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CONSIDERACOES INICIAIS

A Tilapia

Entre as diversas espécies dos géneros Oreochromis a tilapia compdem o grupo
de peixes que mais cresce em comercializacdo mundial, especialmente pelo aumento
da sua producdo na China e em outros paises em desenvolvimento, como o Brasil. S&o
espécies nativas da Africa, Israel e Jordania, se espalhando pelo mundo nos dltimos 50
anos e, hoje, produzidas em mais de 100 paises, nos mais diversos climas, sistemas de
producéo e salinidades de agua (HEMPEL, 2002).

Segundo Likogwe et al. (1996), a tilapia-do-Nilo Oreochromis niloticus
especie € uma das espécies mais conhecidas dentro da espécie. Apresenta
adaptabilidade a condicdes adversas, tendo grande importancia para a aquicultura. E
uma espécie tropical cuja temperatura ideal de desenvolvimento varia entre 25 e 30
°C, tendo seu crescimento afetado com temperatura de 15 °C e ndo resistindo a
temperaturas por volta de 9 °C (Cyrino e Conte , 2006).

Em relacdo a qualidade da carne, esta é saborosa e contém baixo teor de
gordura no filé (0,9%) e baixa caloria (117 kcal/100g). O rendimento de filé é ao redor
de 35 a 40%, e este é ausente de mioceptos (espinhos em forma de “Y”), o que a torna
apropriada para industrializacdo (CYRINO e CONTE, 2006).

Apesar de compor um grupo com mais de 70 espécies de dois géneros (Tilapia
e Oreochromis), segundo a FAO (2007), 80% das tilapias produzidas no mundo sao
acinzentadas “nil6ticas” ou do “Nilo”.

A tilapia foi introduzida no Brasil em 1971, pelo Departamento de Obras
contra Seca (DNOCS), com o objetivo de povoar de alevinos os reservatorios publicos
da regido Nordeste (NOGUEIRA, 2007). O que prejudicou o desenvolvimento da
atividade na época, foi a deficiéncia de conhecimentos técnicos.

Com o desenvolvimento cientifico, difusdo das técnicas de cultivo e
aperfeicoamento da metodologia de inversdo sexual, a tilapicultura ganhou impulso e
desenvolvimento no Brasil na década de noventa, sendo o estado do Parana
considerado o maior produtor até meados de 2003, quando foi ultrapassado pelo
estado do Ceara (FAO, 2007).



No Brasil, a tilapicultura segue a tendéncia mundial, com predominancia de
80% de tilapias nildticas e 20% de tilapias vermelhas. A tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus), a tilapia mossambica (Oreochromis mossambicus) e a tilapia azul
(Oreochromis aureus), sdo as que atingiram maior destaque (FAO, 2007).

Devido as mais diversas pesquisas nas areas de melhoramento genético,
nutricdo e reproducdo, bem como a grande aceitacdo da carne pelo mercado
consumidor, o cultivo de tilapias se tornou hoje uma das principais atividades
aquicolas do Brasil.

Os ciclos reprodutivos dessas espécies sdo relativamente curtos, com varias
desovas anuais, exigindo do organismo altas taxas metabdlicas para formacdo dos
ovocitos. Apesar das tilapias apresentarem fecundidade baixa, quando comparada as
espécies de reproducdo sincronica, é altamente prolifera, e desde que manejada
adequadamente sdo obtidas altas taxas de sobrevivéncia larval (COWARD e
BROMAGE, 1999).

COMPORTAMENTO

Hierarquia de Dominancia

Dentre a cadeia dos animais vertebrados, o0s peixes sdo considerados
organismos experimentais que oferecem sistemas de excelente modelo para estudos
sobre interagfes sociais. Em tais interagdes, os peixes lutam agressivamente até a
defini¢do hierarquica, sendo considerados dominantes os que tém prioridade sobre 0s
outros animais, e subordinados aos que tem acesso limitado aos recursos, tais como:
alimentos, parceiros para acasalamento, abrigo e territério, entre outros (JOHNSSON
etal., 2001).

Em criagdes de algumas espécies de peixes pode-se observar uma clara relacdo
hierdrquica, que pode proporcionar um crescimento desigual entre a ninhada. Tal
fendbmeno foi observado por Volpato et al. (1989) para tilapia. E descrito na literatura
pelo termo crescimento heterogéneo (CHet) podendo ser influenciado por fatores

genéticos e populacionais.



Essa variabilidade de crescimento decorre principalmente na maioria dos
individuos no grupo, reduzindo a biomassa dos individuos. Além desse reflexo para a
piscicultura, pode também produzir muitos peixes com peso abaixo do ideal de
comercializacdo (VOLPATO e FERNANDES, 1994).

Dentre as hipoteses levantadas para explicar o (CHet) destacam-se fatores
quimicos, diferenca de metabolismo, competicdo alimentar e processos digestorios,
muitos deles decorrentes do estresse social. A explicagdo mais citada para o
crescimento heterogéneo é a competicdo alimentar, que pode ser estabelecida em
decorréncia do fornecimento insuficiente de alimento para um conjunto de animais, ou
guando um individuo dominante monopoliza a dieta inibindo o0 acesso dos submissos a
mesma (JOBLING, 1982).

Os padroes de consumo alimentar entre individuos em grupos ¢é influenciada
por uma variedade de fatores intrinsecos e extrinsecos, tais como espécies de peixes,
linhagens, classificacdo, a experiéncia, o tamanho, o numero de concorrentes e
disponibilidade de alimentos (FORRESTER, 1991; McCARTHY et al., 1993;
SLOMAN e ARMSTRONG, 2002).

Collér e Brown (2011) utilizaram trutas (Oncorhynchus mykiss) machos como
espéecie modelo para estudo comportamental, evidenciando uma variedade de tragos de
personalidade, onde os peixes dominantes eram mais agressivos, ativos, arrojados e
também significativamente maiores que o0s peixes subordinados. Além disso,
verificaram forte correlacdo entre os niveis de atividade e ousadia, sugerindo que a
selecdo pode agir sobre um conjunto de caracteristicas em sindromes
comportamentais.

Segundo Ricci et al. (2013) em estudos com Zebrafish o comportamento
agonistico entre animais (dominantes/submissos) foi relacionado com as
caracteristicas fenotipicas e influéncias ambientais moldando a expressao
comportamental destes.

A importancia do comportamento agonistico também é evidente nas espécies
de peixes da Familia Cichlidae cuja organizacdo social é baseada na hierarquia de
dominancia e territorialidade (BAERENDS e BAERENDS VAN ROON, 1950).



Estresse Animal

O estresse pode ser definido como o conjunto de respostas nao especificas do
organismo a situag0es que ameacam desequilibrar a sua homeostase (BARTON,
2002), sendo considerado um dos principais fatores responsaveis pela ocorréncia de
doencas e alta mortalidade na aquicultura (CONTE, 2004). Os agentes estressores em
peixes podem ser de inumeros tipos, como os de natureza fisica, (transporte,
confinamento e manuseamento) os de natureza quimica (contaminantes, baixo teor de
oxigénio ou o pH reduzido) e os percepcionados pelos animais, (a presenca de
predadores ou de coespecificos estranhos), (BARTON, 1997).

Segundo Pickering (1981), as respostas ao estresse podem ser classificadas em
priméaria (aguda), secundaria (cronica) e terciaria (cronica prolongada). A resposta
primaria envolve a ativagdo do sistema neuroendocrino, com a liberacdo das
catecolaminas e aumento da liberacéo, pelo eixo hipotalamo-hipofise-interrenal (HPI),
do horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e dos horménios ticoides.

A resposta secundéria inclui mudancas fisioldgicas em decorréncia da liberagdo
dos horménios como aumento da pressdo sanguinea, maior oxigenacao e mobilizacéo
das reservas de energia. Em decorréncia desses fatores, a resposta terciaria envolve
todo o organismo animal, sendo que o crescimento, reproducdo e sistema imune sdo
comprometidos (WEDEMEYER, 1969), conforme apresentado na Figura 1
(MAZEUAUD et al., 1977).

O estresse inibe o crescimento, diminuindo os niveis plasmaticos dos hormonios
T; e T4, em funcdo da alteracdo do estado nutricional causada pela reducdo na
guantidade de alimento ingerida, sendo também observada influéncia do cortisol neste
processo (CARNEIRO e URBINATI, 1999).

O cortisol plasmatico é o indicador de estresse mais utilizado em peixes, qualquer
que seja 0 seu estagio de desenvolvimento (WEENDELAR-BONGA, 1997). Em
concentracfes de cortisol plasmatico diferentes espécies de peixes normalmente
elevam os niveis alguns minutos apds a exposi¢do ao agente estressor agudo, atingem
0 pico e retornam a valores basais dentro de, aproximadamente, seis horas depois
(PICKERING e POTTINGER, 1989).



