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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Este trabalho contribui para o estudo do comportamento de peixes,
apresentando novas descobertas acerca da estimulacdo téctil corporal e seus
mecanismos comportamentais e fisiologicos. Além disso, o primeiro estudo contribui
com uma nova perspectiva sobre o estudo da agressividade, sugerindo o
apaziguamento como um fator igualmente importante nesse contexto. O segundo
estudo, por sua vez, apresenta uma nova contribuicdo para o entendimento do
funcionamento fisiolégico da estimulagéo tactil em peixes. De uma maneira geral, 0s
resultados desse estudo contribuem para uma compreensdo mais ampla acerca da
adaptacao e evolucdo dos mecanismos sensoriais em vertebrados. O trabalho possui
grande potencial de aplicagdo na aquicultura, sugerindo que a estimulagéo tactil
artificial pode ser uma estratégia eficaz de enriquecimento sensorial para melhorar as
condicGes de criacdo ao promover o bem-estar animal, reduzindo o estresse dos

peixes e otimizando a produtividade da aquicultura.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This work contributes to the study of fish behavior by providing new insights into
tactile body stimulation and its behavioral and physiological mechanisms. In addition,
the first study brings a new perspective to the study of aggression, suggesting that
appeasement is equally important in this context. The second study provides a new
contribution to the understanding of the physiological function of tactile stimulation in
fish. Overall, the results of this study contribute to a broader understanding of the
adaptation and evolution of sensory mechanisms in vertebrates. The work has great
potential for application in aquaculture, suggesting that artificial tactile stimulation may
be an effective sensory enrichment strategy to improve rearing conditions by promoting

animal welfare, reducing fish stress and optimizing aquaculture productivity.
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RESUMO

A estimulagdo tactil corporal (ET), semelhante a toques e massagens
terapéuticas, € um tipo de enriquecimento sensorial que melhora o bem-estar de
peixes reduzindo a agressividade e o estresse, e aumentando o crescimento. Esses
efeitos sdo importantes em espécies territoriais, como Geophagus iporangensis e
Sparus aurata, nas quais a agressividade compde o comportamento natural, mas
pode ser intensificada em niveis ndo-adaptativos quando em condi¢c6es de criagdo
artificial. Esta dissertacdo objetivou explorar mecanismos comportamentais e
fisioldgicos associados a ET em peixes. A ET foi realizada artificialmente através de
um aparato formado por uma moldura de PVC, preenchida por hastes plasticas
contendo cerdas de silicone nas laterais, posicionado centralmente no aquério. Os
peixes recebiam ET ao passarem entre as cerdas. Em um primeiro estudo, testamos
o efeito da ET sobre o comportamento de apaziguamento em G. iporangensis. Nas
lutas, o nivel de agressividade depende do comportamento do dominante e de
comportamentos de apaziguamento do submisso. Portanto, 0 apaziguamento tem
sido associado a um sinal de submisséo que deve reduzir a probabilidade de agresséo
de outros individuos, como mudancas na coloracdo corporal e postura. Os animais
permaneceram por 21 dias em um tratamento com estimulagdo ou em um controle,
sem as cerdas de silicone (n=15 em cada tratamento). Posteriormente, cada individuo
foi pareado com outro para observacgéo de lutas e quantificacdo do apaziguamento.
Apoés as lutas, foi realizada coleta de sangue para avaliacdo do cortisol plasmaético
(indicador de estresse). Os comportamentos de submissdo sédo estados, portanto
utilizamos registro intervalar de 15s em 30min de gravagédo, resultando em 12
intervalos, com score de 0,0 a 1,0. Ademais, utilizamos um score cumulativo (0,0 a
9,0), ja que as unidades de comportamento de submissdo podem ocorrer
simultaneamente. Nao encontramos diferencas em cada unidade isolada. Porém,
constatamos que individuos que receberam ET aumentaram significativamente o
score de apaziguamento cumulativo no final da luta, aumentando, portanto, 0s sinais
de apaziguamento. Ndo encontramos diferencas nos niveis de cortisol entre os
tratamentos, mas encontramos correlagéo negativa entre cortisol e atravessamentos
pelas cerdas de silicone, indicando uma tendéncia da ET em reduzir o estresse nesses
animais. Em um segundo estudo, testamos a possivel modulacdo da ET pela

