Van Roon, 1950). O sistema de acasalamento ¢
poliginico e, portanto, a competi¢do entre os machos ¢ elevada (Lowe-McConnell,
1958). Além dessas caracteristicas, a tilapia-do-nilo € uma espécie amplamente utilizada
como modelo animal e seu comportamento social e respostas a estressores sao bem
conhecidos (Mendonga et al., 2010; Barreto e Volpato, 2011; Freitas e Volpato, 2013),
o que a torna adequada ao estudo aqui proposto. Além disso, a tildpia-do-nilo ¢ uma das
mais importantes espécies para a aquicultura mundial, e portanto, informacdes sobre os
mecanismos que afetam o estresse ¢ o bem-estar dessa espécie sdo fundamentais para o

manejo € manutengao.

2. Material e Métodos

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Comportamento Animal do
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, IBILCE/UNESP de Sao José do Rio
Preto, S.P. Foram utilizados 45 machos adultos de tilapia-do-nilo, Oreochromis
niloticus (Linnaeus, 1759), Teleostei, Cichlidae, variedade GIFT, provenientes do
Centro de Aquicultura da UNESP (Jaboticabal, SP) e mantidas na Mini-Estacdo de
Piscicultura do IBILCE/CAUNESP, Sao José do Rio Preto-SP.

2.1 Aclimatacgdo e manutencdo

No laboratdrio, os animais foram mantidos em caixas d’agua de polietileno, com
capacidade de 500 litros (1 animal / 10L) por no minimo 15 dias antes do inicio dos
experimentos. A temperatura da dgua foi mantida em 27°C, o fotoperiodo em 12 horas

de luz (07:00h — 19:00h). Os animais foram alimentados duas vezes ao dia com ragao



4

comercial para peixes tropicais (28% de proteina) até a saciacdo. A qualidade da agua
foi mantida por filtros bioldgicos externos (tipo Canister, fluxo 400 L / h) e aeragdo

constante.
2.2 Delineamento Experimental

Analisamos o efeito de estressor moderado sobre o bem-estar e o desafio social
em machos adultos de tilapia-do-nilo. Foram selecionados 24 animais com semelhantes
comprimento padrdo 14 cm (+ 1,5 cm) (one-way ANOVA, F 531y =0,32; p=0,72) ¢
peso médios 92,84 g (+ 30,44 g) (one-way ANOVA, F 31y = 0,71; p = 0,49)

previamente isolados e submetidos a trés tratamentos (Fig.1)

Tratamento 1 (N = 13) - Situagdo de monotonia; animal isolado em ambiente
desprovido de novos estimulos.

Tratamento 2 (N = 12) - Situagdo de estressor intenso, 0O estressor intenso
consistiu na redug¢ao de 90% do espago disponivel com o uso de uma placa opaca de cor
azul confinando o animal em um dos cantos do aquario, durante 30 minutos como
utilizado por Barreto ef a/ (2009). Ja foi demonstrado que esse tipo de estressor provoca
elevacdo intensa de cortisol indicando altos niveis de estresse na tildpia-do-nilo
(Moreira e Volpato, 2004; Barreto et al, 2009).

Tratamento 3 (N = 9) - Situacdo de estressor moderado; consistiu na
introdu¢do de uma placa no aquario, que foi deslocada por 5 cmprovocando uma
reducdo de 10% do espaco, e que representou a introducdo de um objeto novo no
ambiente. A placa permaneceu por 30 minutos. Nesse caso, a manipulagdo ¢ semelhante
ao tratamento com estressor intenso, porém, a reducdo do espaco nao ¢ significativa e
ndo causou confinamento. Como se trata de manipulacdo causando uma perturbacao
leve no ambiente sem grandes consequéncias, foi considerada uma situacdo de estressor
moderado.

O experimento foi realizado em um periodo de 10 dias e esta resumido na Figura
2. Os animais permaneceram isolados durante os dias 1, 2 e 3 para aclimatagdo as
condi¢des experimentais. No dia 4, foi coletado o sangue desses animais por volta das
09:00 h, para medida do cortisol inicial. No periodo da tarde, entre 14:00 e 15:00 h, um
espelho foi introduzido no aquério para simular a presenc¢a de um intruso e, dessa forma,
acessar a resposta ao desafio social, inferido pela interagdo agonistica com a imagem

refletida no espelho. Durante os dias 5, 6, 7, 8 € 9, esses animais foram submetidos aos



diferentes niveis de estressores duas vezes ao dia (09:00h e 14:00h). No tultimo dia, o
sangue foi novamente coletado para avaliacdo do cortisol final e a motivacdo para
enfrentar desafio social foi novamente avaliada (teste do espelho). Além do cortisol,
avaliamos a taxa de crescimento especifico e de batimento opercular, que sdo

indicadores adicionais dos niveis de estresse dos animais.

