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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.

CAUNESP



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

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
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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
CAUNESP



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

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, 0 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 interagao 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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Estimulagao tactil de longo prazo diminui agressividade e
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RESUMO

A estimulacéo tactil corporal, semelhante a massagem, promove efeitos positivos no
bem-estar dos animais, principalmente em mamiferos. Em peixes, esse estimulo, em
curto prazo, diminui niveis de estresse em peixes recifais e reduz a agressividade em
machos isolados de tilapia-do-nilo. Embora alguns estudos demonstrem que
massagem em longo prazo tenha efeitos cumulativo em humanos, pouco se conhece
sobre os efeitos de longo prazo da estimulacdo tactii em outros vertebrados.
Portanto, testamos o efeito da estimulacdo tactil de longo prazo em grupos de
machos adultos de tilapia-do-nilo sobre indicadores de bem-estar - a agressividade, o
estresse e o0s parametros de desempenho produtivo. Quatro animais foram
agrupados em aquarios por 21 dias. Foram realizados dois tratamentos, sem
estimulacado tactil (N = 7, controle) e com estimulacdo tactil (N = 10). No tratamento
com estimulacgéo tactil, um aparato feito com hastes plasticas verticais com cerdas de
silicone nas laterais foi posicionado no centro do aquario, assim quando 0s peixes
atravessavam por ele recebiam a estimulacao tactil. Um aparato similar, mas sem as
cerdas de silicone foi usado no grupo controle. Os atravessamentos pelo aparato e
as interacfes agressivas entre os individuos foram quantificados a cada 3 dias (10
min / dia). A biometria foi realizada nos dias 1 e 21 e a coleta de sangue para analise
de cortisol, testosterona (T) e 11-cetotestosterona (11-KT) nos dias 7 e 21. Foram
calculados o ganho de comprimento e peso, a taxa de crescimento especifica, a taxa
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de eficiéncia alimentar e o fator de condigcdo em cada tratamento. Foi observado que
os animais do tratamento com estimulacéo tactil atravessam espontaneamente pelo
aparato. Esses animais apresentaram diminuicdo dos ataques e aumento das
ameacas em relacéo ao controle e essa diminuicdo comeca a partir do dia 10, sendo
ainda mais acentuada a longo prazo. Esse efeito foi observado no peixe dominante
do grupo. Além disso, o estresse do grupo foi diminuido mais rapidamente e o0s
androgenos parecem influenciar a agressividade e o crescimento dos animais nesse
tratamento. Esses animais também apresentaram melhores desempenhos no
crescimento, eficiéncia alimentar, sobrevivéncia e fator de condi¢cdo. Desse modo, a
estimulacdo tactil de longo prazo pode ser usada como uma ferramenta para

melhorar o produto final da producédo e aumentar o bem-estar dos peixes.

Palavras-chave: androgenos, bem-estar, enriguecimento ambiental, estresse social,

hierarquia social, taxa de crescimento.

ABSTRACT

Tactile body stimulation, like massage, promotes positive effects on animal welfare,
especially in mammals. In fish, this stimulus, in a short period of time, decreases
stress levels in reef fish and reduces aggressiveness in isolated males of Nile tilapia.
Although some studies have shown that long-term massage has cumulative effects in
humans, little is known about the long-term effects of tactile stimulation in other
vertebrates. Therefore, we tested the effect of long-term tactile stimulation in groups
of adult male Nile tilapia on welfare indicators - aggressiveness, stress and
parameters of productive performance. Four animals were grouped in aquariums for
21 days. Two treatments were carried out, one without tactile stimulation (N = 7,
control) and one with tactile stimulation (N = 10). In the latter, an apparatus made with
vertical plastic rods with silicone bristles on the sides was positioned in the center of
the aquarium, so when the fish passed through it, they received tactile stimulation. A
similar apparatus, but without the silicone bristles, was used in the control group.

Crossings through the apparatus and aggressive interactions between individuals
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were quantified every 3 days (10 min / day). Biometrics were performed on days 1
and 21 and blood collection for analysis of cortisol, testosterone (T) and 11-
ketotestosterone (11-KT) was done on days 7 and 21. Length and weight gain,
specific growth rate, feed efficiency rate and the condition factor were calculated in
each treatment. It was observed that the animals of the treatment with tactile
stimulation passed spontaneously through the apparatus. These animals showed a
decrease in attacks and an increase in threats when compared to the control group
and this decrease started from the 10th day, being even more accentuated in the long
run (as days went by). This effect was observed in the dominant fish of the group. In
addition, the group's stress was reduced more quickly and androgens seem to
influence the aggressiveness and growth of the animals in this treatment. These
animals also showed better performance in growth, feeding efficiency, survival and
condition factor. Therefore, long-term tactile stimulation can be used as a tool to
improve the final product of production and increase fish welfare.