dopamina em S. aurata, jA que um provavel mecanismo para os efeitos da ET em



mamiferos envolve as vias dopaminérgicas de recompensa. Grupos de quatro peixes
permaneceram em ET por 7 dias e, depois, foram destinados a um dos trés
tratamentos do estudo (n=12 cada): injecbes intramusculares de agonista D1,
antagonista D1 ou salina. Depois, os grupos foram reinseridos no aquério contendo,
dessa vez, um estimulador com 50% cerdas e 50% sem cerdas, para analisar a
escolha dos individuos pela ET. Constatamos que individuos tratados com
antagonista D1 apresentaram maior frequéncia relativa da escolha pela ET que os
demais tratamentos. Esses resultados mostram que a ET é modulada pela dopamina,
como nos mamiferos, geralmente associado a recompensa. Em geral, sugerimos que
a ET afeta o comportamento dos peixes por varios mecanismos e, embora sejam
necessarias mais investigacdes, é um tipo de enriquecimento ambiental que melhora

0 bem-estar dos peixes.

Palavras—chave: Bem-estar. Dopamina. Enriquecimento sensorial. Estresse social.

Submissao.



ABSTRACT

Tactile body stimulation (TS), similar to therapeutic massage and touch, has
been shown to improve fish welfare by reducing aggression and stress and increasing
growth rate. These effects are important for territorial species such as Geophagus
iporangensis and Sparus aurata, in which aggression is part of natural behavior but
can be increased to non-adaptive levels under artificial rearing conditions. The aim of
this thesis was to investigate some of the behavioral and physiological mechanisms
associated with TS in fish. TS was artificially induced using an apparatus made of a
PVC frame filled with plastic sticks, sided with silicone bristles, and positioned in the
center of the aquarium. The fish receive TS by passing through the bristles. In the first
study, we tested the effect of TS on the appeasement behavior of G. iporangensis. In
fights, the level of aggression depends on both, the dominant’s behavior as well as the
subordinate’s appeasement behavior. In this sense, appeasement is associated with
signs of submission that should reduce the likelihood of aggression from other
individuals, such as changes in body color and posture. The animals remained
individually in a stimulation treatment or in a control one, without the silicone bristles,
for 21 days (n=15 each treatment). Each individual was then paired with another one
to observe fights and quantify appeasement. After the fights, blood was taken to
measure plasma cortisol (an indicator of stress). As subordination is a state, we used
time sampling with 15 s interval in 30 min recording, resulting in a behavioral score.
We found that individuals who received TS significantly increased subordinate score
at the end of the fight, therefore increasing appeasement behavior. We did not find any
differences in cortisol levels between the two treatments. However, we found a
negative correlation between cortisol and crossings through the bristles, indicating a
tendency for TS to reduce stress in these animals. In a second study, we tested the
potential modulation of TS by dopamine in S. aurata, since a likely mechanism for the
effects of TS in mammals involves dopaminergic reward pathways. Groups of four fish
fish remained under TS for 7 days and then were assigned to one out of the three
treatments (n=12 each): intramuscular injections of D1 agonist, D1 antagonist or
saline. After that, the groups were returned to the aquarium, this time containing an
apparatus with 50% bristles and 50% without ones, to analyze the individuals' choice
for TS. We found that individuals treated with antagonist D1 had a higher relative

frequency of choosing TS than the other treatments. These results show that TS is



modulated by DA like mammals, which are usually associated with reward. Overall, we
suggest that TS affects fish behavior by several mechanisms and, although more

investigations are needed, it is a type of environmental enrichment that improves fish

welfare.