Figura 1. Esquema dos aquarios demonstrando os diferentes tratamentos. A) Situacdo de
monotonia. B) Situacao de estressor intenso. C) Situagdo de estressor moderado.
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Fig. 2) Esquema demonstrando os procedimentos durante os 10 dias de experimento.

2.3 Condigoes do experimento

Os animais foram anestesiados com tricaina metanosulfonato (MS222) a
concentracio de 20 mg.L™" para medida do comprimento padrio e do peso. Em seguida,
foram isolados em aquérios 40 cm x 30 cm x 40 cm, com temperatura da agua mantida
em 27°C e com aeracdo constante por meio de filtros bioldgicos. Os animais foram
alimentados com rag¢do para peixes tropicais correspondente a 3% da biomassa,
fornecida duas vezes ao dia (28% PB). As paredes laterais dos aquarios permaneceram
cobertas por plastico azul para evitar o contato visual entre os animais de aquarios
vizinhos. A cor azul foi escolhida por reduzir a secre¢do de cortisol na tildpia-do-nilo

(Volpato e Barreto, 2001).

2.4 Indicadores de estresse

O estresse ¢ uma resposta do animal acompanhada por aumento do gasto
energético e, portanto, ¢ uma condi¢do na qual a demanda por captacdo de oxigénio
aumenta (Wendallar Bonga, 1997). Assim, por ser sensivel ao estresse e por ser uma
técnica simples e ndo invasiva (Barreto e Volpato, 2004) a frequéncia respiratoria foi
utilizada para validar a intensidade do estresse nos tratamentos como ja usada em

estudos anteriores (ex. Barreto e Volpato, 2011; Martins et al., 2012). Os animais



foram filmados por 5 minutos antes, durante e apds a submissdo ao estressor para
registro dos batimentos operculares. A frequéncia respiratoria foi obtida pelo nimero de
batimentos operculares emitidos por cada animal durante 30 segundos (adaptado a partir
de Barreto et al., 2009).

Uma vez que o estresse demanda gasto de energia, a longo prazo, o crescimento
dos animais pode ser afetado (Ellis et al., 2012). Assim, utilizamos a taxa de
crescimento especifico (T.C.E.) como um indicador adicional de estresse. TCE = [(In
peso final - In peso inicial) / At] x 100, sendo At = 10 dias (Wooton, 1998).

A andlise dos niveis de cortisol plasmatico também foi empregada para se
avaliar o grau de estresse ao qual o animal foi submetido. O cortisol foi avaliado 1 dia
antes e 1 dia depois das sessdes de submissdo aos estressores. O sangue foi coletado 5
horas antes da exposicdo do animal ao espelho para que o animal ja estivesse
recuperado da anestesia para o desafio social e 16 horas apds a ltima apresentagdo aos
estressores para evitarmos que a variagdo dos niveis de cortisol fosse resultado do
estresse causado agudamente pelos diferentes estressores, também garantindo um tempo
de 5 horas para recuperacdo da anestesia antes de ser exposto ao desafio social. Os
animais foram anestesiados com benzocaina (9 mg.L™") (Gontijo et al., 2003) e o sangue
retirado por pun¢do da veia caudal por meio de seringas heparinizadas. O sangue foi
entdo centrifugado a 3.000 rpm durante 10 minutos e o plasma pipetado, separado e
congelado (-20 ° C) para posterior dosagem de cortisol. A dosagem hormonal foi
realizada pelo método ELISA - Enzyme Linked Immunosorbent Assay validado para
tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus, de acordo com o método descrito por Brown et

al., (2004).

2.5  Desafio social

Um espelho medindo 30 cm X 30 cm foi introduzido no aquario no dia anterior a
submissao aos estressores € no quinto dia apos a exposi¢ao aos diferentes estressores, a
fim de avaliarmos o perfil agonistico dos peixes por meio da interagdo com a imagem
refletida (mirror test; Ruzzante, 1992). Os animais foram filmados por 10 minutos para
analise das seguintes variaveis: laténcia para inicio da interacdo com o espelho,
frequéncia e duracdo de ataques e exibi¢des agressivas (displays), de acordo com o

etograma descrito na tabela 1. Para que todos os animais partissem da mesma distancia



do espelho, foi introduzida no aquario uma placa de vidro transparente que permaneceu
por 5 minutos mantendo o animal do lado oposto ao do espelho. A placa, utilizada como
“start” foi colocada de maneira a restringir o espaco do aquario em 15 cm, contudo nao
suficiente para confinar o animal.

