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RESUMO

Na piscicultura, estressores como alta densidade de estocagem e elevadas
interacbes agressivas entre os individuos podem aumentar o estresse e diminuir o
bem-estar de peixes. No entanto, pesquisas direcionadas a reducdo desses efeitos
ainda séo escassas. Alguns estudos mostram que a estimulacéo tactil, semelhante a
massagem corporal, tem efeitos positivos na diminuicdo do estresse e aumento do
bem-estar, principalmente em mamiferos. Em peixes, a estimulacao tactil de curto
prazo (10 dias ou menos) reduz o estresse em um peixe de recife de coral e diminui
a agressividade em individuos isolados de tilapia-do-nilo. Alguns estudos sugerem
que a massagem a longo prazo tenha efeito cumulativo em mamiferos, porém,
efeitos prolongados precisam ser investigados em outros vertebrados para testar se
esse procedimento seria adequado para melhorar o bem-estar. Assim, testamos o
efeito da estimulacao tactil de longo prazo no bem-estar de grupos de tilapia-do-nilo,
terceira espécie mais produzida na piscicultura mundial. Essa espécie € um ciclideo
e, portanto, apresenta comportamento territorial e de hierarquia de dominéancia, os
quais sao definidos por meio de interacdes agressivas. Foi defendida a tese de que a
estimulacado tactil de longo prazo traz efeitos positivos aos parametros ligados ao
bem-estar e a produtividade em espécies agressivas. Assim, foram realizados dois
estudos para testar o efeito da estimulacédo tactil sobre a interacao social agressiva e
0 estresse e também, sobre 0 estresse e 0s parametros produtivos em diferentes
densidades de estocagem. Em ambos os estudos, um aparato formado por uma
moldura retangular de PVC, com hastes plasticas posicionadas na vertical e
contendo cerdas de silicone nas laterais, foi introduzido do centro do aquéario. Os
peixes passavam por entre as cerdas, recebendo estimulagdo tactil corporal. Um
aparato semelhante, mas sem as cerdas de silicone, funcionou como controle. No
primeiro estudo, foi testado o efeito da estimulacdo tactil de longo prazo sobre a
agressividade, o estresse e 0s parametros produtivos em grupos de tilapia-do-nilo.
Quatro machos adultos foram agrupados e mantidos por 21 dias sem acesso (7
réplicas — controle) ou com acesso (10 réplicas) a estimulacao tactil. A cada 3 dias
foram quantificadas as interagBes agressivas e numero de atravessamentos dos

animais pelo aparato. Os animais foram medidos e pesados nos dias 1, 7 e 21 e 0
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sangue foi coletado nos dias 7 e 21. Foi observado diminuicdo do estresse e menor
namero de interacdes agressivas no tratamento com estimulagéo tactil a partir do dia
10. Essa diminuicao foi mais acentuada a longo prazo (dias 19 e 21). Além disso, o
nivel de testosterona (T) aumentou ao longo do tempo nos animais mais dominantes
do tratamento com estimulagcdo tactii e ndo houve diferenca no nivel de 11-
cetotestosterona (11-KT). Foi observado, também, maior taxa de crescimento,
eficiéncia alimentar, sobrevivéncia e fator de condicdo dos animais no tratamento
com estimulacao tactil. Tanto a diminuicdo da agressividade, quanto o aumento no
crescimento foram mais evidenciados no peixe alfa. No segundo estudo, foi testado
se a estimulacgéo tactil de longo prazo reduz os efeitos negativos da alta densidade
de estocagem. Foram realizados 4 tratamentos, com 10 réplicas cada: 1) Sem
estimulacéo tactil e alta densidade (1 peixe / 0,014 m®); 2) Sem estimulagéo tactil e
baixa densidade (1 peixe / 0,028 m?); 3) Com estimulacao tactil e alta densidade (1
peixe / 0,014 m®); 4) Com estimulacéo tactil e baixa densidade (1 peixe / 0,028 m?).
Dez animais foram agrupados e mantidos, também, por 21 dias. Os animais
passaram por biometrias nos dias 1, 10 e 21 e por coleta de sangue no dia 21. Nao
houve diminuicdo no nivel de cortisol, mas a taxa de crescimento, ganho de peso,
ganho de comprimento e eficiéncia alimentar foram maiores no tratamento com
estimulacao tactil, mesmo quando em alta densidade. Essas variaveis foram ainda
maiores no tratamento com baixa densidade e estimulacéo tactil. Além disso, o fator
de condicdo aumentou no final dos 21 dias somente no tratamento com estimulacao
e baixa densidade. Com isso, podemos concluir que a estimulagdo tactil de longo
prazo apresenta efeitos positivos sobre a agressividade e os parametros de
desempenho produtivo na tilapia-do-nilo. Desse modo, pode ser usada como

ferramenta para melhorar a producédo e aumentar o bem-estar dos peixes.