Keywords: Welfare. Dopamine. Sensorial enrichment. Social stress. Submission.
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1 INTRODUCAO

A estimulacéo tactil corporal € uma experiéncia sensorial positiva decorrente
do contato fisico entre dois ou mais individuos, ou por meio de aparatos artificiais
(Bolognesi et al.,, 2019). Em humanos, por exemplo, a experiéncia positiva de
massagens terapéuticas tem sido explorada sob o contexto da saude e do bem-estar.
Estudos mostram que as massagens contribuem para a diminui¢cao da intensidade da
dor e da ansiedade em pacientes com cancer (Jane et al., 2009) e do estresse em
individuos com disturbios alimentares, depresséo e doencas autoimunes (Field et al.,
2005). Além disso, também foi demonstrado que o contato fisico proporcionado pelo
parceiro romantico antes de um estressor reduz o estresse em mulheres,
demonstrado pela subsequente reducao de cortisol e da frequéncia cardiaca (Ditzen
et al., 2007).

A estimulacéo tactil também tem sido estudada como fortalecedora de vinculos
em grupos sociais. Em primatas, o ato de remover parasitos e residuos de vegetacao
dos pelos de outro individuo, conhecido como grooming, se caracteriza como uma
atividade cuja funcéo se associa a higiene e ao vinculo social (Dunbar, 2010). Dentro
desses grupos sociais, as relagdes monogamicas entre pares envolvem uma grande
demanda cognitiva, exigindo sincronizacdo comportamental, compromisso e
coordenacao (Dunbar, 2010). Nesse sentido, 0 grooming atua como um mecanismo
que facilta a manutencdo dessas relacbes ao proporcionar um ambiente
psicofarmacologico (Keverne, Martensz e Tuite, 1989) que aumenta o
comprometimento com o relacionamento (Dunbar, 2010). Além disso, o grooming
também se associa com uma diminuicdo do estresse nesses animais (Shutt et al.,
2007). Dessa forma, a estimulacdo tactil fornecida pelo grooming exerce um papel
importante ndo s6 na promog¢do do bem-estar, como na formacéo e manutencéo dos

vinculos sociais.

A estimulagdo tactil tem funcdo e efeitos semelhantes em mamiferos néo
primatas e, por fazer parte do repertdrio comportamental natural dos animais, tem sido
utilizada no contexto do bem-estar. Estudos mostram que o toque proporcionado por
cuidadores diminui a frequéncia cardiaca em vacas (Schmied et al., 2010) e cordeiros
(Coulon et al., 2015). Em adicéo, esse tipo de estimulacdo tem sido relacionado a

diminuicdo de comportamentos associados ao estresse em diferentes contextos de
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criacdo, como em suinos (Tallet et al., 2014), bovinos (Probst et al., 2013), cordeiros
(Coulon et al., 2015) e vacas (Schmied et al., 2010). Dessa forma, a estimulagao tactil
se revela como um elemento fundamental para a promocéao do bem-estar de humanos

e animais nao-humanos.

Na natureza, mesmo com corpo relativamente rigido e auséncia de membros,
0S peixes se revelam como um exemplo de estimulacéo tactil positiva que ocorre nos
oceanos (Bshary e Wiirth, 2001). O estudo desse estimulo em peixes se iniciou a partir
de uma interagdo mutualistica que ocorre nos recifes de coral com o peixe-limpador
Labroides dimidiatus (Bshary e Wurth, 2001). Essa espécie se alimenta dos parasitos
presentes na superficie corporal de peixes-clientes, frequentemente tocando as areas
das nadadeiras dorsais dos clientes com suas nadadeiras pélvicas e peitorais (Bshary
e Wurth, 2001). Os peixes clientes, por sua vez, se beneficiam ndo sé dessa remocao
dos parasitos, como também da estimulacéo tactil proporcionada pelo toque limpador
(Bshary e Wirth, 2001). Estudos subsequentes revelaram que esta estimulacao
também contribui para diminuir o estresse em uma espécie de cliente, Ctenochaetus
striatus (Soares et al., 2011). Com base nessas observacdes sobre 0s efeitos positivos
da estimulacao tactil natural em peixes, outros estudos buscaram testar se esse efeito
também se reproduzia no contexto da piscicultura (Bolognesi et al., 2019; Gauy et al.,
2022; Gauy et al., 2023). A tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus (L.), € uma espécie
de ciclideo amplamente utilizada na aquicultura e que apresenta hierarquia de
dominéncia territorial (Goncalves-de-Freitas et al., 2019). Nessa espécie, a
estimulacao tactil artificial, realizada por meio de um aparato com cerdas de silicone,
reduz a agressividade (Bolognesi et al., 2019), aumenta a taxa de crescimento (Gauy
et al., 2022) e diminui os efeitos da alta densidade de estocagem sobre o
comportamento e o desempenho produtivo (Gauy et al.,, 2023). Esses resultados
demonstram o potencial da estimulagéo téactil, tanto natural quanto artificial, para
melhorar o bem-estar e o0 desempenho produtivo dos peixes. Contudo, 0s
mecanismos fisioldgicos e comportamentais envolvidos na resposta dos peixes a esse