A comunicagdo social na tilapia-do-nilo, como em outros animais, depende de
estimulos visuais (Castro et al., 2009), quimicos (Giaquinto e Volpato, 1997,
Gongalves-de-Freitas et al., 2008) e sonoros (Longrie et al., 2013). No entanto, mesmo
na auséncia de estimulos quimicos e sonoros, os peixes ndo reconhecem sua imagem no
espelho e interagem com a imagem como se fosse outro individuo (ex. Ruzzante, 1992;
Dejardin e Fernald, 2010; Reddon et al., 2012). Por isso, o método do espelho tem sido
amplamente utilizado em estudos com interacdes agressivas em peixes (ex. Oliveira et
al., 2005; Gongalves-de-Freitas et al., 2006; Ros et al., 2006; Archard et al., 2011;
Wilson et al., 2011; Reddon et al., 2012) e ja foi observado ao menos para uma espécie
que ndo ha diferenca na motivagdo agressiva quando um ciclideo macho encontra um
coespecifico ou sua propria imagem no espelho (Reddon et al., 2012), mostrando ser
eficiente também para tilapia-do-nilo (Barreto et al., 2009). Quando um peixe luta com
outro, o comportamento de um individuo depende do que o outro faz (Reddon et al.,
2012). Assim, a vantagem do uso do espelho ¢ o controle do “oponente virtual” e, dessa
forma, os resultados sdo atribuidos apenas ao comportamento do individuo focal.
Fatores que podem intensificar a agressividade dos animais, tais como intensidade
luminosa (Carvalho et al., 2013) e temperatura (Pang et al., 2011) foram controladas
durante o experimento para que o comportamento do animal ndo fosse alterado devido a

esses elementos.

Tabela 1. Etograma da interagdo agonistica da tilapia-do-nilo no espelho (adaptado a
partir de Barreto et al., 2009).

Unidade de Comportamento Descricdo

O peixe posiciona-se frontalmente ao

espelho com o opérculo aberto e as
Exibicdo frontal nadadeiras erigadas. O animal ndo encosta

no espelho, mas pode ficar a poucos

milimetros dele.

O peixe apresenta o mesmo padrdo de

Exibicéo lateral L
comportamento da  exibicdo frontal,




contudo, posicionando-se paralelamente ao

espelho exibindo toda a lateral de seu

corpo.
: O peixe aproxima-se do espelho, toca e/ou
Butting .
o empurra rapidamente com a boca.
O peixe ondula intensamente o corpo,
Tail beating antero-posteriormente, batendo a cauda

contra o espelho.

Para quantificacdo das interagdes agressivas, agrupamos as exibi¢des frontal e
lateral como de baixa intensidade por serem interagdes sem contato fisico e envolver
menor gasto energético (Ros et al., 2006) denominadas displays. Os comportamentos
butting e tail beating, por demandarem um maior gasto energético podendo ou nao
envolver contato fisico direto (Ros et al., 2006) foram considerados de alta intensidade

e, somados, compdem os ataques.

2.6  Reéplicas

Embora tenham sido tomados os cuidados necessarios para manutencao dos
animais durante o experimento, ainda assim, ocorreram alguns imprevistos como morte
de 3 animais do tratamento sob estressor moderado. Além disso, réplicas que ndo
exibiram comportamento agonistico perante o espelho (2 do tratamento sob condi¢ao de
monotonia; 3 do tratamento sob estressor intenso; 3 sob estressor moderado) ndo foram
consideradas. Assim, para a T.C.E. e para o desafio social temos 13, 12 e 9 réplicas para
os tratamentos 1, 2 e 3, respectivamente. Enquanto que para os indicadores de estresse
(niveis de cortisol) temos 9 réplicas para os tratamentos 1 e 2 e, 6 réplicas para o

tratamento 3.

3. Analise de dados

Inicialmente foram identificados os ‘“outliers” (valores fora do intervalo de
confianc¢a - média + 2 desvio padrdo), os quais foram substituidos pela média do grupo,

de acordo com as recomendacdes de Cosineau e Chartier (2010). Os dados foram
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analisados quanto a normalidade pelos valores de “Skewness” (assimetria) e “Kurtosis”
(curtose) e quanto a homocedasticidade pelo teste Fmax (Ha e Ha, 2007). Exceto a taxa
crescimento especifico, os demais dados apresentaram-se heterocedasticos, assim,
foram transformados (raiz quadrada) para ajustar-se as analises paramétricas (Volpato e
Barreto, 2011). Para avaliarmos os niveis de cortisol, a frequéncia de batimento
opercular e o comportamento agonistico, entre ¢ dentro de cada tratamento, antes e apos
serem apresentados aos diferentes estressores, utilizamos ANOVA para medidas
repetidas (Volpato e Barreto, 2011). A taxa de crescimento foi avaliada entre os
tratamentos por one-way ANOVA (Volpato e Barreto, 2011). Utilizamos o teste de
Fisher-LSD para comparagdes multiplas. Foram feitas andlises de correlagao de
Spearman entre os niveis de cortisol plasmatico e os itens comportamentais analisados
durante o desafio social. Para analises dos testes de correlagdo utilizamos os dados sem

transformagdo. Para diferenca estatistica consideramos p < 0,05.