Tipos diversos de estressores, tais como exposicdo brusca a metais pesados,
rapidas mudancas de temperatura, manejo e confronto com predadores, podem ser
classificados como estressores agudos, 0s quais induzem a curva de cortisol
plasmatico similar (BROWN, 1993). Quando o estressor € cronico, concentragdes de
cortisol podem permanecer elevadas, embora bem abaixo dos niveis de pico
(WENDEELAR-BONGA, 1997).

O hormonio do crescimento (GH) aumenta o apetite e a eficiéncia na converséo
do alimento, porém, a secrecdo deste hormonio pela glandula pituitéria é inibida em
peixes sob condicOes de estresse (HEW, 1989).

Figura 1: Esquema dos efeitos primérios e secundarios do estresse em peixes
(MAZEAUD et al., 1977).
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Figura 1. Esquema dos efeitos primarios e secundarios do estresse em peixes

(Mazeand et al. (1977).

Estudos demonstraram que o nivel de corticosterdides em resposta ao estresse

pode variar entre peixes, mesmo dentro da mesma espécie. Assim, pode haver peixes



que respondam com nivel consideravelmente alto de cortisol, e peixes que respondam
mais discretamente, ambos apresentando desempenho similar e sendo da mesma
populacdo (WEIL et al., 2001).

Os agentes estressores podem possuir diferentes intensidades, a exposicao
moderada a estes podem produzir nos peixes respostas adaptativas (homeostaticas),
restituindo o equilibrio ao organismo.

Existem inUmeras respostas comportamentais, sendo a mais imediata é a fuga
ou imobilizacdo. Se o contexto ambiental ndo permite a fuga, verifica-se alteragdes
significativas do comportamento, tais como mudanc¢as no ritmo e padrdo natatorio,
reducdo ou alteracdo do comportamento anti predatério, disfuncdo do comportamento
alimentar, aumento da procura de abrigo (por vezes, de forma inapropriada), reducao
de comportamentos agonisticos ou territoriais, ou pelo contrario, aumento de
agressividade, e alteracGes da capacidade de aprendizagem (SCHRECK et al., 1997).

Segundo Wilson (1975) o principal fator de determinacdo da organizacdo de
um grupo é o comportamento de dominancia. As lutas se intensificam rapidamente,
mas apos o estabelecimento da hierarquia de dominancia as interacGes agonisticas sdo
reduzidas prevalecendo exibicdes de baixa intensidade de agressividade e baixo custo
energético (JOHNSSON et al., 1997).

A intensidade e a duracdo das respostas comportamentais e fisioldgicas a
estimulos adversos dependem das condi¢fes ambientais em que esses individuos
vivem e das caracteristicas da espécie podendo ou ndo se adaptar aos agentes

estressores.

NUTRICAO

Digestibilidade e transito gastrointestinal

O valor nutritivo de um alimento depende de trés principais fatores: seu contetudo
em nutrientes, e da ingestéo e absor¢do do animal. O resultado desse processo varia
em funcdo da espécie, das condi¢cBes ambientais, quantidade e qualidade do nutriente,
proporcao relativa entre os nutrientes e dos processos tecnoldgicos em que 0S

alimentos tenham sido submetidos.



A analise quimica e os testes alimentares sdo 0s primeiros itens para determinar o
valor nutritivo de um alimento. Entretanto, ap6s a ingestdo, sua efetiva assimilacédo
depende do uso que o organismo animal esteja capacitado a executar (MAYNARD e
LOOSLY,1979). Segundo Andrigueto et al. (1981) a digestibilidade de uma racéo é
definida como a habilidade com que o animal digere e absorve 0s nutrientes e a
energia contidos na mesma.

Entre varios estudos de digestibilidade aparente, com espécies de peixes tropicais,
conduzidos por Cyrino et al. (1986), Barros et al. (1988), Khan (1994), Tackeuchi et
al. (1994), Watanabe et al. (1996), Degani et al. (1997), Fernandes et al. (1998), Stech
e Carneiro (1998), Miranda et al. (2000), Pezzato et al. (2000), Pezzato et al. (2001) e
Furuya et al. (2001). Esses estudos demonstram que alimentos com semelhantes
composig¢des quimicas podem apresentar diferentes coeficientes de digestibilidade.

Para melhora da eficiéncia alimentar em peixes € necessaria a integracao de fatores
como caracteristicas fisiologicas, habito alimentar e exigéncia nutricional da espécie,
composi¢do quimica e disponibilidade de nutrientes dos ingredientes selecionados
para confeccdo da racdo completa (LANNA et al., 2004).

O sistema digestorio das Tilapias compreende o trajeto da boca até o anus e pode
ser dividido em intestino anterior (esdfago e estbmago), médio (intestino
propriamente dito) e posterior (reto) (ROTTA, 2003).

Ao longo do intestino, podem-se observar os vilos, evaginagdes da mucosa
(epitélio e 1dmina prépria) que se projetam na luz do intestino, aumentando a area de
superficie na digestdo e absorcdo intestinal (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

O conhecimento do tempo de transito dos alimentos no tubo digestivo é
determinante para a eficiéncia da absor¢do dos nutrientes da dieta (POSSOMPES et
al., 1973).

O estresse pode interferir na motilidade do bolo alimentar, na secrecdo de enzimas
digestivas e na absorcdo dos nutrientes, sendo a absor¢do dependente da quantidade de

nutrientes e do tempo de contato com as vilosidades intestinais (SHIAU et al., 1988).



Histologia intestinal

Nos peixes além da funcdo de digestdo e absorcédo, o intestino pode desempenhar
outras fungdes, como auxiliar na osmorregulagdo ou na respiracdo. H4 uma ampla
variedade de estruturas especializadas encontradas no intestino de diferentes especies.

Segundo Lundstedt (2003) o desempenho do processo digestivo, absortivo e
metabdlico dos diferentes animais, € uma barreira seletiva que permite absorcdo de
nutrientes e exclui muitas substancias toxicas (Buddington et al., 1997) e revela as
diferentes adaptacdes do trato digestorio em funcdo da dieta ofertada (Liquori et al.,
2007). Portanto, o estudo histoldgico é essencial para a tomada de decisdo quanto ao
tipo de fonte de alimento que pode ser recomendada para alimentagdo de peixes
(ROMARHRIM et al., 2008)

Honorato et al. (2011) avaliaram a histologia e histoquimica do intestino anterior
em tilapias alimentadas com dietas contendo farinha de peixe ou silagem de peixe
como fonte de proteinas. Concluiram que houve alteracfes histologicas benéficas no
intestino médio, refletindo em maior desenvolvimento dos peixes e recomendando a
silagem de peixe como fonte de proteina.

O conhecimento histoldgico do sistema digestorio dos peixes tem extrema
importancia na elaboracdo de dietas que atendam as exigéncias nutricionais dos
peixes, pois as modificagdes neste sistema estdo relacionadas com o habito alimentar

dos mesmos.

Hematologia em peixes

A busca pelo melhor conhecimento da inter-relagdo entre a nutricdo e saude de
peixes ganha cada vez mais impulso com o aprimoramento e descobertas de novas
tecnologias, visando adequar os dados obtidos em pesquisas com as condicOes da
producgdo. Embora a importéncia da nutricdo para a manutencao da higidez dos peixes
seja evidente, os questionamentos, ainda, superam os resultados conclusivos nesta
linha de pesquisa (BARROS et al., 2006).
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Os parametros hematoldgicos sdo fundamentais para se diagnosticar doencas e
eventuais  problemas  patologicos.  Qualquer  alteracdo  fisiologica €,
concomitantemente, refletida no sangue podendo afetar os parametros sanguineos
(HRUBEC et al., 1997).

Por meio de amostras de sangue é possivel realizar exames hematologicos,
bacterioldgicos, parasitoldgicos, bioguimicos, toxicologicos, soroldgicos, dentre
outros. Neste sentido, a hematologia tem importancia como analise fisiologica e no
diagnostico de doengas. Além disso, as alteragcbes morfoldgicas das células séo Uteis
nas andlises toxicologicas (RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).

Hesser (1960) propbs o uso de parametros hematoldgicos como indicadores de
salde. Ranzani-Paiva e Silva-Souza (2004) ressaltaram que avaliagcdes sanguineas
relacionadas a respostas fisiolégicas dos peixes tém sido, frequentemente, adotadas
por pesquisadores.

Barros et al. (2009) afirmam que, além de nutrir o animal para 0 maximo
desempenho, é preciso nutrir seu sistema de defesa. Segundo Aradjo et al. (2011), o
conhecimento dos valores médios dos pardmetros hematoldgicos em ambiente natural
e em cativeiro, nos mais diversos sistemas de criacdo comercial, sob condicGes de
homeostase e de estresse, é importante para identificar as alteracdes fisiologicas
derivadas da nutricdo e fatores ambientais, como a temperatura, que possam interferir
na hematopoiese.