estimulo sdo pouco conhecidos.

As interacdes agressivas fazem parte do comportamento social dos ciclideos e
ocorrem principalmente durante o estabelecimento das hierarquias sociais (Satoh et
al., 2019). Apos a definicdo da posicao social, a frequéncia de lutas intensas reduz e

as sinalizacdes (i.e., displays) aumentam. Dominantes e submissos geralmente
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comunicam sua posicado social por meio de mudancgas na postura e na coloracao
corporal (Barlow, 2000) e mediante comunicacéo quimica (Keller-Costa et al., 2015)
que culminam na reducado das lutas fisicas diretas. Assim, o valor adaptativo de tal
hierarquia social é reduzir os efeitos prejudiciais da competi¢do, organizando o0 acesso
aos recursos ambientais e reduzindo os custos de lutas prolongadas, tais como:
intenso gasto energético, lesbes corporais e estresse social para os competidores

(Goncgalves-de-Freitas et al., 2019).

Durante o estabelecimento e manutencgdo da hierarquia de dominancia, além
da comunicacédo da posi¢ao social, os individuos podem sinalizar a sua motivacao
agressiva, 0 que contribui para estabilizar essa hierarquia e promover a convivéncia
em grupo (Frommen, 2020). Os peixes submissos podem comunicar sua reduzida
motivacdo para escalonar uma luta contra um individuo dominante ou com maior
habilidade de luta (Petit, 2010). Nesse sentido, 0 comportamento de apaziguamento
tem sido associado com um sinal de submissao, o qual deve reduzir a probabilidade
de agressdo de outros individuos (Ruberto et al., 2020). Essa comunicacdo que
proporciona o apaziguamento traz beneficios para ambos os peixes envolvidos nas
lutas, uma vez que as interacGes agressivas requerem alto custo energético para 0s
individuos (Copeland et al., 2011). Alguns sinais de submissdo em peixes que
promovem o0 comportamento de apaziguamento conhecidos na literatura sao
sinalizacdes com a cabeca apontada para cima (Ruberto et al., 2020), escurecimento
da iris (Miyai et al., 2011) e mudancas na coloragéo corporal (Barlow, 2000). Contudo,
na literatura, o apaziguamento € pouco investigado, quando comparado aos estudos
com individuos dominantes no contexto da agressividade e resolucéo de lutas. Dessa
forma, em um primeiro estudo, testamos a hipdtese de que a estimulacéo tactil, a qual
ja demonstra efeitos na agressividade de peixes, atua no comportamento de
apaziguamento de um ciclideo neotropical, Geophagus iporangensis. Nossa predicéo
era que individuos que receberam esse tipo de estimulo exibiriam um apaziguamento
mais intenso em disputas por hierarquia social, quando comparado a individuos sem
a estimulacéo. A espécie escolhida se utiliza do escurecimento da iris como sinal de
submissao para promover o apaziguamento (Miyai et al., 2011), contribuindo para sua

escolha como o0 modelo do primeiro estudo.

A acdo da estimulacdo tactil nos peixes se da pela despolarizacdo de

mecanorreceptores, 0s quais se distribuem pelas nadadeiras, linha lateral e outras
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regides da pele desses animais (Devitsina et al., 2020). O toque induz a
despolarizacdo de mecanorreceptores ascendentes, desencadeando um potencial de
acdo que atinge as regides encefalicas do sistema nervoso central através de vias
modulatérias da medula espinhal (Lloyd, 2015). Entretanto, pouco se conhece acerca
dos mecanismos fisioldgicos associados aos efeitos da estimulacao tactil em peixes.
Considerando que o sistema nervoso central possui fun¢des conservadas em peixes
e mamiferos, é possivel que vias dopaminérgicas estejam envolvidas com estes

mecanismos da mesma forma que ocorre em mamiferos (Field et al., 2005).