4. Conduta Etica

Esta pesquisa esta de acordo com os Principios Eticos na Experimenta¢io Animal
adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal - Brasil
(CONCEA) e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto
de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da UNESP, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil

(protocolo n° 085/2013).

5. Resultados

O teste one-way ANOVA mostrou que ndo houve diferenga significativa nos
niveis de cortisol (F25)=0,39; p =0,67) e nos itens comportamentais perante o desafio
social como laténcia para o ataque (F225 = 0,25; p = 0,77), frequéncia dos displays
(Fpos) = 1; p = 0,57), frequéncia dos ataques (F225) = 1,05; p = 0,36), duragdo dos
displays (F225) = 2,79; p = 0,07) e duracdo dos ataques (Fpo5) = 1,56; p = 0,22)
avaliados entre os tratamentos antes dos animais serem submetidos aos diferentes

estressores.
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5.1 Indicadores de estresse
5.1.1 Niveis de cortisol plasmatico

Os niveis de cortisol plasmatico mantiveram-se constantes e foram semelhantes

entre os tratamentos (ANOVA para medidas repetidas F; 5y = 0,39; p = 0,67; Fig. 2).

NS NS NS

250 -

O Antes do estressor

ng mL
s
m
n

W Depois do estressor

Cortisol plasmatico

Monotonia Intenso Moderado
Tratamento

Fig. 2. Média (+ SE) do nivel de cortisol plasmatico (ng mL™) nos diferentes
tratamentos antes e depois do estressor. Linhas comparam médias dentro dos
tratamentos e letras comparam médias entre os tratamentos.

5.1.2 Frequéncia de batimento opercular

Foi encontrada diferenca significativa na frequéncia de batimento opercular
entre os tratamentos (ANOVA para medidas repetidas Fy 62y = 20,66; p < 0,00001; Fig.
3). Os animais dos tratamentos sob monotonia e estressor moderado apresentaram
frequéncias iguais de batimento opercular e menores quando comparadas ao estressor
intenso (p < 0,00001). Além disso, houve um aumento dessa frequéncia durante o
estressor intenso, quando comparada a antes e depois (p = 0,02) o que ndao ocorreu com
os demais tratamentos que apresentaram frequéncia de batimento opercular constantes

antes, durante e depois da submissdo ao estressor (p > 0,38).
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OAntes do estressor
® Durante o estressor
m Apds o estressor
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Tratamento

Fig. 3. Média (+ SE) da frequéncia de batimento opercular emitida por cada animal
durante os cinco dias de tratamento (média dos cinco dias). Letras comparam médias
entre os tratamentos antes, durante e apds o estressor. Barras seguidas de letras
diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos. * Indica diferenca
significativa dentro de cada tratamento.

5.1.3 Taxa de crescimento especifico (T.C.E)

Houve efeito dos tratamentos sobre a taxa de crescimento especifico do animal
(Fo31) = 5,08; p = 0,01; Fig.4). Animais mantidos sob monotonia ou estressor intenso,
perderam peso enquanto que os animais mantidos sob estressor moderado ganharam

peso (p < 0,04) durante os 10 dias de experimento.

1,00 -
b
m: 0,00 .
Q
= 1
-1,00 4 Monotonia Intenso Moderado
Tratamentos

Fig. 4. Média (£ SE) da taxa de crescimento especifica durante os 10 dias
experimentais. Barras seguidas de letras diferentes indicam diferenga significativa.



13
5.2 Desafio social
5.2.1 Laténcia para o ataque

Houve efeito do tratamento sobre a laténcia para o primeiro ataque contra a
imagem refletida no espelho (F = 3,31; p = 0,04; Fig. 5). Quando comparadas as médias
dentro de cada tratamento, animais submetidos aos estressores intenso e¢ moderado
apresentaram uma diminui¢ao da laténcia para o ataque (p < 0,01), o que ndo ocorreu
com o animal submetido a monotonia, que a manteve constante (p = 0,76). Ainda, ao
compararmos as médias entre os tratamentos, animais submetidos aos estressores
intenso ¢ moderado apresentaram laténcia iguais entre si € (p = 0,73), menores do que

quando comparados aos animais sob monotonia (p < 0,03).
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Monotonia Intenso Moderado

Tratamento

Fig. 5. Média (+ SE) da laténcia para o ataque durante 10 minutos. Linhas comparam
médias dentro do tratamento e letras comparam médias entre os tratamentos antes e
depois do estressor. Barras seguidas de letras diferentes indicam diferenca significativa.
NS = nio significativo.