Keywords: androgens, environmental enrichment, growth rate, social hierarchy, social

stress, welfare.

1. Introducéo

Em peixes, o estudo do bem-estar vem crescendo e esta sendo tratado com a
mesma importancia de estudos com mamiferos (SARAIVA; ARECHAVALA-LOPEZ,
2019), uma vez que sdo animais sencientes (BROWN, 2015; DEAKIN et al., 2019;
VOLPATO; GONCALVES-DE-FREITAS; FERNANDES-DE-CASTILHO, 2007), ou
seja, sentem dor, medo e estresse. Por isso, em ambientes de criacdo, diversas
fontes estressoras prejudicam o bem-estar desses animais, como o0 confinamento
(POTTINGER; PRUNET,; PICKERING, 1992), capturas com rede (ELLIS et al.,
2007), transporte (HASTEIN; SCARFE; LUND, 2005), interagcdes agressivas
(HUNTINGFORD et al.,, 2006) e estresse social decorrente das lutas (BARRETO;
BOSCOLO; GONCALVES-DE-FREITAS, 2015). Apesar de sabermos que o estresse

€ uma resposta adaptativa dos animais frente a desafios do ambiente (POTTINGER,
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2008; WENDELAAR BONGA, 1997), o constante contato com esses estressores
pode causar prejuizos sobre a saude e bem-estar dos peixes (SCHRECK, 2000). A
persisténcia desses estressores pode levar o animal ao distresse (estresse cronico
ou prolongado), caracterizado pela reducédo da taxa de crescimento (FERNANDES;
VOLPATO, 1993), reducéo da capacidade reprodutiva (HUNTINGFORD et al., 2006),
destruicdo de neurdnios (MCEWEN; SAPOLSKY, 1995), depressdo do sistema
imune (POTTINGER, 2008) e até a morte do animal (SCHRECK; TORT, 2016).
Desta forma, o desenvolvimento de préaticas que reduzam o estresse e os efeitos
negativos das interagfes sociais € necessario para melhorar a aquicultura e o bem-
estar dos peixes (GONCALVES-DE-FREITAS et al., 2019).

Uma das alternativas para melhorar o bem-estar de animais cativos que tem
sido recentemente avaliada em diferentes espécies é a estimulacdo tactil. Muitos
estudos foram realizados mostrando 0s aspectos positivos desse tipo de
“‘massagem” nos animais, principalmente em mamiferos. Por exemplo, diminuigdo do
estresse e elevacdo dos niveis de serotonina em seres humanos (FIELD et al.,
2005); reducéo dos niveis de estresse em recém-nascidos prematuros humanos (IM;
KIM, 2009) e gado de corte (PROBST et al.,, 2012, 2013); reducédo da taxa de
batimentos cardiacos em leitbes (TALLET et al., 2014), cordeiros (COULON et al.,
2015) e vacas leiteiras (SCHMIED et al., 2010); reducdo dos niveis de cortisol
plasmatico em caes (REHN et al., 2014); prevencao de comportamentos depressivos
e diminuicdo do estresse em ratos neonatais (FREITAS et al., 2015); aumento do
peso corporal e diminuicdo da agressividade em roedores isolados (WEI et al., 2013).
Em peixes, Soares et al. (2011) demonstraram que a estimulacdo tactil diminui o
estresse em peixes recifais. Além disso, Bolognesi, Gauy e Goncalves-de-Freitas
(2019) demonstraram que a estimulacao tactil diminui a agressividade de machos
isolados da tilapia-do-nilo, mas ndo diminui o cortisol. Esses estudos com peixes, no
entanto, foram realizados com animais isolados e em curtos periodos (ex. 10 dias ou
menos) e nada se conhece sobre os efeitos a longo prazo. Uma das possiveis
alteracdes no comportamento do grupo a longo prazo é associada a instabilidade
social, que é a alteracéo da posi¢cao de dominante e submisso no grupo, ao longo do

tempo, podendo elevar o estresse social, interacbes agressivas e injurias (e.g.
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BARRETO; BOSCOLO; GONCALVES-DE-FREITAS, 2015), o que é prejudicial para
0S animais. Alguns estudos sugerem que massagem a longo prazo tenha efeito
cumulativo em humanos (RAPAPORT; SCHETTLEE; BRESEE, 2012; VON
KNORRING et al., 2008). Em bezerros, Silva et al. (2017) demonstraram diminuicao
do medo e melhora na interagdo com humanos dos animais submetidos a escovacgéo
a longo prazo. Além disso, estimulacdo tactil durante a infancia melhora a resposta
imune em humanos (FIELD, 1995) e cdes (CHARNETSKI et al., 2004). Desse modo,
pensando na aplicacdo da estimulacdo tactil para melhorar o bem-estar em peixes
em condi¢cdes de criacdo, é preciso conhecer os seus efeitos em prazos mais
prolongados. Além disso, faz-se necessario conhecer o efeito da estimulagéo tactil
em animais mantidos em grupos, uma vez que a tilapia-do-nilo é criada em altas
densidades e é um animal social (GONCALVES-DE-FREITAS et al., 2019), podendo
ter seu comportamento alterado pelo isolamento (e.g. GALHARDO; OLIVEIRA, 2014;
GOMEZ-LAPLAZA; MORGAN, 2003; GONCALVES-DE-FREITAS; MARIGUELA,
2006). Portanto, o objetivo deste estudo foi testar se a estimulacao tactil de longo
prazo tem efeito positivo sobre o bem-estar em grupos sociais de tilapia-do-nilo,
reduzindo a agressividade e os niveis de estresse social e melhorando os