A relacdo entre o estimulo tactil e a dopamina (DA) foi observada em ratos
(Maruyama et al.,, 2012). Nesse estudo, Maruyama e colaboradores (2012)
demonstraram que a estimulacao tactil positiva aplicada a pele de ratos aumenta a
liberac@o de DA no nucleo accumbens de individuos conscientes e anestesiados. No
caso do peixe limpador L. dimidiatus, manipulac@es feitas no sistema DA revelaram
algumas mudancas comportamentais (Messias et al., 2016). O tratamento com
antagonistas dos receptores do tipo D1 e D2 fez com que os limpadores interagissem
mais, mas buscassem menos alimento, resultando no fornecimento quase exclusivo
de estimulacdo tatil aos clientes (Messias et al., 2016). No estudo de Abreu e
colaboradores (2018), em peixes expostos a um limpador, foi observado uma maior
guantidade de DA no prosencéfalo, bem como uma maior quantidade de seu principal
metabolito oxidativo, DOPAC, no tronco cerebral, em comparacdo com aqueles
expostos a coespecificos. Dessa forma, um provavel mecanismo da estimulacéo tactil
envolve as vias dopaminérgicas do cérebro como, por exemplo, as vias cerebrais de
recompensa. A dopamina e o cortisol parecem ser, portanto, parte do mecanismo
fisioldgico associado ao estresse e estimulo tactil (Field et al., 2005; Ellis et al., 2012;
Abreu et al., 2018; Messias et al., 2016; Maruyama et al., 2012).

O cortisol € um horménio liberado na corrente sanguinea pelas células
interrenais em peixes. Altos niveis de cortisol sanguineo tém sido associados com
situacdes estressantes, do mesmo modo que massagens terapéuticas se mostraram
efetivas em reduzir esses indices sanguineos (Field et al., 2005). A reducéao do
estresse, por sua vez, esta associada a diminuigdo da atividade do eixo hipotalamo-
hipéfise-adrenal, evidenciada por menores niveis circulantes de glicocorticoides, como
o cortisol (DeVries, Glasper e Detillion, 2003). Além disso, o cortisol também tem sido

associado com a agressividade, com altos niveis desse horménio se relacionando
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com comportamentos de submissao (Ellis et al., 2012). A dopamina, por outro lado,
apresenta efeitos associados com a reducéo do estresse, a medida em que seus
niveis permanecem elevados, sendo que baixos niveis desse neurotransmissor se
associam com sintomas depressivos em diversos taxons (Field et al., 2005). A DA
esta envolvida na avaliacdo da recompensa e do risco, no reforco do comportamento
(Heimovics et al., 2009; Berridge e Robinson, 1998) e nas respostas antecipatorias a
estimulos associados a recompensa (Heimovics et al., 2009), uma vez que a sua
liberagdo indica o resultado de uma ag&o como atraente ou aversiva (Salomone e
Correa, 2021; Schultz, 1998). A partir disso, para testar se as vias dopaminérgicas
modulam a estimulacao tactil em peixes de maneira semelhante ao que ocorre para
mamiferos, elaboramos o segundo estudo desse trabalho. Nossa predicdo era que se
a estimulacao tactil fosse processada com valéncia positiva, a mesma seria modulada
por alteracdes exdgenas nos niveis de DA. Assim, o bloqueio dos niveis endégenos
funcionaria como uma omissdo da recompensa, levando a uma compensacao
comportamental caracterizada pela procura do estimulador. Em contrapartida, o
aumento dos niveis de DA teria o efeito oposto. Para este segundo estudo, utilizamos
machos de Sparus aurata, uma espécie de grande importancia para a aquicultura da

regido do mar Mediterraneo (Basurco, Lovatelli e Garcia, 2011).