Palavras-chave: agressividade, crescimento, densidade de estocagem, eficiéncia

alimentar, estresse social, fator de condicéo, rank social.
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ABSTRACT

In fish farming, stressors such as high stocking density and high aggressive
interactions between individuals can increase stress and decrease fish welfare.
However, research that aim reducing these effects are still scarce. Some studies
show that tactile stimulation, similar to body massage, has positive effects in reducing
stress and increasing welfare, especially in mammals. In fish, short-term tactile
stimulation (10 days or less) reduces stress in a coral reef fish and decreases
aggression in isolated individuals of Nile tilapia. Some studies suggest that long-term
massage has a cumulative effect in mammals, however, prolonged effects need to be
investigated in other vertebrates to test whether this procedure would be adequate to
improve welfare. Thus, we tested the effect of long-term tactile stimulation on the
welfare of groups of Nile tilapia, the third most raised species in fish farming
worldwide. This species is a cichlid and, therefore, exhibits territorial and hierarchical
dominance behavior, which is defined through aggressive interactions. The thesis
defended was that long-term tactile stimulation has positive effects on parameters
related to welfare and productivity in aggressive species. Hence, two studies were
carried out to test the effect of tactile stimulation on aggressive social interaction and
stress and also on stress and productive parameters at different stocking densities. In
both studies, an apparatus formed by a rectangular PVC frame, with plastic rods
positioned vertically and containing silicone bristles on the sides, was introduced in
the center of the aquarium. The fish passed through the bristles, receiving tactile
stimulation on its body. A similar apparatus, but without the silicone bristles, worked
as a control. In the first study, the effect of long-term tactile stimulation on aggression,
stress and parameters of productive performance in groups of Nile tilapia was tested.
Four adult males were grouped and maintained for 21 days without access (7
replicates - control) or with access (10 replicates) to tactile stimulation. Every 3 days,
aggressive interactions and the number of animals that crossed the apparatus were
quantified. The animals were measured and weighed on days 1, 7 and 21 and blood
was collected on days 7 and 21. A decrease in stress levels and fewer aggressive
interactions were observed in the treatment with tactile stimulation from the 10th day

on. This decrease was more accentuated in the long-term treatment (days 19 and

6
CAUNESP



Doutoranda Ana Carolina dos Santos Gauy Orientadora Profa. Dra. Eliane Gongalves de Freitas

21). In addition, the testosterone (T) level increased over time in the most dominant
animals on the tactile stimulation treatment and there was no difference in the level of
11-ketotestosterone (11-KT). It was also observed a higher growth rate, feed
efficiency, survival and condition factor of the animals in the treatment with tactile
stimulation. Both the decrease in aggressiveness and the increase in growth were
more evident in alpha fish. In the second study, it was tested whether long-term tactile
stimulation reduces the negative effects of high stocking density. Four treatments
were carried out, with 10 replicates each: 1) Without tactile stimulation and high
density (1 fish / 0.014 m®); 2) Without tactile stimulation and low density (1 fish / 0.028
m°®); 3) With tactile stimulation and high density (1 fish / 0.014 m?®); 4) With tactile
stimulation and low density (1 fish / 0.028 m®). Ten animals were grouped and kept,
too, for 21 days. The animals underwent biometrics on days 1, 10 and 21 and blood
collection took place on day 21. There was no decrease in the level of cortisol, but the
growth rate, weight gain, length gain and feeding efficiency were higher in the
treatment with tactile stimulation, even when in high density. These variables were
even greater in the treatment with low density and tactile stimulation. In addition, the
condition factor increased at the end of the 21 days, but only in the treatment with
stimulation and low density. By this means, we can conclude that the long-term tactile
stimulation has positive effects on the aggressiveness and in the parameters of
productive performance of Nile tilapia. Therefore, it can be used as a tool to improve

production and increase fish welfare.

Keywords: aggressiveness, condition factor, food efficiency, growth, social rank,

social stress, stocking density.
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Introducéo Geral

O bem-estar animal vem sendo cada vez mais estudado em razdo do
interesse e preocupacdo da sociedade em estabelecer a influéncia dos seres
humanos sobre as demais espécies (VOLPATO et al.,, 2009), uma vez que 0s
animais estdo cada vez mais presentes na producao de alimentos e como animais de
estimacdo (WEBSTER, 2016). Assim como em outros animais, o bem-estar dos
peixes pode ser definido sob diferentes abordagens, as quais sdo agrupadas em trés
por Huntingford, Kadri e Jobling (2012). A abordagem baseada em funcéo, a qual
considera se as fung¢des bioldégicas do animal sdo expressas de forma adequada,
levando em consideracdo a saude e se 0 animal € capaz de se ajustar ao ambiente
artificial. A abordagem baseada em sentimento, a qual considera que 0s peixes séo
animais sencientes e pressupde que 0s animais estdo com bom bem-estar se
estiverem livres de experiéncias negativas, como sofrimento, dor, medo e fome. E a
abordagem baseada na natureza, a qual considera que 0s animais estdo com bom
bem-estar se podem expressar seu repertério comportamental como expressariam
na natureza.