parametros de desempenho produtivo.

2. Material e Métodos

2.1. Manutencéao dos peixes

Machos revertidos de tilapia-do-nilo linhagem GIFT (Oreochromis niloticus)
provenientes de um fornecedor comercial (Piscicultura Projeto Peixe — Sales Oliveira,
SP) foram aclimatados por 20 dias em caixas d’agua de polietileno (ca. 500L, 1 peixe
/ 10L). A temperatura da agua foi mantida em 27°C, por meio de aguecedores com
termostatos e a qualidade da agua foi mantida por meio de filtros biol6gicos Canister
(filtragem de 400 L / h) e aeracao constante. O fotoperiodo foi de 12 horas de luz
(07:00h as 19:00h). Os tanques foram sifonados semanalmente para remover as
sobras de alimentos e fezes, com renovacdo de no maximo 25% da agua, para que

houvesse o minimo de prejuizo para os animais (e.g. GAUY; BOSCOLO;
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GONCALVES-DE-FREITAS, 2018). Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia
(09:00h e 15:00h) com racado comercial para peixes (AGROMIX®, 32% PB), a

saciedade aparente.

2.2. Aparato utilizado

O estimulador tactil € um aparato formado por uma estrutura retangular de
PVC e por hastes plasticas verticais com cerdas de silicone nas laterais. Ele foi
introduzido no centro do aquario e serviu para promover a estimulacdo tactil nos
peixes (Figura 1A). Optamos pelas cerdas de silicone, pois séo macias, néo retiram o
muco que reveste 0 corpo dos peixes e nao provocam ferimentos (e.g. BOLOGNESI;
GAUY; GONCALVES-DE-FREITAS, 2019). Foi utilizado, também, um aparato
semelhante, porém sem as cerdas de silicone, o qual funcionou como controle, ndo
promovendo a estimulagdo tactil (Figura 1B). Ambos os aparatos, cada um em seu
respectivo tratamento, foram introduzidos no centro do aquario (Figura 1C), de forma
gue ao passarem pelo centro do aquario, 0os peixes do tratamento com estimulacdo

tactil tinham contato com as cerdas de silicone (Figura 1D).
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Figura 1. Estimulador tactil composto por uma estrutura retangular de PVC e hastes
plasticas, (A) com cerdas de silicone que promovem a estimulacao tactil e (B) sem as
cerdas de silicone para controle. (C) Aparatos posicionados no centro do aquario. (D)
Peixe atravessando pelas cerdas de silicone. (E) Cronograma das atividades dentro
do delineamento experimental.
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2.3. Delineamento experimental

Foi testado o efeito da estimulacéo tactil de longo prazo sobre o bem-estar em
grupos de 4 machos de tildpia-do-nilo. Para isso, 108 animais foram submetidos a
dois tratamentos: 1) Sem estimulacao tactil (controle): (n = 14 grupos; 56 individuos)
no qual foi introduzido um aparato sem as cerdas de silicone no centro do aquario,
de modo que os animais nao tinham acesso a estimulacéo tactil; 2) Com estimulacéo
tactil: (n = 13 grupos; 52 individuos) no qual foi introduzido um aparato com cerdas
de silicone no centro do aquéario, de modo que os animais tinham acesso a
estimulacdo tactil ao atravessarem pelo aparato. Porém, houve mortalidade de
animais em alguns aquarios (1 peixe morto por aquario), assim as réplicas com
mortes foram excluidas das andlises, pois a dinAmica das interacdes sociais pode
ser alterada com numero diferente de individuos no grupo (e.g. FALSARELLA,;
BRANDAO; GONCALVES-DE-FREITAS, 2017). Assim, foram analisadas 7 réplicas
no controle e 10 réplicas no tratamento com estimulacdo tactil. Os aparatos foram
posicionados nos aquarios no primeiro dia de experimento. Os peixes foram
anestesiados (Benzocaina, 0,03 g/L) e posteriormente medidos, pesados, marcados
com elastébmero colorido, agrupados e destinados a um dos tratamentos. Os grupos
foram mantidos nos aquarios por 21 dias. Durante esse periodo, os animais foram
filmados todos os dias (10 min / dia). A cada 3 dias (dias 1, 4, 7, 10, 13, 16, 19 e 21)
foi realizada a quantificacdo das interacbes agressivas e do numero de
atravessamentos dos animais pelo aparato durante esses 10 min de observacéo.
Houve coleta de sangue dos animais, apds anestesia (benzocaina, 0,09 g/L), nos
dias 7 e 21 para analises de cortisol, testosterona (T) e 11-cetotestosterona (11-KT).
O cortisol foi dosado, pois € um indicador fisiolégico de estresse em peixes (ELLIS et
al., 2012; HUNTINGFORD et al., 2006; MARTINS et al., 2012); a T e a 11-KT, pois
sdo 0s principais androgenos associados ao comportamento agressivo nesses
animais (OLIVEIRA; GONGCALVES, 2008; TAVES et al.,, 2009). Nesses dias os
animais também passaram por biometria, sendo a do dia 7 para ajuste da proporcao
da racéo oferecida (4% da biomassa/dia, dividas em duas refei¢des por dia, 09:00h e
15:00h) e a do dia 21 para avaliagdo do crescimento dos animais. Ao final do