5.2.2 Frequéncia e duracgdo de displays e de ataques

Houve diferenca significativa na frequéncia de displays, dentro de cada
tratamento (Fo31y = 4; p = 0,02; Fig.6A). Animais submetidos a monotonia mantiveram
sua frequéncia (p = 0,41) enquanto animais submetidos aos estressores intenso e
moderado apresentaram aumento (p < 0,017). Quando a comparamos entre os
tratamentos, animais submetidos aos estressores intenso € moderado apresentaram
médias iguais (p = 0,15) e maiores do que a dos animais submetidos a monotonia (p <

0,04) . Também houve efeito do tratamento sobre a duracdo dos displays (F231) = 4,04;

p = 0,02; Fig.6B). Quando comparamos a duracdo dos displays, dentro de cada
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tratamento, houve um aumento no tempo de exibi¢do por parte do animal submetido ao
estressor intenso (p = 0,0002), enquanto animais submetidos a monotonia e ao estressor
moderado o mantém constante (p > 0,31). Ainda, se a compararmos, entre 0s
tratamentos, animais mantidos sob situagdes de monotonia apresentam um tempo de
exibi¢do menor do que o animal sob situagdes de estressor intenso (p = 0,01) enquanto o
animal sob situagdo de estressor moderado ndo difere dos demais tratamentos (p >
0,06). A frequéncia de ataques emitida pelo animal também sofreu efeito dos
tratamentos (F31) = 6,51; p = 0,004; Fig.6C). Quando comparamos, dentro de cada
tratamento, animais submetidos a monotonia diminui sua frequéncia de ataques (p =
0,01), animais submetidos a estressores moderados a aumenta (p = 0,01) enquanto
animais submetidos a estressor intenso a mantém constante (p = 0,38). Quando
comparada, entre os tratamentos, a frequéncia de ataques do animal em monotonia ¢
menor do que a do animal sob estressor moderado (p = 0,04), enquanto que a frequéncia
dos ataques do animal sob estressor intenso ndo difere das dos demais tratamentos (p >
0,12). Nao houve efeito do tratamento sobre a duragdao dos ataques quando comparados

dentro e entre os tratamentos (F 231y =4; p = 0,06; Fig.6D).
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Fig. 6. A) Média (= SE) da frequéncia de displays. B) Média (+ SE) da duragdo dos
displays durante 10 minutos. C) Média (+ SE) da frequéncia dos ataques. D) Média (+
SE) da duracdo dos ataques durante 10 minutos. Linhas comparam médias dentro e
letras comparam médias entre os tratamentos antes e depois dos cinco dias de submissao
ao estressor. Barras seguidas de letras diferentes e/ou * indicam diferenca significativa.
NS = nao significativa. Atentar para diferenca na escala.

5.2.3 Testes de Correlacdo

Nao foi observada correlagdo entre os niveis de cortisol plasmatico e os itens

comportamentais analisados durante o desafio social (Tabela 1).

Tabela 1. Teste de Correlagio de Spearman entre nivel de cortisol plasmatico e a
frequéncia dos itens comportamentais analisados durante o desafio social.

Monotonia Intenso Moderado
Cortisol Ataques ;) R =-0,009 R < 0,000005 R =0,65
(inicial) p=0,97 p=1 p=0,15
Displays R=0,39 R=0,34 R=0,61
p=0,22 p=10,30 p=0,19

Cortisol Ataques () R=-0,18 R =-0,44 R =-0,20
(final) p=10,59 p=0,16 p=0,70
Displays (1 R =0,20 R=-0,35 R =-0,05
p=0,55 p=0,28 p=0,91

6. Discussao

Em nosso estudo observamos que diferentes situagdes estressantes afetam de
maneira distinta as respostas comportamentais dos animais. Ao que tudo indica,
ambientes imprevisiveis e que os exponham a algum tipo de perturbagdo provocam
respostas adaptativas melhorando seu bem-estar € os preparando ao desafio social,
enquanto situacdes de ambiente mondtono somam efeitos negativos ao bem-estar € ao
seu comportamento.