O sangue e caracterizado sendo tecido liquido, movel, do tipo conjuntivo,
equilibrando-se com praticamente todos o0s outros tecidos, e tem como funcGes:
distribuicdo de calor; transporte de gases respiratorios, nutrientes e produtos de
excrecdo e atuar na defesa do organismo. O volume de sangue dos peixes estd em
torno de 1,5 a 3,0% de seu peso vivo (teledsteos) e cerca de 6,0% nos elasmobranquios
(RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).

Segundo Feldman et al. (2006), os peixes tém varios centros hematopoiéticos (rim
cefélico, baco, figado, entre outros), diferentemente dos mamiferos, que tem a
hematopoise sendo realizada somente pela medula 6ssea. Caso uma enfermidade
comprometa o principal centro hematopoiético, outros 0Orgdos podem assumir a
producdo de células. Os mesmos autores definem o sangue como sendo composto por

trés fracoes:
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- Liquida (soro ou plasma): o plasma é composto de 90,0% de agua, 7,0% de
proteinas (globulinas e albuminas) e 3,0% de solutos variados. Tem como algumas
fungdes o transporte de substancias e a regulacdo osmotica entre o sangue e o liquido
tecidual;

- Solida branca: composta pelos glébulos brancos (linfécitos, monocitos,
neutrofilos, basofilos, eosinofilos, célula granulocitica especial e trombdcitos);

- Solida vermelha (eritrocitos).

Com base nessas informacOes este estudo esta apresentado em dois capitulos

intitulados:

Capitulo 2: Estresse de dominancia e respostas metabodlicas da tilapia-do-Nilo:
Efeito na digestibilidade aparente dos nutrientes,no tempo de transito gastrointestinal e

na morfometria das vilosidades e cripta de intertino.

Capitulo 3: Estresse de dominancia e respostas metabodlicas da tilapia-do-Nilo:
Efeito nos parametros hematologicos e bioquimicos.
Ambos artigos estdo redigidos seguindo as normas do periédico Animal Science

Journal.
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Estresse de dominéncia e respostas metabdlicas da tilapia-do-Nilo: Efeito na
digestibilidade aparente dos nutrientes, no tempo de transito gastrintestinal e na

morfometria das vilosidades e cripta do intestino

Resumo — A hierarquia de dominancia e o confronto agonistico causam
estresse aos animais. Essa pesquisa objetivou quantificar o efeito do estresse apds o
estabelecimento da hierarquia social avaliando as respostas metabdlicas entre juvenis
de tildpia-do-Nilo. Foram distribuidos 20 peixes machos em 10 aquéarios com
capacidade de 110 litros, adotado um delineamento inteiramente cazualizado
totalizando cinco tratamentos com quatro repeticdes. Os animais foram alimentados
com ragdo préatica contendo 28,0% de proteina bruta e 3000 kcal de energia digestivel.
Foi realizada a divisdo hierarquica dos individuos em dominantes e submissos
segundo Falter (1983). Para o tratamento de comunicacao visual, os aquarios foram
divididos com placas de vidro translicidas, onde os animais ndo tiveram contato
“fisico” ndo havendo nenhum tipo de contato coma agua do coespecifico; para o
tratamento de comunica¢do quimica havia um sistema de bombeamento que
homegeneizava a 4gua dos animais, ndo havendo nenhum tipo de contato visual com o
coespecifico. O animal isolado ndo recebeu dgua de nenhum outro peixe e nem teve
contato visual. As avaliacdes do efeito do estresse hierarquico foram medidas por meio
de trés estudos: a) digestibilidade aparente, b) tempo de transito gastrintestinal e c)
morfometria do epitélio intestinal dos peixes. O dados de tempo de transito
gastrointestinal foram representados em forma de graficos e os dados morfométricos
foram avaliados pela andlise de variancia multivariada, considerando o par altura de
vilo (AV) e profundidade de cripta (PC). Com base nos resultados obtidos pode-se
concluir que o estresse hierarquico tem efeito significativo no transito gastrointestinal,
aumentando a velocidade de transito da ingesta em até duas horas em animais
submissos e que a porc¢do proximal do intestino é a mais adequada para avaliar o efeito

do estresse hierarquico por meio do par (AV:PC).

Palavras-chaves: estresse hierarquico, morfometria, nutricdo
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Dominance stress and metabolic responses of yhe Nilo tilpia: Effect on Nutrient
aparent digestibility, gastrointestinal passage time and intestinal morphometry of

the villus and crypt depth.

Abstract — The dominance hierarchy and agonistic confrontation cause stress to the
animals. This study aimed to quantify the effect of stress after the establishment of
social hierarchy evaluating metabolic responses between the juvenile Nile tilapia. 20
male fish were distributed in 10 tanks with a capacity of 110 liters, adopted an outline
fully cazualizado total of five treatments with four replications. The animals were fed
a practical diet containing 28.0% crude protein and 3000 kcal of digestible energy. The
hierarchical division of the individuals were in dominant and submissive second Falter
(1983). For the treatment of visual communication, aquaria were divided plates with
translucent glass, where the animals had no "physical™ contact not having any type of
contact water conspecific eat; for the treatment of chemical communication had a
pumping system that homegeneizava water animals, without any eye contact with the
conspecific. The isolated animal received no water no other fish and even had eye
contact. The effect of the hierarchical stress ratings were measured by means of three
studies: a) digestibility, b) and c gastrointestinal transit time) morphology of the
intestinal epithelium of the fish. The data gastrointestinal transit time were represented
as graphs and morphometric data were evaluated by multivariate analysis of variance,
considering the pair villi height (AV) and crypt depth (PC). Based on the results
obtained it can be concluded that the hierarchical stress has significant effect on the
gastrointestinal transit, increasing the speed of transit of food intake within two hours
in submissive animals and the proximal portion of the intestine is the most appropriate

to evaluate the effect of hierarchical stress by pair (AV: PC).

Key words: hierarchical stress, morphometry, nutrition



22

INTRODUCAO

A dominancia é um tipo de organizacdo social caracterizada pela definigéo,
dentro do grupo, do dominante e submisso, sendo que o dominante possui prioridade
de acesso a recursos limitados, como alimento, parceiros para acasalamento, abrigo e
territdrio (Ridley, 1995). Esse sistema é estabelecido por meio de interagdes agressivas
e ocorre em varios grupos animais (Huntingford & Turner, 1987; Ridley, 1995).

A hierarquia pode ser considerada estavel ou instavel, dependendo da
manutencdo da posicdo social dos animais ao longo do tempo (Gomez-Laplaza &
Morgan, 1993; Oliveira & Almada, 1996). De acordo com Lehner (1996), a formacéo
e a estabilidade hierarquica séo influenciadas por diversos fatores, podendo variar
dependendo da espécie e das condi¢des as quais 0s animais sdo submetidos.

Frequentemente observa-se em criacBes de certas espécies de peixes clara
relacdo hierarquica, notando-se também um crescimento desigual entre a ninhada. Tal
fendmeno foi observado por Volpato et al. (1989) estudando o comportamento
agonistico e territorial da tilapia.

Aspectos comportamentais tém relacdo direta com a variabilidade de
crescimento visto que animais dominantes apresentam taxas de crescimento superiores
as dos submissos. Este fendmeno é conhecido na literatura pelo termo crescimento
heterogéneo (CHet) e pode ser influenciada por fatores genéticos e populacionais.

Para melhora da eficiéncia alimentar em peixes depende de fatores como
caracteristicas fisioldgicas, habito alimentar e exigéncia nutricional da espécie,
composi¢do quimica e disponibilidade de nutrientes dos ingredientes selecionados
para confec¢do da racdo completa (Lanna et al. 2004).

O conhecimento do tempo de transito dos alimentos no tubo digestorio é
determinante para a eficiéncia da absorcdo dos nutrientes da dieta (Possompes et al.
1973). O estresse pode interferir na motilidade do bolo alimentar, na secrecdo de
enzimas digestivas e na absorcdo dos nutrientes, sendo a absorcdo dependente da
quantidade de nutrientes e do tempo de contato com as vilosidades intestinais (Shiau et
al. 1988).
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Por outro lado, fatores populacionais envolvem diferentes mecanismos que
reduzem o crescimento dos animais submissos. Estes mecanismos podem ser
resumidos em: competicdo alimentar, estresse social e substancias quimicas liberadas
por coespecificos dominantes, para inibir o crescimento dos submissos (Barbosa &
Galdean, 1997).

Em espécies consideradas agressivas, a taxa de crescimento estd relacionada
com a posi¢do social do animal dentro do grupo, onde os individuos dominantes
tipicamente inibem o crescimento de seus subordinados. Dessa forma, esta pesquisa
teve por objetivo avaliar as respostas metabolicas de digestibilidade, trénsito
gastrointestinal e morfometria intestinal, submetidas ao estresse hierarquico

(dominantes e submissos).