experimento, 0s animais foram eutanasiados, por imersdo em anestesia
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(Benzocaina, 0,18 g/L), para inspe¢do das gbnadas (Esquema do delineamento

experimental - Figura 1E).

2.4. Interacao agressiva

As interagdes agressivas foram quantificadas com base no etograma descrito
para a tilapia-do-nilo em Carvalho e Goncalves-de-Freitas (2008). Essas interagdes,
nomeadas como confrontos totais, foram divididas em ataques e ameacas, pois 0S
ataques envolvem maior gasto energético do que as ameacas (ALVARENGA;
VOLPATO, 1995; GAUY; BOSCOLO; GONCALVES-DE-FREITAS, 2018; HALLER;
WITTEMBERGER, 1988) e podem variar de acordo com as condi¢gdes sociais dos
individuos. Ataques séo as unidades agressivas que envolvem contato fisico direto, e
gue geralmente sdo seguidos por um elevado gasto de energia (ROS; BECKER;
OLIVEIRA, 2006). Foram quantificados os seguintes ataques: luta lateral, luta de
boca, ondulagéo, mordida e perseguicdo. J4 as ameacas sao as unidades agressivas
gue ndo envolvem contato fisico e que geralmente sdo seguidos por um reduzido
gasto de energia (ROS; BECKER; OLIVEIRA, 2006). Foram considerados como

ameacas: ameaca lateral, ameaca perpendicular e circulacao.

2.5. Rank social

O rank dos individuos do grupo foi calculado por meio do indice de
dominancia (ID = frequéncia de comportamentos agressivos emitidos pelo individuo /
frequéncia total de comportamentos agressivos no grupo) como utilizado por
Boscolo, Morais e Goncalves-de-Freitas (2011) e Goncalves-de-Freitas et al. (2008)
para tilapia-do-nilo. O ID varia de 0,0 a 1,0, sendo que o ID maior caracteriza o peixe
dominante e o ID menor o peixe submisso. O ID tende a ser similar entre individuos
antes do estabelecimento da posicdo social, aumentando para o dominante e
reduzindo para o submisso (BOSCOLO; MORAIS; GONCALVES-DE-FREITAS,
2011; GONCALVES-DE-FREITAS et al., 2008).
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2.6. Parametros de desempenho produtivo

Foram avaliados o0s seguintes parametros de cada individuo e do grupo
(média do grupo):
- Ganho de comprimento = Comprimento padréo final — Comprimento padréo inicial;
- Ganho de peso = Peso final — Peso inicial,
- Coeficiente de variacdo do tamanho no grupo = (Desvio padrao/Média).100;

- Taxa de crescimento especifica (SGR) = (In Peso final — In Peso inicial/Tempo).100.

Além disso, foram avaliados dois parametros (média do grupo) importantes na
producdo e bem-estar dos peixes:
- Eficiéncia alimentar, a qual reflete a relacéo entre alimento consumido e ganho de
peso (DE VERDAL et al., 2017), aqui calculada pela taxa de eficiéncia alimentar
(FER).

FER = Ganho de peso/Quantidade de racao fornecida.

Sendo que podemos assumir que a eficiéncia alimentar € melhorada quando a FER
€ aumentada (DE VERDAL et al., 2017);

- Fator de condicéo (K), o qual reflete o estado fisiolégico do peixe em relacdo ao seu
bem-estar (IGHWELA; AHMED; ABOL-MUNAFI, 2011), e foi calculado de acordo
com (FROESE, 2006; FULTON, 1904):

K = (Peso/Comprimento®).100.