De acordo com nossa hipotese, animais mantidos sob estressor moderado, por
ser uma situacdo que mais se assemelhe ao ambiente natural, apresentariam melhores
condi¢des de bem-estar ¢ de prontiddao ao desafio social. Em contrapartida, animais
mantidos em monotonia ou estressor intenso que, por serem condi¢cdes ndo naturais,
submeteriam o animal a um maior nivel de estresse, o que poderia acarretar danos ao

seu bem-estar e ao desafio social.
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Primeiramente fez-se necessario demonstrar que todos os animais partiram dos
mesmos niveis de estresse e, das mesmas condigdes de bem-estar e de prontidao para o
desafio social. O fato de os animais nao apresentarem diferengas fisiologicas ou nos
itens comportamentais avaliados entre os tratamentos antes de serem submetidos aos
diferentes estressores nos garante que todos os grupos partiram das mesmas condigdes.
Assim, as diferengas apresentadas apos serem apresentados aos estressores foram
resultantes dos tratamentos aos quais os animais foram submetidos e nao de diferencas
individuais prévias.

Em nosso estudo, o cortisol plasmatico foi utilizado para validar o nivel do
estressor. Niveis elevados de cortisol plasmatico sdo costumeiramente associados a
condigdes de menor bem-estar para os animais (Merlini, et al., 2014). Assim,
esperavamos que animais mantidos sob maiores niveis de estressores apresentassem
niveis de cortisol mais elevados quando comparado aos demais tratamentos. No entanto,
os resultados do nosso estudo corroboram a ideia emergente de que niveis elevados de
cortisol nem sempre estdo ligados a diminui¢do do bem-estar (Ellis et al., 2012), pois
ndo houve diferenca entre os tratamentos e¢ os niveis de cortisol apresentaram-se
elevados também no tratamento em que supostamente o animal estaria sendo mantido
em condi¢des desejaveis. Contudo, ¢ importante salientar que as amostras foram
retiradas cerca de 16 horas apods o ultimo dia de submissdo ao estressor, e se levarmos
em consideracdo que os niveis de cortisol plasmético atingem seu pico em 1 hora e
voltam aos niveis normais cerca de 35 minutos apds a apresentagdo do estressor
(Barreto e Volpato, 2004), neste caso, o estressor pode ter agido como um estressor
agudo apresentando diferenca em seus niveis somente no momento da submissdo ao
estressor, assim, a igualdade entre os tratamentos pode ter ocorrido pelo fato de os
niveis ja4 terem retornados a niveis normais no momento da coleta das amostras
sanguineas (Barreto e Volpato, 2004). Como ja observado em estudos anteriores do
nosso laboratorio, animais isolados apresentam niveis de cortisol elevados (Montedor et
al., 2014), quando comparados a niveis basais de aproximados 50 ng mL™ encontrados
para a espécie (Boscolo et al., 2011). Assim, também ¢ possivel que os niveis de
cortisol elevados encontrados em nosso estudo de aproximados 198, 48 ng mL™' possa
ser devido ao isolamento. Entretanto, todos os animais foram mantidos nas mesmas
condi¢des de isolamento, portanto as diferencas comportamentais sdo devidas aos

tratamentos aos quais foram submetidos e nao ao fato de terem sido mantidos isolados.
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Os niveis de cortisol indicam que os animais estavam sendo submetidos ao mesmo nivel
de estresse entre os tratamentos. O que acaba sendo uma vantagem, pois, nos garante
que nao foi o cortisol responsavel pela agressividade e sim fatores do ambiente ao qual
o animal foi mantido. Ao analisarmos outros indicadores, ficam claras as diferencas
fisioldgicas e comportamentais que cada ambiente desencadeia nos animais.

Quantificamos também a taxa de batimento opercular dos animais durante os
cinco dias de submissdo aos estressores. Por ser uma resposta fisiologica a condi¢ao de
estresse, o aumento do gasto energético resulta em um aumento da taxa de batimento
opercular (Barreto e Volpato, 2011). Assim, esperdvamos encontrar uma maior
frequéncia ventilatoria nos tratamentos nos quais o animal estivesse sendo mantido em
um maior nivel de estresse e, consequentemente, com seu bem-estar comprometido. De
fato, pudemos perceber que animais mantidos em condi¢cdes de estressor intenso
aumentam seu gasto energético no momento da submissdo ao estressor, como ja
relatado em outros estudos (Barreto e Volpato, 2011; Maia e Volpato, 2013).