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida na Univ. Estadual Paulista - UNESP, Campus de
Botucatu, Departamento de Melhoramento e Nutricdo Animal, Laboratorio de
Nutricdo e Saude de Peixes - AquaNutri. A dieta (Tabela 1) foi formulada contendo
28,0% de Proteina Digestivel (PD) e 3000 kcal de Energia Digestivel (ED)/kg de
racdo, conforme recomendacao de Pezzato et al. (2004), Furuya et al. (2010).

A dieta foi balanceada de acordo com os valores de proteina e aminoéacidos
digestiveis determinadas por Furuya et al. (2001), sendo os demais valores utilizados
de acordo com os coeficientes de digestibilidade da energia e nutrientes dos alimentos
determinados representados na Tabelal por Pezzato et al. (2002).

Esta racdo foi empregada para os diferentes estudos desta pesquisa. Para o
estudo de digestibilidade foi introduzida na racdo 0,1% de oxido de crémio-I1l, como
marcador inerte para determinacdo dos coeficientes de digestibilidade aparente dos
nutrientes e energia pelos grupos experimentais.

A dieta foi balanceada de acordo com os valores de proteina e aminoéacidos
digestiveis determinadas por Furuya et al. (2001), sendo os demais valores utilizados
de acordo com os coeficientes de digestibilidade da energia e nutrientes dos alimentos

determinados representados na Tabelal por Pezzato et al. (2002).
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Tabela 1: Composicdo percentual calculada para dieta pratica.

Racéo Experimental

Ingredientes (%)

Farelo de soja 46,68
Gluten de milho 6,00
Farelo de trigo 7,40
Fubéa de milho 34,72
Oleo de soja 0,91
DL-Metionina 0,19
L-Treonina 0,30
L-Triptofano 0,04
Fosfato Bicélcico 1,99
BHT 0,02
Sal comum 0,10
Vitamina C 0,05
Premix vit e mineral 1,50
Oxido de Crémio - 111 0,10
Total 100

Premix vitaminico mineral ,niveis de garantia por kg da dieta:
vitamina A, 16000 Ul; vitamina D3, 4500 Ul; vitamina E, 250
Ul; vitamina C, 350 mg; vitamina B1, 32 mg; vitamina Bz, 32 mg;
vitamina Bs, 32 mg; pantotenato de calcio, 80 mg; niacina, 170
mg; biotina, 10 mg; &cido fdlico, 10 mg; vitamina B12, 32 ug;
Na2Se03, 0,7 mg; Mn0O,50mg; FeSOs4, 150 mg; CuSO4, 20 mg;
Co0S0s4, 0,5 mg; 12Ca, 350 mg.

Os peixes foram submetidos ao processo de extrusao em equipamento de rosca
simples (Extrutec®), com capacidade para processar 20 kg.h-1 de racao, e péletes com
didmetro geométrico médio (DGM) aproximado de 3,0 mm.

Previamente a extrusdo, os ingredientes foram moidos (peneira com diametro
de 0,70 mm) e submetidos a peneira Tyler-35 para que apresentassem diametro
inferior a 0,7 mm; e os micro-ingredientes foram previamente misturados com o milho

em moinho tipo Y. Posteriormente a extrusdo as racdes foram secas em estufa de
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ventilacdo forcada, a temperatura de 55 °C por 24h, e foram armazenadas a
temperatura de 5 °C.

Foram utilizados 20 juvenis machos de tilapia-do-Nilo (ndo revertidos) com
peso inicial de aproximadamente 60 a 90 gramas, provenientes da piscicultura
Fernandes (Palmital-SP), os quais foram mantidos em biotério (1 peixe/4L) por 30
dias antes do inicio dos estudos.

Nessas condi¢bes ficaram sob fotoperiodo das 6 horas as 18 horas, com
alimentacdo diaria experimental, oferecida em quatro porcBes diarias (5% da
biomassa) nos horarios estabelecidos (8h30min, 11h30min, 14h30min e 17h30min),
agua com temperatura entre 25 e 27°C, oxigénio > 5,0 mg O,/L, Nitrito < 20 mg/L e
Amonia < 0,05 mg/L (Boyd, 1996).

Determinagéo hierarquica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco
tratamentos e quatro repeti¢cGes. Foram utilizados 20 juvenis de tilapia, no qual foi
determinado o grau hierarquico, onde os testes de pareamento foram conduzidos num
mesmo horario do dia (entre 12:00 e 16:00).0s animais utilizados foram selecionados
com tamanhos corporais similares.

O registro dos confrontos foi iniciado imediatamente apds a introducdo do

estimulo (pareamento com coespecifico) inicio do primeiro confronto.

Etograma da interagdo agonistica em tilapia-do-Nilo

As interagdes agonisticas foram registradas com base no etograma para tilapia-
do-Nilo elaborado por Alvarenga & Volpato (1995).

AMEACA: 0 peixe se aproxima lateralmente de outro e abre a boca sem
encosta-la no corpo do oponente.

FRONTAL.: dois peixes se aproximam frontalmente e, com a boca aberta,
justapdem as mandibulas e se “empurram”, ondulando vigorosamente a regido caudal

do corpo, ou um morde a mandibula do outro sem ondulag&o caudal.
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LATERAL: um animal se aproxima do outro, geralmente com a nadadeira
dorsal e ricada, e emite golpes com a boca aberta ou mordidas na regido lateral do
oponente, podendo ocorrer nas nadadeiras caudal, anal e dorsal, no ventre e no dorso.

PARALELO: dois animais posicionam-se lado a lado, voltados para 0 mesmo
sentido ou em sentidos opostos. Ondulam o corpo simultaneamente, geralmente sem
ocorréncia de contato fisico direto entre eles.

FUGA: 0 peixe perseguido ou atacado se afasta rapidamente do local de
confronto.

PERSEGUICAO: um animal nada em direcdo ao outro, acompanhando a sua

trajetoria.

Foi avaliada a laténcia para os confrontos em cada tratamento experimental. As
freqliéncias emitidas dos itens agonisticos foram quantificadas para o dominante, o
submisso. O tempo para a defini¢cdo da hierarquia social foi determinado, de acordo
com Falter (1983), a partir do momento em que um dos animais (submisso) deixa de
atacar e comeca a fugir do outro individuo (dominante).

Apols a determinacdo dos individuos (dominantes e submissos) os animais
foram distribuidos em 10 aquarios com capacidade de 55 litros, sendo dois animais por
aquario, com quatro repeticdes por tratamento. Estes foram divididos com placas de
vidro translicidas, onde os animais ndo tiveram contato “fisico” mas comunicacao
quimica por meio de um sistema de bombeamento que possibilita a passagem agua de
ambos os lados . O mesmo procedimento ocorreu para comunicagdo visual, entretanto
o individuo ndo teve contato com a agua do coespecifico. O animal isolado nao

recebeu dgua de nenhum outro peixe e nem teve contato visual.

Efeito na digestibilidade aparente dos nutrientes

Para realizagdo da coleta de fezes, foi necessaria a adaptacdo de uma
mangueira coletora, que apos a decantacdo das mesmas foram removidas por meio de
sifonagem sendo armazenadas em potes e levadas ao freezer para armazenagem.

A temperatura e oxigénio dissolvido da dgua dos aquarios de digestibilidade e

de alimentacdo foram mantidos por meio de aquecedores (26,0°C) e pedra porosa



27

acoplada a um aerador central (6,50 mg/L), respectivamente. O nivel de amonia foi
monitorado e mantido em niveis abaixo de 0,01 mg/L, por meio de sifonagem e
reposicdo de &gua, sendo a qualidade da agua dos aquarios manteve-se dentro das
recomendac0es para espécie (Boyd, 1996).

Os peixes foram alimentados durante o dia, onde receberam refeicdes a
vontade das 8:30 até as 17:30 horas, por meio de arragoamento manual.

Ap0s o periodo de alimentacdo e de coleta de fezes, foi efetuada limpeza dos
aquarios, preparando-os para nova coleta (repeticdo/dia).

Foram necessarios seis meses de coleta de fezes realizada diariamente, apds a
coleta estas foram desidratadas em estufa com ventilagdo forcada (55,0°C/48 horas),
moidas e armazenadas a —20,0°C.