2.7. Coleta de sangue e dosagem hormonal

Os animais foram anestesiados (Benzocaina, 0,09 g/L), o sangue foi coletado
por puncédo da veia caudal utilizando agulhas hipodérmicas e seringas heparinizadas.
O manejo foi realizado em menos de 2 minutos para evitar interferéncia nos
resultados dos niveis hormonais (POTTINGER, 2008). O sangue foi centrifugado a
3.000 rpm por 10 minutos, o plasma foi separado e congelado a -20°C para
posteriores dosagens hormonais. As dosagens hormonais foram realizadas pelo
método ELISA — Enzyme Linked Immunosorbent Assay, utilizando kits comerciais

(Cortisol: IBL - Immuno Biological Laboratories, Hamburg, Alemanha; T e 11-KT:
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Cayman Chemical, Michigan, EUA), ja validado para a tilapia-do-nilo (e.qg.
BOLOGNESI; GAUY; GONCALVES-DE-FREITAS, 2019; BOSCOLO; MORAIS;
GONCALVES-DE-FREITAS, 2011). Os trés horménios foram analisados, em
duplicatas, em todos os peixes do experimento em ambos os dias (7 e 21). As
amostras ndo foram diluidas para as analises de cortisol e foi utilizada diluicdo de 1:4
para as analises de T e 11-KT. O coeficientes de variacdo intra-ensaio e inter-ensaio
foram, respectivamente: Cortisol - 6,3% e 11,2%; T — 9,6% e 9,5%; 11-KT — 7,3% e
11,7%.

2.8. Detalhes experimentais

Os peixes foram marcados com VIE - Elastbmero Fluorescente de Implante
Visivel (e.qg. BRANDAO; BRAITHWAITE; GONCALVES-DE-FREITAS, 2015; GAUY,
BOLOGNESI; GONCALVES-DE-FREITAS, 2019). Nesse procedimento, 0os animais
foram mantidos sobre panos Umidos, para evitar atrito e preservar o muco natural do
corpo dos individuos. O elastébmero foi aplicado abaixo de 3 escamas de cada lado
do peixe, ndo sendo necessério a aplicacdo subcutanea, evitando danos e estresse
aos individuos. O periodo de 21 dias foi escolhido como longo prazo, pois ele
corresponde ao triplo do tempo utilizado por Bolognesi, Gauy e Goncalves-de-Freitas
(2019) para fornecer a estimulagdo tactil a tildpia-do-nilo. Os animais foram
agrupados em aquarios de 60 x 60 x 40 cm; ca. 140L (1 peixe / 35L). Todos os
aguarios foram revestidos por plastico azul opaco nas laterais e parte posterior para
evitar contato visual com animais de aquarios vizinhos, ficando apenas a parte frontal
livre para as observacoes e filmagens. O azul foi utilizado porque previne o estresse
na tilapia-do-nilo (MAIA; VOLPATO, 2013). As filmagens foram realizadas por
cameras posicionadas em frente aos aquarios. O fotoperiodo foi de 12 horas de luz
(07:00h as 19:00h). Os parametros da agua foram monitorados nos dias 1, 7 e 21, as
meédias * erro padrdo dos dias nos tratamentos sem estimulacdo e com estimulacao
foram, respectivamente: Temperatura - 27,27 + 0,17°C e 27,39 £ 0,16°C; pH - 7,0 £
0,04 e 7,0 £ 0,04 (ambos medidos por aparelho eletrbnico - Hanna HI98127);
oxigénio dissolvido 8,86 + 0,10 ppm e 8,58 + 0,08 ppm (medido por aparelho
eletrbnico - Hanna HI9146); nivel de amobnia - 0,17 = 0,04 ppm e 0,11 + 0,03 ppm;
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nivel de nitrito - 0,12 + 0,04ppm e 0,11 + 0,02 ppm (ambos medidos por Kits
comerciais - LabconTest). Os animais foram alimentados nos mesmos horérios e
com a mesma racao fornecida durante o periodo de aclimatacdo, porém com a
guantidade de 4% da biomassa do grupo. A quantidade de racéo fornecida durante
todo o experimento foi igual entre os tratamentos (média £ EP de racao oferecida (g)
- tratamento sem estimulacdo: 63,95 + 2,67; tratamento com estimulagao: 54,01 +
4,30; teste t independente, tss) = 1,76, p = 0,10).