O bem-estar em peixes é avaliado, principalmente, por respostas fisioldgicas,
como a variacdo do nivel de cortisol plasméatico no organismo devido a elevacéo do
estresse social (ELLIS et al., 2012; HUNTINGFORD et al., 2006; MARTINS et al.,
2012); e por respostas comportamentais, como comportamentos anormais
(HUNTINGFORD et al., 2006; MARTINS et al., 2012), estereotipados (ALMAZAN-
RUEDA; SCHRAMA; VERRETH, 2004) e alteracbes no comportamento agressivo
(BOSCOLO; MORAIS; GONCALVES-DE-FREITAS, 2011; GAUY; BOSCOLO;
GONCALVES-DE-FREITAS, 2018; MARTINS et al., 2012). O comportamento
agressivo, por exemplo, faz parte do repertério natural de véarias espécies. No
entanto, o aumento da agressividade leva ao aumento de injdrias fisicas, podendo
acarretar em morte (GREAVES; TUENE, 2001; JOHNSSON et al., 2006); e aumenta
0 gasto energético, o que pode interferir no crescimento, reproducdo e outras
atividades do animal (FERNANDES; VOLPATO, 1993). Assim, 0s niveis de

agressividade também sao utilizados como indicadores de bem-estar.
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Além das respostas comportamentais e fisiolégicas, alguns parametros de
desempenho produtivo também podem ser considerados indicadores de bem-estar.
O crescimento, por exemplo, pode ser influenciado por estressores e pode ser
reduzido pela diminuicdo do comportamento alimentar como resposta imediata ao
estresse (WENDELAAR BONGA, 1997) ou como resposta ao estresse cronico,
implicando em aumento do gasto de energia e consequente diminuicdo do
crescimento (ELLIS et al., 2012; WENDELAAR BONGA, 1997). A eficiéncia alimentar
€ outro fator que pode sofrer impacto negativo do estresse nos animais (ELLIS et al.,
2012), uma vez que ela reflete a relagéo entre alimento consumido e ganho de peso
do animal (DE VERDAL et al., 2017). Sendo assim, animais cronicamente
estressados podem ingerir alimento, porém, sem converté-lo em crescimento.
Portanto, uma boa eficiéncia alimentar pode indicar bons niveis de bem-estar. O fator
de condicao também pode indicar um bom bem-estar, ja que esta relacionado a boas
condicdes de nutricdo e saude dos peixes (ANANI; NUNOO, 2016; FROESE, 2006).
No geral, esses parametros sao indicadores de gasto energético, salde e bem-estar,
porém, somente um desses indicadores pode nao ser suficiente para distinguir os
diferentes niveis de bem-estar do animal (HUNTINGFORD; KADRI, 2014; SOPINKA
et al., 2016).

Grande parte do aumento dos trabalhos em bem-estar animal voltado aos
peixes ocorreu devido a expansdo da aquicultura no mundo, gerando maior interesse
publico e cientifico na area (ASHLEY, 2007; MARTINS et al.,, 2012). Nesses
ambientes de criagdo, existem alguns estressores para 0S animais, como por
exemplo, as interacfes agressivas entre os peixes (HUNTINGFORD et al., 2006), as
quais vao causar injurias e estresse social nos individuos (JOHNSSON et al., 2006);
e a alta densidade de estocagem, a qual vai influenciar a qualidade da agua e as
interacbes sociais entre os animais (ELLIS et al., 2002). O contato continuo com
esses estressores pode causar prejuizos ao bem-estar dos peixes, uma vez que séo
dificeis de serem evitados nessa pratica. Portanto, alternativas que reduzam esses
efeitos negativos, tornam-se necessérias para melhorar o bem-estar na piscicultura
(GONCALVES-DE-FREITAS et al., 2019).
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A estimulacao tactil, em forma de massagem ou toques, é uma alternativa que
vem sendo usada para melhorar o bem-estar dos animais e vem se mostrando
eficiente. Em mamiferos, por exemplo, diminui o estresse (FIELD et al., 2005; IM;
KIM, 2009; PROBST et al., 2012) e a agressividade (WEI et al., 2013) e aumenta 0s
niveis de serotonina (FIELD et al., 2005) e o peso corporal (WEI et al., 2013). Em
peixes, Soares et al. (2011) demonstraram que a estimulacdo tactil diminui o
estresse em peixes recifais, onde um peixe cliente (Ctenochaetus striatus) tem seus
ectoparasitas removidos por outra espécie de peixe (Labroides dimidiatus), que
fornece a estimulacao tactil com as nadadeiras sobre o corpo do cliente, ao mesmo
tempo que remove o0s parasitos. Essa resposta positiva encontrada para essa
espécie de peixe pode estar associada ao repertdrio natural desses animais, 0s
quais possuem a interacdo cliente-limpador como comportamento natural
(GRUTTER, 1995). Da mesma forma que os mamiferos, que possuem contato fisico
positivo nas interagbes mée-filhote e em situagdes de limpeza corporal (DUNBAR,
2010). Porém, algumas estimulacdes tacteis podem ser danosas para 0s animais,
por exemplo, as provenientes de lutas (que podem causar lesdes e dor). Nesse caso,
pode ser que a estimulacdo tactil positiva tenha um significado diferente para as
espécies que possuem lutas como parte do seu comportamento natural. Um exemplo
€ a tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus), que € uma espécie de ciclideo muito
importante para a aquicultura mundial e apresenta organizacdo em um sistema social
hierarquico, definindo a posicdo na hierarquia de dominancia por meio de confrontos
agressivos (ALVARENGA; VOLPATO, 1995; CARVALHO; GONCALVES-DE-
FREITAS, 2008). Foi demonstrado por Bolognesi, Gauy e Goncalves-de-Freitas
(2019) que a estimulacéo tactil diminui 0 nimero de comportamentos agressivos em