As andlises quimico-bromatolégicas dos alimentos, racdes e fezes e a
determinacédo da concentracdo de crémium-I11, das fezes e racdes foram realizadas no
Laboratorio de Bromatologia do Departamento de Melhoramento e Nutricdo Animal
da FMVZ, UNESP - Cémpus de Botucatu-SP. A determinacdo da proteina foi
realizada segundo a AOAC (2000). As analises para determinacdo da concentracao de
crémium-I11, das fezes e ragdes, foram realizadas segundo Bremer Neto et al. (2005).
O coeficiente de digestibilidade aparente (MS,PB e EB) foi calculado com base na

seguinte férmula (Cho et al. 1987):

%N
CDA(%) =100 — | 100 — | 22C7:sr | [ 20
%Cr,0, | | %N,

Em que:

CDA = coeficiente de digestibilidade aparente (%);
%Cr,03, = percentagem de 6xido de cromio-111 na racao;
%Cr,O3¢ = percentagem de 6xido de cromio-I1l nas fezes;
%N;s = percentagem de nutriente e energia nas fezes;

%N, = percentagem de nutriente e energia na racao.
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Efeito no tempo de transito gastrintestinal

Para determinacgdo do tempo de transito gastrintestinal da dieta foi utilizado o
método descrito por Storebakken et al. (1998). Apds o ensaio de digestibilidade,
quando os peixes dos diferentes grupos de dominancia estavam sendo alimentados
com a dieta marcada (marcador inerte) com éxido de cromio-I11 (0,1%), que confere
coloracdo verde as fezes, os peixes receberam dieta marcada com oxido de titanio
(0,1%) que confere cor branca as fezes.

A partir da mudanca do indicador na dieta, a cada 60 minutos realizamos
analise visual nas fezes, com objetivo de detectar o momento da alteracdo na cor das
mesmas. As amostras de fezes receberdo notas 0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 de acordo com
a intensidade da cor branca. Foi considerado completato o tempo de trénsito
gastrintestinal dos peixes quando todos os individuos de um ensaio tiveram obtido a
méaxima de pontuacdo (Carneiro, 1990). Este processo foi repetido por trés vezes,

caracterizando 12 repeti¢Oes por tratamento.

Efeito na morfometria das vilosidades e cripta do intestino

Foram utilizados 10 peixes (dois peixes de cada tratamento) para a analise
morfologica da estrutura da vilosidade e da cripta do tecido epitelial do intestino dos
peixes. Os peixes foram anestesiados com benzocaina, na concentracao de 2,0 g/15L
de agua, e apds a dessensibilizacdo completa, foram eutanasiados por seccdo da
medula espinhal (procedimento convencional para a espécie).

Em seguida, o trato gastrointestinal de cada peixe foi retirado e isolado o
intestino. Fragmentos da porcdes anterior e posterior do intestino foram lavados com
solucdo fisioldgica 0,9% e fixados em formalina tamponada por 24 horas.

Posteriormente, o material foi lavado em alcool 70,0% por varias vezes para a
retirada do fixador e, em seguida, processado e incluido em historesina. Cortes
histologicos de 5 um de espessura foram obtidos em microtomo Leica RM 2165, e
corados em Hematoxilina e Eosina (H/E), segundo técnica descrita por Bancroft et al.
(1990).
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Apbs a preparacdo das laminas, foram realizadas as leituras da altura de vilo e
profundidade de cripta,que foram realizados com auxilio de microscopio 6tico, do
Laboratério de Histologia do Departamento de Melhoramento e Nutricdo Animal,
FMVZ - Unesp, Botucatu.

Anélise estatistica
Os dados de digestibilidade e transito gastrointestinal foram representados de forma
descritiva, os dados de morfometria avaliados pela analise de variancia multivariada

(Manova), considerando altura de vilos e profundidade de cripta. As analises foram
realizadas no software Minitab 16.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito na digestibilidade aparente dos nutrientes e energia

Os resultados dos coeficientes de digestibilidade aparente da ragéo, dos peixes
submetidos aos diferentes tratamentos encontram-se apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Coeficientes de digestibilidade aparente da racdo pela tilapia-do-Nilo

submetida ao estresse comportamental.

CDA (%)
Tratamento
MS PB EB
Isolado 98,08 99,09 98,03
Quimico dominante 97,74 98,75 98,14
Quimico submisso 97,80 98,78 97,99
Visual dominante 97,97 98,83 98,21

Visual submisso 98,00 99,09 98,23
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CDA = coeficientes de digestibilidade aparente; MS = matéria seca; PB = proteina
bruta; EB = energia bruta

Conforme observado (Tabela 2) os valores dos coeficientes de digestibilidade
aparente da ragdo se mostraram elevados para os cinco tratamentos, com médias acima
das apresentadas para a espécie por Furuya et al. (2010) . Observou ainda, que nao
houve diferenca entre os tratamentos, que pode ter ocorrido em fungdo do tempo
exposicdo dos peixes, pois podem ter criado uma resposta adaptativa em funcdo do
estresse ser cronico.

A ndo se observou diferenca entre tratamentos para os valores digestiveis da
racdo, podendo atribui-los a lixiviagdo dos nutrientes da racdo na agua dos aquarios,
em fungcdo da engenharia do sistema utilizado para mantenca da hierarquia de
dominancia. Embora a provavel perda de nutrientes da racdo e mesmo das fezes ao
meio, sejam suficientes para exacerbar os valores de digestibilidade, acredita-se que o
manejo alimentar e a técnica de coleta de fezes adotados nesse estudo, ndo diferiram
muito daqueles utilizados em outros estudos de digestibilidade . No periodo de coleta
de material para esse estudo, observou-se acentuado efeito da hierarquia de
dominancia no comportamento alimentar dos peixes. Apos a oferta da dieta, 0s
animais dos tratamentos isolado, quimico dominante, visual dominante e submisso,
buscavam imediatamente os peletes. Entretanto, o peixe quimico submisso demorava
um tempo maior para abordagem da dieta e ingeria menor quantidade que aqueles dos
demais tratamentos.

Com ao fato de que os peixes tinham que permanecer isolados e expostos a um
estresse hierarquico cronico, conforme observado como resultado uma diminuicdo na
quantidade de racdo ingerida, e consequentemente a obtencdo de pequena quantidade
de fezes, principalmente nos tratamentos quimico submisso e visual submisso.

Em condi¢bes normais, os animais agrupados tém o efeito de diluicdo da
dominancia e submissdo, embora haja aumento do estimulo da competicdo alimentar.
Neste estudo, concluimos que o isolamento exacerbou o efeito da hierarquia,
reduzindo o estimulo da competicdo alimentar e, consequentemente, a ingestdo da

racéo.
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Efeito na morfometria das vilosidades e cripta do intestino

As analises morfométricas do intestino dos peixes entre os diferentes
tratamentos apresentaram diferencas significativas entre as trés porcOes avaliadas
(proximal, medial e distal). Observou-se que para o animal isolado (controle) houve
aumento no par altura de vilo (av):profundidade de cripta (pc) na porcdo distal do
intestino. J& para os peixes do tratamento quimico dominante ndo houve diferencas
significativas entre as porgdes intestinais. No entanto, os animais submissos
apresentaram diferencas significativas entre as porcdes avaliadas, sendo que a regido
proximal exibiu maiores valores. Por outro lado, os peixes do tratamento visual
dominante e submisso, apresentaram as maiores valores para a regido proximal
(Tabela 3).

Tabela 3: Analises morfométricas das porgOes intestinais da tilapia-do-Nilo, medida

da altura de vilo e profundidade de cripta.

Proximal Medial Distal
Tratamento MANOVA
AV PC AV PC AV pPC
(Lm) (pm) (pm)
Isolado 157,2 40,2 110,9 26,0 179,1 53,3 p<0,01

Quimico dominante ~ 171,0 39,6 184,9 44,5 167,1 38,2 p>0,05

Quimico submisso 251,4 69,9 160,6 52,5 60,7 13,2 p<0,01

MANOVA p<0,01 p<0,01 p<0,01

Visual dominante 2147 42,2 1454 47,5 140,6 38,2 p<0,01
Visual submisso 221,6 47,7 165,5 34,1 158,7 41,1 p<0,01
MANOVA p<0,05 p<0,01 p>0,05 p<0,01

AV/PC = altura de vilo/profundidade de cripta;

MANOVA: andlise de variancia multivariada

Comparando-se o tratamento controle (isolado) com os demais, constatou-se
que para regides proximal e medial no par (av:pc) foram significativamente

influenciadas pelo estresse hierarquico nas diferentes condigdes (quimico e visual).
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No entanto, para o tratamento visual ndo houve diferencas significativas na
porcdo distal do intestino, sendo que para o quimico submisso apresentou diferenca do
quimico dominante e do isolado para essa regido (Tabela 3).

Pode-se observar que o aumento do par (av:pc) deve ser consequéncia do
estresse hierarquico e das diferentes condi¢cdes a que os peixes foram submetidos.
Segundo Caballero et al. (2003), o intestino € o 6rgdo envolvido em importantes
funcgdes fisiologicas, sendo o principal local de digestdo dos alimentos e de absorcao
de nutrientes. Por conseguinte, o melhor aproveitamento dos nutrientes da dieta
depende muito da eficacia dessas funcgdes. O equilibrio entre a renovacédo celular e a
perda de células, que ocorre normalmente no epitélio intestinal, determina um turnover
celular constante, o que possibilita a manutencdo do tamanho dos vilos e a capacidade
de digestéo e de absorc¢éo intestinal (Caballero et al., 2003).