2.9. Andlise de dados

by

Os dados foram testados quanto a normalidade pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov (HA; HA, 2012; LEHNER, 1996) e a homocedasticidade por Fmax (ZAR,
1999). Quando necessario, os dados foram transformados por raiz (x + 0,5) para
ajustar a homocedasticidade (ZAR, 1999). Foi utilizado ANOVA para modelos mistos
para comparar o numero de atravessamentos do grupo pelo aparato ao longo das
observacbes (variaveis dependentes) entre os tratamentos (variaveis categoricas); o
namero de ataques e ameacas do grupo e do peixe alfa ao longo das observacées
(varidveis dependentes) entre os tratamentos (variaveis categoéricas); fator de
condicdo inicial e final (variaveis dependentes) entre os tratamentos (variaveis
categoricas); nivel dos hormonios (cortisol, T e 11-KT) e metabolizacdo dos
androgenos (11KT/T) nos dias 7 e 21 (varidveis dependentes) entre os tratamentos e
ranks (variaveis categéricas). ANOVA fatorial foi usada para comparar a soma do
namero de atravessamentos em todas as observacdes (variavel dependente) entre
0s tratamentos e ranks (variaveis categoricas); a soma do niumero de ataques e
ameacas em todas as observacfes (varidveis dependentes) entre os tratamentos e
ranks (variaveis categoéricas); ganho de comprimento, ganho de peso e SGR
(variaveis dependentes) entre os tratamentos e ranks (variaveis categoricas). Teste
de Tukey para amostras desiguais foi utilizado como teste post-hoc. Quando
necessario, uma vez que as analises envolvem muitas variaveis, Planned
comparisons foi utilizado para contrastar entre tratamentos. Teste t independente foi
usado para comparar a soma do numero de confrontos totais, ataques e ameacas de

todas as observagdes, os comprimentos padréo e 0s pesos iniciais e finais, 0s
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coeficientes de variagdo do grupo, o ganho de comprimento, o ganho de peso, o
SGR e a taxa de eficiéncia alimentar entre os tratamentos. Binomial de Goodman foi
usado para comparar o nhumero de réplicas com mortalidade em cada tratamento.
Correlacdes entre 0 numero de atravessamentos, o numero ataques, o numero de
ameagas, 0 crescimento e os niveis hormonais no dia 21 foram feitas por teste de

Spearman. Foi considerado P < 0,05 para significancia estatistica.

2.10. Nota ética

Este estudo estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentacéo
Animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais do Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da UNESP, Sdo José do Rio Preto, SP (CEUA-
IBILCE/UNESP), protocolo n® 213/20109.

3. Resultados

3.1. Atravessamentos

Houve diferenca significativa no niamero de atravessamentos do grupo na
interagéo entre observacdo e tratamento (ANOVA para modelos mistos, F 105 =
3,89, p = 0,0008; Figura 2A). O numero de atravessamentos do grupo foi maior no
controle do que no tratamento com estimulacdo tactil em todas as observacdes (p <
0,004; Tabela 1). Além disso, ndao houve diferenca na soma do numero de
atravessamentos em todas as observacdes por rank na interacao entre tratamento e
rank (ANOVA fatorial, Fze0) = 1,13, p = 0,34). No entanto, houve diferenca entre os
tratamentos (F(1,60) = 120,02, p < 0,0001) e entre os ranks (Fzeo = 5,30, p = 0,0083;
Figura 2B). O numero de atravessamentos de todos os ranks foi maior no controle do
que no tratamento com estimulacao tactil (p < 0,003). Porém, todos os ranks tiveram

namero semelhante de atravessamentos dentro dos dois tratamentos (p > 0,06).
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Figura 2. (A) Média + EP do namero de atravessamentos do grupo pelo centro do
aguario em cada observacao. Asteriscos indicam diferencas significativas entre os
tratamentos usando Planned Comparisons. (B) Média £+ EP do numero total de
atravessamentos em todas as observacfes por rank. Asteriscos indicam diferencas
significativas entre os tratamentos. Letras comparam o0s ranks dentro de cada
tratamento. Letras diferentes indicam diferenca estatistica. ANOVA fatorial seguida

de Tukey para amostras desiguais.
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Tabela 1: Comparacdo por Planned Comparisons do numero de
atravessamentos do grupo, agressividade do grupo e agressividade do

peixe alfa entre os tratamentos em cada observacao.

Atravessamentos do grupo

Observacdo Valor de F(115) p
Dia 1 13,69 0,002
Dia 4 11,61 0,004
Dia 7 29,50 0,00007
Dia 10 38,26 0,00002
Dia 13 14,77 0,001
Dia 16 22,65 0,0002
Dia 19 17,18 0,0009
Dia 21 12,24 0,003
Agressividade do grupo
Ataques Ameacas
Observacdao Valor de F( .15 p Valor de F(1 15 p
Dia 1 1,86 0,19 2,79 0,11
Dia 4 0,13 0,72 3,39 0,08
Dia 7 1,86 0,19 10,51 0,005
Dia 10 7,30 0,02 8,91 0,009
Dia 13 3,43 0,08 11,99 0,003
Dia 16 12,46 0,003 1,38 0,26
Dia 19 93,25 <0,0001 12,93 0,003
Dia 21 116,40 < 0,0001 0,06 0,80
Agressividade do peixe alfa
Ataques Ameacas
Observacao Valor de F(115) p Valor de F .15 p
Dia 1l 0,19 0,67 5,62 0,03
Dia 4 0,22 0,64 0,13 0,73
Dia 7 2,92 0,11 5,83 0,03
Dia 10 5,67 0,03 6,27 0,02
Dia 13 2,23 0,15 12,87 0,003
Dia 16 12,28 0,003 6,08 0,03
Dia 19 54,99 < 0,0001 19,86 0,0005
Dia 21 177,20 < 0,0001 1,76 0,20
Valores significativamente diferentes estdo destacados em cinza e
negrito.