machos isolados dessa espécie territorial, mas ndo diminui os niveis de cortisol.

Esses efeitos positivos relatados na literatura com peixes séo provenientes de
estimulacdo tactil de curto prazo (até 10 dias) e nada se sabe em prazos mais
prolongados. Porém, existem alguns estudos mostrando que a estimulacdo tactil de
longo prazo melhora o sistema imune (CHARNETSKI; RIGGERS; BRENNAN, 2004;
FIELD, 1995), diminui o medo (SILVA et al., 2017) e a agressividade (VON
KNORRING et al.,, 2008) em mamiferos. Assim, o tempo em contato com a

10
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estimulacao tactil, utilizado por Bolognesi, Gauy e Goncalves-de-Freitas (2019), pode
nao ter sido suficiente para observar diminuigcdo do cortisol na tildpia-do-nilo. Dessa
forma, € importante saber se os efeitos da estimulacdo tactil encontrados para essa
espécie se mantem e/ou se potencializam a longo prazo e em animais agrupados,
uma vez que esses animais sao criados, na producgéo de corte, em altas densidades
e por periodos mais prolongados. Com isso, o objetivo desta tese foi testar o efeito
da estimulacéo tactil de longo prazo sobre o bem-estar da tilapia-do-nilo. Levantamos
a hipotese de que os animais em contato com a estimulacéo tactil de longo prazo
apresentam respostas positivas em indicadores de bem-estar (diminuicdo do
estresse e agressividade e aumento no crescimento, eficiéncia alimentar e fator de
condicdo), mesmo em condicdes estressantes, como a alta densidade populacional.

Para testar nossa hipétese, desenvolvemos dois estudos:

1. ‘Estimulacdo tactii de longo prazo diminui agressividade e aumenta
desempenho produtivo em grupos de tilapia-do-nilo”, cujo objetivo foi testar se a
estimulacao tactil de longo prazo melhora o bem-estar, reduzindo a agressividade e
0s niveis de cortisol associados ao estresse social em grupos de machos de tilapia-
do-nilo. Se a estimulacéo tactil de longo prazo reduzir a agressividade, esperamos
encontrar associacdo desse efeito com indicadores de bem-estar e, portanto,
reducdo do cortisol e aumento dos parametros de desempenho produtivo. Além
disso, as interacdes agressivas em peixes sdo seguidas por variagcdes nos niveis de
andrégenos (OLIVEIRA et al., 2002). Os niveis de testosterona (T) e 11-
cetotestosterona (11-KT) tendem a aumentar quando as interacbes agressivas
aumentam ou quando a hierarquia de dominancia € instavel (WINGFIELD et al.,
1990; ALMEIDA et al., 2014). Assim esperamos, também, uma variacdo nos niveis

de androgenos de acordo com a interacao agressiva.

2. “Estimulacao tactil de longo prazo diminui efeitos negativos da alta densidade
de estocagem e aumenta desempenho produtivo na tilapia-do-nilo”, cujo objetivo foi
testar se a estimulacdo tactil de longo prazo reduz os efeitos negativos da alta
densidade de estocagem. Esperamos reducdo do estresse associado ao aumento
dos parametros de desempenho produtivo (crescimento, eficiéncia alimentar e fator

de  condicao) nos tratamentos com estimulacdo  tactil  corporal.
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