Na presente pesquisa observou-se que a por¢do proximal do intestino dos
peixes foi a que se caracterizou como a regido onde ocorreram 0s maiores efeitos do
estresse hierarquico, se comparado as demais por¢Ges. Por outro lado, se destaca que o
epitélio intestinal dos peixes do tratamento quimico dominante se mostraram similares
nas trés porcdes estudadas.

Os efeitos do estresse no epitélio intestinal, com alteracdo na permeabilidade
epitelial dos peixes, foram também observadas em mamiferos por Sdderholm &
Perdue, (2001). Estes autores constataram os efeitos do estresse e 0 aumento da
permeabilidade epitelial (mucosa) e concluiram que esse processo pode levar a maior
captacdo de macromoléculas e, consequentemente, aumento na altura da vilosidade.

Entretanto, quando o intestino é submetido a algum agente estressor como a
presenga de microorganismos patogénicos, e o estresse em suas diferentes condicdes,
pode ocorrer o desequilibrio no turnover, com modificacdo na altura e no perimetro
(Pelicano, 2003).

Dentre os tratamentos visual e quimico, pode-se observar que 0 quimico
imprime maior efeito na permeabilidade epitelial (mucosa), o que o caracteriza como a
melhor opcéo para avaliagdo morfométrica no intestino, em estudos de estresse

hierarquico.
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Nas figuras 1,2 e 3 estdo representados os cortes histologicos realizados do
intestino dos peixes, caracterizando a regido proximal, sendo esta a mais afetada pelo

estresse hierarquico.

Figura 2: Corte do intestino da regido proximal do tratamento quimico submisso.
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Figura 3: Corte do intestino da regido proximal do tratamento visual submisso.

Efeito no tempo de transito gastrintestinal

O efeito do estresse de hierarquia de dominancia e submissdo no tempo de
transito gastrintestinal, para as trés semanas de avaliacdo encontram-se apresentados,
respectivamente, nas Figuras 4, 5, 6.

Pode-se observar que o estresse de dominancia e submissdo teve efeito no
tempo de trénsito gastrintestinal dos peixes, nos trés periodos avaliados, apresentando
comportamento similar nas trés semanas. Observa-se que nos animais dos tratamentos
isolado, quimico submisso e visual submisso houve um menor tempo de transito da
ingesta, comparado aos demais tratamentos. Entretanto, para 0s animais quimico
dominante e visual dominante observou-se um tempo maior para a motilidade do bolo

alimentar (Figuras 4, 5 e 6).
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Figura 6: Tempo de transito gastrointestinal na terceira semana de observagdo

As observacOes das trés semanas mostram que o transito intestinal em animais
submissos, em ambos tratamentos em média duas horas mais rapido que os demais
tratamentos, sugerindo que o estresse pode ter alterado as funcGes gastrintestinais, uma
vez (ue estes animais necessitam de mais energia para atender suas fungdes
fisioldgicas.

A acdo do estresse na motilidade gastrica e na secrecdo de enzimas digestivas
foi destacada por Lana et al (2004), considerou que as respostas gastrintestinais podem
ser adaptativas dentro da fisiologia do animal, como resposta compensatéria ao
estresse sofrido, no sentido de economizar energia e aumentar a eliminacdo de
residuos desnecessarios ao organismo, e como consequéncia principal a diminuicdo de

seu ganho de peso e absorcéo dos nutrientes.
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CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que a regido proximal do
intestino é mais adequada para avaliar o efeito do estresse por meio da relagdo altura
de vilo e profundidade de cripta e o estresse hierarquico aumenta a velocidade de

transito da ingesta em até duas horas, em relacdo aos peixes submissos.
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Estresse de dominancia e respostas metabdlicas da tilapia-do-Nilo: Efeito nos

parametros hematoldgicos e bioquimicos.

Resumo — A hierarquia de dominancia e o confronto agonistico causam estresse aos
animais. Essa pesquisa objetivou quantificar o efeito do estresse apds o
estabelecimento da hierarquia social avaliando as respostas metabdlicas entre juvenis
de tildpia-do-Nilo. Foram distribuidos 20 peixes machos em 10 aquéarios com
capacidade de 110 litros, adotado um delineamento inteiramente cazualizado
totalizando cinco tratamentos com quatro repeticdes. Os animais foram alimentados
com ragdo préatica contendo 28,0% de proteina bruta e 3000 kcal de energia digestivel.
Foi realizada a divisdo hierarquica dos individuos em dominantes e submissos
segundo Falter (1983). Para o tratamento de comunicacao visual, os aquarios foram
divididos com placas de vidro translicidas, onde os animais ndo tiveram contato
“fisico” ndo havendo nenhum tipo de contato coma agua do coespecifico; para o
tratamento de comunicacdo quimica havia um sistema de bombeamento que
homegeneizava a 4gua dos animais, ndo havendo nenhum tipo de contato visual com o
coespecifico. O animal isolado ndo recebeu dgua de nenhum outro peixe e nem teve
contato visual. As avaliacdes do efeito do estresse hierarquico foram medidas por
meio de da quantificacdo de parametros hematoldgicos e bioquimicos. A anélise de
variancia entre os diferentes tratamentos mostrou efeito significativo para os niveis de
glicose. Conclui-se que o estresse hierarquico ndo influenciou nos parametros
hematologicos. Os peixes classificados como dominantes, em ambos os tratamentos

(quimico e visual) exibiram menores taxas de glicose.

Palavras-chaves: estresse, hematologia, glicose, hierarquia.
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Dominance stress and metabolic responses of the Nile tilapia: Effect on
hematological and biochemical parameters.

Abstract - The dominance hierarchy and agonistic confrontation cause stress to the
animals. This study aimed to quantify the effect of stress after the establishment of
social hierarchy evaluating metabolic responses between the juvenile Nile tilapia. 20
male fish were distributed in 10 tanks with a capacity of 110 liters, adopted an outline
fully cazualizado total of five treatments with four replications. The animals were fed
a practical diet containing 28.0% crude protein and 3000 kcal of digestible energy. The
hierarchical division of the individuals were in dominant and submissive second Falter
(1983). For the treatment of visual communication, aquaria were divided plates with
translucent glass, where the animals had no "physical” contact not having any type of
contact water conspecific eat; for the treatment of chemical communication had a
pumping system that homegeneizava water animals, without any eye contact with the
conspecific. The isolated animal received no water no other fish and even had eye
contact. The effect of the hierarchical stress ratings were measured by the quantitation
of haematological and biochemical parameters. Analysis of variance between the
different treatments showed significant effects glucose levels. It is concluded that the
hierarchical stress did not affect the hematological parameters. The fish classified as

dominant in both treatments (chemical and visual) showed lower rates of glucose.

Key words: stress, glucose, hierarchy.
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INTRODUCAO

O estresse nos animais pode ocorrer por varios motivos, como fome, fadiga,
lesdo, temperatura ambiente extrema, ou até por fatores psicolégicos como contencéo,
manejo ou variacdo no manejo, assim como por fatores comportamentais de hierarquia
ou de dominancia social dentro de uma populacgéo (Volpato,1989)

Segundo Wilson (1975) o principal fator de determinacdo da organizacdo de
um grupo é o comportamento de dominancia. As lutas se intensificam rapidamente,
mas apos o estabelecimento da hierarquia de dominéancia, as interacfes agonisticas séo
reduzidas prevalecendo exibicdes de baixa intensidade de agressividade e baixo custo
energético (Johnsson, Sernland, Blixt, 2001).

E frequentemente observada em criacdes de certas espécies de peixes uma clara
relacdo hierarquica, notando-se também um crescimento desigual entre a ninhada. Tal
fendbmeno foi observado por Volpato, Frioli, Carrieri (1989) estudando o
comportamento agonistico e territorial da tilapia.

Assim, segundo Ang & Manica (2010) o agrupamento de peixes sociais por
similaridade de tamanho pode aumentar as interacGes agressivas, pois animais de
tamanhos semelhantes possuem a mesma habilidade de luta. Portanto, a demora para
estabelecimento hierarquico aumenta o estresse social e as chances de mortalidade
pelo gasto excessivo de energia e injurias fisicas decorrentes das interacdes agressivas
(Turnbull, Adams, Robertson 1998).