No contexto da aquicultura, o enriquecimento ambiental (EA) tem sido definido
como estimulos (motores ou sensoriais) adicionados ao ambiente, que aumentam a
complexidade do habitat e contribuem no atendimento das necessidades fisioldgicas,
comportamentais e psicolégicas dos peixes (Arechavala-Lopez et al., 2019, 2022).
Nesse sentido, o EA se revela como uma importante ferramenta para melhorar o bem-
estar dos peixes, englobando as trés abordagens que definem o bem-estar animal em
termos de funcionamento biolégico adequado (Huntingford, Kadri e Jobling, 2012):
funcional, natural e emocional (Arechavala-Lopez et al., 2022; Naslund e Johnsson,
2016). Alguns exemplos de enriquecimento fisico sdo estruturas (abrigos, rochas,
plantas artificiais), mudancas no substrato e a combinacdo de ambos (Arechavala-
Lopez et al., 2022). A adicéo de fibras vegetais, por exemplo, diminuiu a agressao e
as injarias corporais em S. aurata (Arechavala-Lopez et al., 2019). O enriquecimento
fisico também diminuiu a frequéncia de interacbes agressivas em Geophagus
brasiliensis (Kadry e Barreto, 2010). Exemplos de enriquecimento sensorial sao

estimulos visuais (intensidades de luzes, cores das paredes do aquario), acusticos
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(sons e musica), quimicos (feromonios e pistas quimicas) e tacteis (Arechavala-Lopez
et al., 2022). Nesse sentido, a estimulacéo tactil artificial pode funcionar como um
enriquecimento sensorial que reduz a agressividade, diminuindo o estresse social e 0
gasto de energia com lutas. Os efeitos de enriquecimento sensorial tém sido
considerados relevantes para o bem estar de peixes. Contudo, a estimulagéo tactil é
utilizada majoritariamente em estudos com mamiferos, de maneira que apenas trés
grupos de pesquisa do mundo tém se dedicado a esse tema em peixes, sendo um
deles 0 nosso grupo de pesquisa. Nesse estudo, nds exploramos alguns mecanismos
comportamentais e fisioldgicos associados a estimulacao tactil em duas espécies de
peixes, G. iporangensis e S. aurata. Esse estudo foi inovador, uma vez que pouco se
conhece acerca dos mecanismos comportamentais e fisioldgicos envolvidos com esse

tipo de enriquecimento sensorial em peixes.
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4 CONCLUSAO

No presente estudo, demonstramos que um dos mecanismos pelos quais a
estimulacdo tactil afeta a agressividade de G. iporangensis é aumentando o
apaziguamento dos individuos. Além disso, vimos que esse estimulo se associa as
vias de recompensa dopaminérgicas em S. aurata, revelando que os animais recorrem
a ET como uma forma de compensacédo e/ou atribuicdo de valéncia positiva a esse
tipo de enriquecimento. Ambos os estudos foram conduzidos com um estimulador
tactil artificial, revelando que esse tipo de enriquecimento sensorial € eficaz em
promover o bem-estar dessas espécies, mesmo fora do contexto de seus habitats
naturais. Dessa forma, a estimulacao tactil artificial se revela como uma poderosa
ferramenta de bem-estar em peixes, especialmente em ambientes de criacdo artificial

como a aquicultura e o aquarismo.

Mesmo através de um estimulo artificial, ambas as espécies demonstraram
respostas comportamentais e fisiolégicas ao estimulo tactil. Assim, sob o ponto de
vista adaptativo, podemos dizer que essas espécies possuem um arcabouco
fisioldgico necessario para responder a estimulacao tactil. Certamente, as espécies
escolhidas nesse trabalho experienciam situacfes no seu ambiente natural nas quais
ocorre a estimulacao tactil. Dessa forma, devido a escassez de pesquisas ha literatura,
mais pesquisas se mostram necessarias para investigar os efeitos do estimulo tactil
em outras espécies de teledsteos. Estudos futuros podem envolver a identificacdo dos
circuitos neuronais envolvidos na recompensa associada ao estimulo tactil. Além
disso, outras vias de recompensa, como o0 sistema opioide (Nummenmaa et al., 2016;
Fields e Margolis, 2015), podem ser exploradas em relacdo a estimulacao tactil em

peixes.
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