Fatores externos também podem elevar o nivel de estresse do animal levando a
um aumento do gasto energético ocasionando, por exemplo, perda de peso e diminui¢do
de seu crescimento (Laursen ef al., 2013; Villamizar et al., 2014) o que seria prejudicial
ao seu bem-estar. Levando em consideragdo que animais mantidos sob condi¢des de
estresse demandam maior gasto de energia, a longo prazo, seu crescimento pode ser
afetado (Wooton, 1998). Ainda, o reestabelecimento da homeostase do individuo apds o
estressor também demanda um maior gasto de energia (Wendelaar Bonga, 1997). Uma
vez que a taxa de batimento opercular foi igual nos tratamentos sob monotonia e
estressor moderado, indicando que os animais estariam sendo mantidos em um mesmo
nivel de estresse nesses tratamentos, esperavamos que a T.C.E. nesses grupos fosse
semelhante e no tratamento sob estressor intenso, no qual houve um aumento da
frequéncia ventilatoria, indicando um maior nivel de estresse, o animal apresentasse,
entdo, perda de peso. Realmente pudemos perceber que o estresse também ¢ um fator
que atinge o crescimento do animal, no entanto, neste caso, nossa predicdo ndo foi
corroborada, pois, animais mantidos sob monotonia e estressor intenso perderam peso
quando comparados aos animais mantidos sob estressor moderado que por sua vez
aumentaram seu crescimento. Também ¢ possivel que devido ao estresse o animal tenha
diminuido sua ingestdo alimentar ocasionando a perda de peso (Ellis ef al., 2012). No

entanto, neste estudo, embora tenha sido controlada a quantidade de alimento oferecida



18

durante o experimento, ndo foi quantificada a taxa de ingestdo alimentar do animal, de
tal modo, a perda de peso pela possivel diminuicao de ingestdo por parte dos animais
mantidos sob maiores niveis de estresse seria apenas uma especulagdo. Os resultados do
nosso estudo demonstram que a monotonia € o estressor intenso embora mantenham os
animais em diferentes niveis de estresse sdo igualmente prejudiciais ao crescimento, ao
passo que estressor moderado que mantem o animal nas mesmas condig¢oes fisioldgicas
que a monotonia exerce efeito positivo sobre o crescimento do animal.

Nao houve uma correlagdo entre os niveis de cortisol € o comportamento
agressivo perante o desafio social, assim, a motivagdo do animal ao desafio social ndo
se da pelos niveis elevados de cortisol e sim pelo efeito do tratamento ao qual estdo
sendo submetidos. Embora animais mantidos sob condi¢gdes mondtonas ou estressores
moderados ndo apresentem diferencas fisiologicas tanto na frequéncia de batimento
opercular quanto nos niveis de cortisol, podemos considera-los estressores diferentes,
uma vez que, as respostas ao estressor sao vistas no comportamento frente ao desafio
social entre esses dois tratamentos.

A analise dos confrontos agonisticos mostrou que os diferentes estressores
influenciam a prontiddo ao desafio social por parte do animal. De acordo com nosso
estudo, situagdes de monotonia exercem maiores efeitos negativos ao desafio social do
que situacdes de estressores intenso € moderado, pois, diminuem a motivagao ao desafio
social e a defesa do territorio, enquanto que estressores intensos a mantém e, estressores
moderados a aumenta.

Condi¢des de monotonia e de estressores intensos (contengdo) ndo sdo naturais
para o animal. Assim, animais que sofrem restrigdes na expressio de um
comportamento natural muitas vezes sdo levados ao estresse e frustragdo, que também
sdao prejudiciais ao seu bem-estar (Friend, 1989). Animais cativos sdo submetidos a
monotonia e muitas vezes impedidos de exercer comportamento natural da espécie, e
comecam a apresentar sinais de estresse. Temos assim, exemplos de fatores que podem
acarretar danos ao bem-estar do animal (Lundmark ez al., 2014). Além disso, ambientes
monotonos podem acarretar danos também nas relagdes sociais entre os coespecificos.
O estabelecimento da hierarquia de dominancia, durante as relagcdes sociais em
ciclideos, faz-se por meio de lutas entre coespecificos (Baerends e Baerends-Van Roon,
1950; Barlow, 2000) garantindo ao vencedor acesso prioritario a recursos do ambiente

como fémea para reprodugdo, alimento e abrigo. Desta maneira, para que obtenha
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sucesso o animal deve estar preparado e motivado para o desafio social. Em peixes, o
animal residente defende seu territorio com maior motivacao (Chellapa et al., 1999).
Em nosso estudo demonstramos que ambientes monotonos, além de ser prejudicial ao
crescimento do animal, exerce efeito negativo também sobre as interagdes sociais, mais
precisamente, diminuindo a motiva¢ao do animal a defender seu territério.