As necessidades de informacdes sobre situacGes de estresse ou enfermidades a
fim de assegurar a salde dos peixes. Nesse contexto, as variaveis hematoldgicas
assumem importancia como meio de auxiliar nos diagnosticos (Tavares-Dias et al.
2000). O uso de parametros hematoldgicos, como indicadores de saide, foi proposto
por Hesser (1960). Porém, esta técnica tem sido modestamente utilizada em sistemas
de producéo. Contudo, Ranzani-Paiva e Silva-Souza (2004) ressaltaram que avaliacGes
sanguineas relacionadas a respostas fisiologicas dos peixes tém sido mais
frequentemente adotadas por pesquisadores.

Quando o peixe é exposto a um agente estressor ambiental e/ou social, iniciam-
se as alteracBes primarias pelo acionamento do hipotadlamo pelas vias dos sentidos,

ocorrendo & ativacdo de dois eixos ocorrendo a liberagdo hormonios.
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A acdo destes atinge diversos 0rgdos, especialmente naqueles que estdo sob os
maultiplos controles enddcrino, resultam em modificacGes bioquimicas e fisiologicas
(estimulando a hidrélise das reservas de glicogénio no figado, aumentando os niveis
de glicose no sangue, diminuindo as proteinas musculares, aumentando os batimentos
cardiacos, marcando o inicio da resposta secundaria (Wendelaar Bonga 1997).

Dessa forma, esta pesquisa teve por objetivo avaliar as respostas
hematologicas e bioquimicas tilapia-do-Nilo submetida ao estresse hierarquico

(dominantes e submissos).

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida na Univ. Estadual Paulista - UNESP, Campus de
Botucatu, Departamento de Melhoramento e Nutricdo Animal, Laboratorio de
Nutricdo e Saude de Peixes - AquaNutri. A dieta (Tabela 1) foi formulada contendo
28,0% de Proteina Digestivel (PD) e 3000 kcal de Energia Digestivel (ED)/kg de
racdo, conforme recomendacao de Pezzato et al. (2004), Furuya et al. (2010).

A dieta foi balanceada de acordo com os valores de proteina e aminoacidos
digestiveis determinadas por Furuya et al. (2001), sendo os demais valores utilizados
de acordo com os coeficientes de digestibilidade da energia e nutrientes dos alimentos
determinados representados na Tabelal por Pezzato et al. (2002).

Esta racdo foi empregada para os diferentes estudos desta pesquisa. Para o
estudo de digestibilidade foi introduzida na racdo 0,1% de 6xido de crémio-I1l, como
marcador inerte para determinacdo dos coeficientes de digestibilidade aparente dos
nutrientes e energia pelos grupos experimentais.

A dieta foi balanceada de acordo com os valores de proteina e aminoacidos
digestiveis determinadas por Furuya et al. (2001), sendo os demais valores utilizados
de acordo com os coeficientes de digestibilidade da energia e nutrientes dos alimentos
determinados representados na Tabelal por Pezzato et al. (2002).
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Tabela 1: Composicéo percentual calculada para dieta pratica.

Racdo Experimental

Ingredientes (%)

Farelo de soja 46,68
Gluten de milho 6,00
Farelo de trigo 7,40
Fuba de milho 34,72
Oleo de soja 0,91
DL-Metionina 0,19
L-Treonina 0,30
L-Triptofano 0,04
Fosfato Bicélcico 1,99
BHT 0,02
Sal comum 0,10
Vitamina C 0,05
Premix vit e mineral 1,50
Oxido de Crémio - 111 0,10
Total 100

Premix vitaminico mineral ,niveis de garantia por kg da dieta:
vitamina A, 16000 Ul; vitamina D3, 4500 Ul; vitamina E, 250
Ul; vitamina C, 350 mg; vitamina B1, 32 mg; vitamina Bz, 32 mg;
vitamina Bs, 32 mg; pantotenato de calcio, 80 mg; niacina, 170
mg; biotina, 10 mg; 4cido fdlico, 10 mg; vitamina B12, 32 pg;
Na2Se03, 0,7 mg; MnO,50mg; FeSOs, 150 mg; CuSO4, 20 mg;
CoS0s, 0,5 mg; 12Ca, 350 mg.

Os peixes foram submetidos ao processo de extrusdao em equipamento de rosca
simples (Extrutec®), com capacidade para processar 20 kg.h-1 de racao, e péletes com
didametro geométrico médio (DGM) aproximado de 3,0 mm.

Previamente a extrusdo, os ingredientes foram moidos (peneira com diametro
de 0,70 mm) e submetidos a peneira Tyler-35 para que apresentassem diametro
inferior a 0,7 mm; e 0s micro-ingredientes foram previamente misturados com o milho
em moinho tipo Y. Posteriormente a extrusdo as racdes foram secas em estufa de
ventilacdo forcada, a temperatura de 55 °C por 24h, e foram armazenadas a

temperatura de 5 °C.
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Foram utilizados 20 juvenis machos de tilapia-do-Nilo (ndo revertidos)
provenientes da piscicultura Fernandes (Palmital-SP), os quais foram mantidos em
biotério (1 peixe/4L) por 30 dias antes do inicio dos estudos.

Nessas condi¢bes ficaram sob fotoperiodo das 6 horas as 18 horas, com
alimentacdo diaria experimental, oferecida em quatro porcdes diarias (5% da
biomassa) nos horarios estabelecidos (8h30min, 11h30min, 14h30min e 17h30min),
agua com temperatura entre 25 e 27°C, oxigénio > 5,0 mg O,/L, Nitrito < 20 mg/L e
Amonia < 0,05 mg/L (Boyd, 1996).

Determinacéo hierarquica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco
tratamentos e quatro repeticdes. Foram utilizados 20 juvenis de tilapia, no qual foi
determinado o grau hierarquico, onde os testes de pareamento foram conduzidos num
mesmo horério do dia (entre 12:00 e 16:00).0s animais utilizados foram selecionados
com tamanhos corporais similares.

O registro dos confrontos foi iniciado imediatamente apds a introducdo do

estimulo (pareamento com coespecifico) inicio do primeiro confronto.

Etograma da interacéo agonistica em tilapia-do-Nilo

As interacdes agonisticas foram registradas com base no etograma para tilapia-

do-Nilo elaborado por Alvarenga & Volpato (1995).

AMEACA: o peixe se aproxima lateralmente de outro e abre a boca sem
encosta-la no corpo do oponente.

FRONTAL.: dois peixes se aproximam frontalmente e, com a boca aberta,
justapdem as mandibulas e se “empurram”, ondulando vigorosamente a regido caudal
do corpo, ou um morde a mandibula do outro sem ondulag&o caudal.

LATERAL: um animal se aproxima do outro, geralmente com a nadadeira
dorsal e ricada, e emite golpes com a boca aberta ou mordidas na regido lateral do

oponente, podendo ocorrer nas nadadeiras caudal, anal e dorsal, no ventre e no dorso.
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PARALELO: dois animais posicionam-se lado a lado, voltados para 0 mesmo
sentido ou em sentidos opostos. Ondulam o corpo simultaneamente, geralmente sem
ocorréncia de contato fisico direto entre eles.

FUGA: 0 peixe perseguido ou atacado se afasta rapidamente do local de
confronto.

PERSEGUICAO: um animal nada em direcdo ao outro, acompanhando a sua

trajetoria.

Foi avaliada a laténcia para os confrontos em cada tratamento experimental. As
freqliéncias emitidas dos itens agonisticos foram quantificadas para o dominante, o
submisso. O tempo para a definicdo da hierarquia social foi determinado, de acordo
com Falter (1983), a partir do momento em que um dos animais (submisso) deixa de
atacar e comeca a fugir do outro individuo (dominante).

Apds a determinacdo dos individuos (dominantes e submissos) 0s animais
foram distribuidos em 10 aquarios com capacidade de 55 litros, sendo dois animais por
aquario, com quatro repeticGes por tratamento. Estes foram divididos com placas de
vidro translucidas, onde os animais ndo tiveram contato “fisico” mas comunicagédo
quimica por meio de um sistema de bombeamento que possibilita a passagem agua de
ambos os lados . O mesmo procedimento ocorreu para comunicacgdo visual, entretanto
0 individuo ndo teve contato com a &gua do coespecifico. O animal isolado nédo

recebeu agua de nenhum outro peixe e nem teve contato visual.

Efeito nos parametros hematoldgicos e bioquimicos

Para a realizacdo das analises hematoldgicas e bioquimicas, quatro
peixes/tratamento foram anestesiados (benzocaina, 1 g 15 L™ de 4gua) e, ap6s estarem
sedados, foi realizada coleta de sangue por puncédo da veia caudal, com seringa de 1,0
mL com anticoagulante EDTA a 3,0%.

Foram determinados o nimero de eritrdcitos, taxa de hemoglobina, os indices
hematimétricos volume corpuscular médio (VCM) e concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM), proteina plasmatica total, albumina, globulina, glicose e

triacilglicerol.
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A contagem do numero de eritrocitos foi realizada pelo método do
hemocitdmetro em cadmara de Neubauer, utilizando-se Azul de Toluidina Merck a
0,01% em pipeta automatica, na proporcao 1:200.