3.2. Agressividade por grupo

A soma do numero de confrontos totais (ataques + ameacas) do grupo em

todas as observacfes foi maior no controle do que no tratamento com estimulagéo
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tactil (teste t independente, tus) = 3,26, p = 0,005; Figura 3A), assim como a soma do
numero de ataques (teste t independente, tus) = 4,43, p = 0,0005; Figura 3B). Por
outro lado, a soma do numero de ameacas foi menor no controle do que no
tratamento com estimulacgéo tactil (teste t independente, tu1s5) = -2,88, p = 0,01; Figura
3C). Além disso, houve diferenca significativa no ndmero de ataques do grupo na
interagéo entre observacao e tratamento (ANOVA para modelos mistos, F(7 105 =
3,80, p = 0,001; Figura 3D). O numero de ataques do grupo foi maior no controle do
gue no tratamento com estimulagéo tactil a partir do dia 10 (p < 0,02), exceto no dia
13 que foi igual (p = 0,08; Tabela 1). Além disso, o numero de ataques no tratamento
com estimulacdo foi menor nos dias 19 e 21 comparado com o dia 16 (Planned
Comparisons, dia 16 e 19 - F(1,15y = 17,01, p = 0,0009; dia 16 e 21 - F(115 = 19,72, p =
0,0005). Também houve diferenca significativa no nimero de ameacas do grupo na
interagéo entre observacdo e tratamento (ANOVA para modelos mistos, F(7 105 =
4,00, p = 0,0006; Figura 3E). O numero de ameacas do grupo foi menor no controle
do que no tratamento com estimulacéao tactil a partir do dia 7 (p < 0,009), exceto nos
dias 16 e 21 que foi igual (p > 0,26; Tabela 1).
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Figura 3: Média + EP da soma do numero de (A) confrontos totais, (B) ataques e (C)
ameacas do grupo em todas as observagcdes. Comparacao entre os tratamentos por
teste t independente. Média + EP do numero de (D) ataques e (E) ameacas do grupo
em cada observacdo. Asteriscos indicam diferencas significativas entre o0s

tratamentos usando Planned Comparisons.

3.3. Agressividade por rank

Houve diferenca na soma do numero de ataques em todas as observacdes
por rank na interagéo entre tratamento e rank (ANOVA fatorial, Fiz60) = 5,40, p =
0,002; Figura 4A). O numero de ataques do peixe alfa foi maior no controle do que no

tratamento com estimulacao tactil (p = 0,0001) e foi igual entre os tratamentos para
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0sS peixe beta, gama e delta (p > 0,21). Além disso, dentro dos dois tratamentos,
todos os ranks tiveram niumero de ataques diferente, sendo o do peixe alfa maior e 0
do peixe delta menor (p < 0,04). Do mesmo modo, houve diferenca na soma do
namero de ameacas em todas as observacdes por rank na interacdo entre
tratamento e rank (ANOVA fatorial, Fz 60 = 8,47, p = 0,00008; Figura 4B). O niumero
de ameacas do peixe alfa foi menor no controle do que no tratamento com
estimulacao tactil (p = 0,0003) e foi igual entre os tratamentos para 0s peixe beta,
gama e delta (p > 0,47). Dentro do controle, os peixes alfa, beta e gama tiveram
namero semelhante de ameacas (p > 0,36), sendo menor para o peixe delta (p <
0,007). Dentro do tratamento com estimulacéo tactil, todos os ranks tiveram namero
de ameacas diferente, sendo o do peixe alfa maior e o do peixe delta menor (p <
0,02).