Estudos trazem o estresse cronico como o responsavel pela diminui¢ao do bem-
estar do animal (ex. Gamaro et al., 2014; Luo et al., 2014), pois animais submetidos a
estressores cronicos exibem alteragdes neuronais e deficiéncia em processos cognitivos
(Magarinos et al., 1997), atraso na maturagdo ovariana (Gennotte et al., 2012), reducao
da ingestdo de alimentos e da eficiéncia de conversao alimentar, além de reducao do
crescimento (Ellis et al., 2012). Além disso, o estresse cronico pode ter efeitos indiretos
na sobrevivéncia, pois, maes zebrafish submetidas ao distresse ddo a luz a prole com
desempenho cardiaco diminuido, podendo reduzir a sobrevivéncia dos descendentes
(Nesan e Vijayan, 2012) o que comprometeria a manuten¢do da espécie. Em nosso
estudo demonstramos que animais submetidos a condi¢des de estressor intenso, tem sua
prontiddo ao desafio social comprometida, pois, aumenta suas interagdes de baixa
intensidade quando exposto ao coespecifico. Situacdo semelhante ocorre com animais
em submetidos a monotonia que também diminuem sua disposi¢do ao desafio social.
Confrontos de alta intensidade demandam gasto elevado de energia (Ros ef al., 2006).
Sendo assim, a diminui¢do da disposi¢do do individuo sob ambiente monoétono ao
desafio social e o aumento dos confrontos considerados de baixa intensidade por parte
dos animais submetidos ao estressor intenso, pode ser uma tentativa de se evitar o gasto
desnecessario de energia uma vez que estdo sendo mantidos em situagdes estressantes
que, por si sO, requerem gasto de energia (Johnsson et al., 2006). Em contra partida,
animais mantidos sob niveis moderados de estressores, como em condi¢oes de ambiente
enriquecido, por exemplo, podem ter um significativo aumento de seu bem-estar.
Estudos demonstram que o ambiente enriquecido melhora efeitos cognitivos apds
traumatismo cranio-encefalico (Schreiber et al., 2014) e atua na plasticidade neuronal
(Hosseiny et al., 2014) em ratos, melhora o bem-estar em cordeiros quando exposto a
um ambiente novo, além de melhorar qualidade da carne aumentando o seu desempenho
produtivo (Aguayo-Ulloa ef al., 2014). Animais mantidos em condi¢des de perturbagdes
no ambiente podem apresentar uma melhora em seu desempenho, como exemplo,

melhora em fungdes cognitivas como a aprendizagem (Kotrschal e Taborsky, 2010). Por
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evocar repetidos estimulos neurais resultando em mais rapida e melhor aprendizagem
(Braithwaite e Salvanes, 2005), a exposi¢ao a estimulos no ambiente gera peixes com
reforgados tragos comportamentais que provavelmente estdo associados a uma melhor
sobrevivéncia (Braithwaite e Salvanes, 2005). Ao que tudo indica, os peixes precisam
experimentar um ambiente variavel e mutdvel para aprender e desenvolver um
comportamento flexivel (Kotrschal e Taborsky, 2010). Em nosso estudo, animais
mantidos sob estressores moderados apresentaram melhora no crescimento, além de
aumentar sua disposicdo ao desafio social diminuindo a laténcia para o ataque e
aumentando suas interagdes agonisticas em relacdo a imagem refletida no espelho. De
tal modo, ¢ possivel que os mecanismos que garantam a capacidade de lidar com as
mudangas no ambiente também atuem preparando o animal aos desafios no ambiente
social.

O estresse ¢ uma caracteristica adaptativa e o funcionamento do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal em vertebrados foi selecionado para situagdes desafiadoras
no ambiente (Schreck, 2010). Assim, se por um lado, ambientes monotonos trazem
maleficios ao comportamento natural do animal (ex. Dallaire et al., 2012), assim como
ambientes de estresse cronico (ex. Gamaro et al., 2014; Luo et al., 2014) por outro lado,
situacdes que submetam os animais a niveis adaptativos de estresse e que atenuem os
efeitos da monotonia, como por exemplo, condigdes de enriquecimento ambiental,
diminuem os comportamentos estereotipados (Meagher e Mason, 2012), melhoram a
capacidade cognitiva (Salvanes et al., 2013) e de aprendizagem (Strand et al., 2010) e,
de acordo com nosso estudo, melhora o bem-estar e prepara o animal para o desafio

social.

Conclusao

A monotonia diminui a motivagdo para a defesa do territdrio e exerce efeitos
negativos sobre o bem-estar. Estressores intensos mantém a motivagao ao desafio social
e também exercem efeitos negativos em relagdo ao bem-estar. E, por fim, estressores
moderados contribuem para a motivacdo ao desafio social e para o bem-estar na tilapia-
do-nilo. Sendo assim, manter o animal em ambientes o qual submetam o animal a niveis
moderados de estressores € em condi¢des que mais se assemelhem a condigdes naturais,
como em ambientes enriquecidos, melhora seu bem-estar € prepara o animal ao desafio

social.
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