A taxa de hemoglobina foi determinada pelo método da
cianometahemoglobina, utilizando-se kit comercial Labtest® para determinacéo
colorimétrica. O hematocrito foi obtido utilizando-se 0 método do microhematdcrito.
Com base nos resultados obtidos nessas analises, foram calculados os indices
hematimétricos volume corpuscular médio [VCM = (Hematdcrito x 10)/eritrdcitos] e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média [CHCM = (Taxa de hemoglobina x
Hematdcrito) x 100], conforme Wintrobe (1934).

A proteina plasmética total (PPT) foi mensurada por meio do uso de
refratdbmetro manual de Goldberg, pela quebra do capilar de microhematdcrito logo
acima da camada de leucdcitos, apos a leitura do hematdcrito. Para a analise de
albumina foram coletadas amostras de sangue sem anticoagulante. Estas foram
centrifugadas em centrifuga refrigerada a 3000 rpm durante 10 minutos para a
obtencdo do soro. A quantidade de albumina foi determinada pelo método do verde de
bromocresol utilizando-se kit comercial Labtest®, para determinacéo colorimétrica. A
guantidade de albumina e proteina plasmatica permitiu determinar a quantidade de
globulina no soro.

As andlises de glicose, triacilglicerol e colesterol foram realizadas com o uso
de Kits especificos Labtest® conforme as instrugdes do fabricante, sendo feito leitura

em espectrofotémetro.
Anadlise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e em caso de

diferenca significativa foi aplicado o teste de comparacdo de médias de Tukey, com

auxilio do software Minitab®.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliando-se o numero de eritrocitos (ERIT), taxa de hemoglobina (HB),
percentual de hematécrito (HTC) e os indices hematimétricos (VCM e CHCM) dos
juvenis de tilapia-do-Nilo, submetidos ao estresse hierarquico, observou-se que 0s

diferentes tratamentos ndo influenciaram significativamente essas variaveis (Tabela 2).

Tabela 2: Parametros hematoldgicos de juvenis de tilapia-do-Nilo submetidas ao

estresse comportamental hierarquico.

Tratamento ERIT (10°puY) HTC (%) HB(gdLY CHCM (%) VCM (fL)
Isolado 1,240,2 17,6+3,6 45408 37,645 14894282
Quimico dominante 1540,1 17,9409 50804  344+45 1236154
Quimico submisso 1,3£0,2 17,4436 44307 35343 13874219
Visual dominante 1,340,1 18,1438 4,8:09  37,3t36  139,3+157
Visual submisso 1,3£0,2 20,2+1,8 4,5+0,9 349+19  163,6+528

ERIT=nUmero de eritrocitos; HTC= porcentagem de hematdcrito; HB= taxa de hemoglobina; CHCM=
concentracdo de hemoglobina corpuscular média; VCM= volume corpuscular médio. Ndo houve
diferencga significativa para nenhum dos tratamentos p>0,05.

A hematologia tem sido empregada em diversos estudos como ferramenta de
avaliacdo do estado de saude dos peixes (Araujo et al. 2011, Hrubet & Smith, 2006),
permitindo avaliar as condi¢cdes de defesa organica e identificar as respostas dos
animais frente aos desafios de forma eficaz (Ranzani-Paiva & Silva-Souza, 2004,
Ranzani-Paiva et al. 2013).

Os tratamentos empregados ndo houveram diferenca (P>0,05) para contagem
total de hemécias, o percentual de hematdcrito, o teor de hemoglobina e os indices
hemantimétricos (VGM, HCM e CHCM) entre os diferentes tratamentos. De acordo
com Ranzani-Paiva (1991), as oscilacbes dos valores hematoldgicos,em peixes
influenciadas pela temperatura, teor de oxigénio dissolvido, salinidade e pH, assim
como estresse, entre outros. O autor enfatisa que essa variagdo ocorre ndo sO entre as
espécies, mas também dentro de uma mesma espécie, de acordo com as condi¢des

fisioldgicas do animal.



51

O comportamento agressivo e outras formas de competicédo interespecifica como
dominéancia social e territorialidade podem expor os peixes a uma condicdo de
estresse, desencadeando os mecanismos de respostas fisiologicas adaptativas, sendo
estas mais pronunciadas em individuos submissos. Entretanto a elevagdo destes niveis
pode resultar em mudangas fisioldgicas e bioquimicas tais como a mobilizacdo de
reservas energéticas para servirem de substrato para a producdo de energia, requerida
para manejar a situacdo de estresse. Assim, a hiperglicemia aparece como resultado
dessas alteragdes metabdlicas e, como observado no presente estudo, 0s niveis séricos
de glicose foram significativamente influenciados pelos diferentes tratamentos (Tabela
3).

Tabela 3: Resultados dos parametros bioquimicos do sangue de juvenis de tilapia-do-

Nilo submetidos ao estresse comportamental.

Tratamento GLI (mgdL™ TGL (mg dL™)
Isolado 39,3+15,4a 455,0+£303,8
Quimico dominante 29,1+2,9c 52,1+43,4
Quimico submisso 35,6+ 2,0ab 226,7+213,4
Visual dominante 31,1+1,3bc 260,5£156,2
Visual submisso 40,2+ 1,2a 285,1+360,9

GLI= glicose; TGL= triglicerideos. Médias seguidas de letras nas colunas iguais ndo diferem pelo teste
de Tukey (5%).

Pode-se observar que os peixes submetidos aos tratamentos isolado, quimico
submisso e visual submisso apresentaram diferencas significativas dos niveis de
glicose quando comparado aos demais.

Esses resultados corroboram com os obtidos por Corréa et al. (2006), que
avaliaram a influéncia das relacGes de dominancia e estresse social, sobre o0s niveis
metabolitos plasmaticos da tilapia, observaram diferencas significativas entre os niveis
séricos de glicose e triglicerideos, quando comparados aos animais isolados e

submetidos ao teste de pareamento.



52

Ainda segundo esses autores, esses resultados confirmaram a hipotese de que o
estresse social promove a mobilizacdo de glicose e triglicerideos em atendimento a
demanda extra de energia, decorrente da situacao adversa.

Segundo Fagundes, (2005) alteracbes na concentracdo das diferentes
substancias (ions e outras nao iénicas como glicose) podem afetar a osmolaridade do
sangue causando imunossupresdo do organismo. Dessa forma, os distdrbios nos niveis
de glicose, que variam de acordo ao tipo e duragdo do estressor, podem ser usados
como indicadores de estresse nos peixes (Tavares-Dias e Moraes, 2007).

No presente estudo (Tabela 3), embora ndo tenha influenciado
significativamente, observou-se que 0s peixes submissos exibiram maiores valores de
triglicerideos, quando comparados aos animais dominantes.

Tais contestacOes permitem inferir que o estresse de dominancia pode se
constituir em fonte estressora, principalmente, aos animais submissos. Embora nao
tenham sido constatadas diferencas significativas em relacdo aos parametros
hematoldgicos avaliados (Tabela 2), pode-se salientar que outras espécies de peixes e
diferentes condigdes de criagdo podem influenciar os mecanismos de respostas ao
estresse (Araujo et al. 2011, Hrubet & Smith, 2006, Ranzani-Paiva & Silva-Souza,
2004, Ranzani-Paiva et al. 2013).

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que o estresse hierarquico nao tem
efeito significativo nos parametros hematoldgicos de juvenis de tilapia-do-Nilo. Os
peixes classificados como dominantes, em ambos o0s tratamentos (quimico e visual),

apresentaram menor taxa de glicose.
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Capitulo IV
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IMPLICACOES

Este estudo mostrou os efeitos da hierarquia de dominéncia sobre tratamentos
quimico e visual, evidenciando em alguns casos pronunciadas respostas caracteristicas
do estresse social. A auséncia de efeitos observados em andlises de digestibilidade
possivelmente se deve ao método de coleta empregado, dessa forma, sugere-se a
conducdo de estudos futuros, que avaliem métodos de coleta apropriados que
possibilitem quantificar de forma mais precisa os efeitos do estresse hierarquico sobre
0 aproveitamento dos nutrientes pelos peixes.

E importante salientar, também, a necessidade de mais estudos a serem
conduzidos nesta area de pesquisa, visto que, a literatura apresenta-se escassa.
Pesquisas nesse sentido sdo relevantes, pois os efeitos metabolicos do estresse social,
0s quais sdo mais pronunciados em condi¢Ges de cativeiro, podem constituir-se em
causa de fracasso na producéo final de peixes. Assim sendo, o melhor entendimento
das caracteristicas comportamentais da tilapia sobre aspectos morfoldgicos e
fisiologicos, poderdo fornecer subsidios para um adequado pacote de producdo para

esta espécie.