Além disso, analisando a agressividade do peixe alfa, houve diferenca
significativa no nimero de ataques na interacdo entre observacdo e tratamento
(ANOVA para modelos mistos, F7,105 = 4,59, p = 0,0002; Figura 4C). O numero de
ataques do peixe alfa foi maior no controle do que no tratamento com estimulacéo
tactil a partir do dia 10 (p < 0,03), exceto no dia 13 que foi igual (p = 0,15; Tabela 1).
Além disso, o numero de ataques no tratamento com estimulacao tactil foi menor nos
dias 19 e 21 comparado com o dia 16 (Planned Comparisons, dia 16 e 19 - F( 15 =
6,78, p = 0,02; dia 16 e 21 - F(1,15 = 15,82, p = 0,001). Também houve diferenca
significativa no numero de ameacas do peixe alfa na interacdo entre observacéo e
tratamento (ANOVA para modelos mistos, F(7,105 = 4,90, p = 0,00008; Figura 4D). O
namero de ameacas do peixe alfa foi menor no controle do que no tratamento com
estimulacao tactil em todos os dias (p < 0,03), exceto nos dias 4 e 21 que foi igual (p
> 0,20; Tabela 1).
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Figura 4: Média £ EP da soma do numero de (A) atagues e (B) ameacas em todas as
observacbes por rank. Asteriscos indicam diferencas significativas entre os
tratamentos. Letras comparam os ranks dentro de cada tratamento. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica. ANOVA fatorial seguida de Tukey para amostras
desiguais. Média + EP do numero de (C) ataques e (D) ameacas do peixe alfa em
cada observacgdo. Asteriscos indicam diferencas significativas entre os tratamentos
usando Planned Comparisons.

3.4. Hormoénios

Houve diferenca no nivel de cortisol entre os dias 7 e 21 (ANOVA para
modelos mistos, entre tratamentos: F160) = 1,68, p = 0,20; entre ranks: F g0 = 0,07,
p = 0,98; sem interacdo entre tratamento e rank: Fi60) = 1,48, p = 0,23; entre dias de
observagéo: F160 = 7,06, p = 0,01; com interagdo marginalmente significativa entre

dias de observacéo e tratamento: F 60 = 3,78, p = 0,056; sem interagcéo entre dias
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de observacdo e rank: Fgeo = 0,97, p = 0,41, sem interacdo entre dias de
observagéo, tratamento e rank: Fze0) = 0,76, p = 0,52). Houve diminui¢éo do nivel de
cortisol do grupo no controle entre os dias 7 e 21 (p = 0,02; Figura 5A), 0 que nao
aconteceu no tratamento com estimulacao tactil (p = 0,94). Além disso, ndo houve
diferenca do nivel de cortisol do grupo entre os tratamentos no dia 7 (p = 0,16) nem
no dia 21 (p = 0,99). Planned Comparisons mostrou que nao houve diferenca no
nivel de cortisol entre os dias 7 e 21 em nenhum rank em ambos os tratamentos (p >
0,19; Figura 5E), exceto o peixe gama do controle que teve o nivel de cortisol
diminuido (p = 0,004).

Houve diferenca no nivel de T entre os dias 7 e 21 (ANOVA para modelos
mistos, entre tratamentos: F,60) = 4,53, p = 0,03; entre ranks: Fze0) = 1,56, p = 0,21;
sem interacdo entre tratamento e rank: Fgsep = 0,09, p = 0,96; entre dias de
observagao: Fe0) = 9,26, p = 0,003; sem interagdo entre dias de observagdo e
tratamento: F160) = 2,34, p = 0,13; sem interagéo entre dias de observagéo e rank:
Fae0 = 0,08, p = 0,97; sem interagdo entre dias de observagéo, tratamento e rank:
F@s.60) = 0,42, p = 0,74). N&o houve diferenca do nivel de T do grupo no controle entre
os dias 7 e 21 (p = 0,75; Figura 5B), porém houve aumento no tratamento com
estimulacdo tactil (p = 0,004). Além disso, ndo houve diferenca do nivel de T do
grupo entre os tratamentos no dia 7 (p = 0,08) nem no dia 21 (p = 0,95). Planned
Comparisons mostrou que houve aumento do nivel de T entre os dias 7 e 21 nos
peixes alfa e beta do tratamento com estimulacgéo tactil (p < 0,05; Figura 5F). Porém
nao houve diferenca nos peixes gama e delta e em nenhum rank do controle (p >
0,11).

N&o houve diferenca no nivel de 11-KT entre os dias 7 e 21 (ANOVA para
modelos mistos, entre tratamentos: F160 = 6,73, p = 0,01; entre ranks: Fe0) = 3,23,
p = 0,03; sem interacdo entre tratamento e rank: Fiz60) = 0,09, p = 0,97; entre dias de
observagao: Fueo = 0,81, p = 0,37; sem interacdo entre dias de observacédo e
tratamento: F160) = 0,02, p = 0,89; sem interagéo entre dias de observagéo e rank:
Fae0 = 0,78, p = 0,51; sem interagdo entre dias de observagéo, tratamento e rank:
Faeo) = 1,13, p = 0,34). N&o houve diferenca do nivel de 11-KT do grupo entre os
dias 7 e 21 em nenhum dos tratamentos (p > 0,90; Figura 5C). Além disso, ndo
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houve diferenca do nivel de 11-KT do grupo entre os tratamentos no dia 7 (p = 0,25)
nem no dia 21 (p = 0,19). Planned Comparisons mostrou que néo houve diferenca no
nivel de 11-KT entre os dias 7 e 21 em nenhum rank em ambos os tratamentos (p >
0,08; Figura 5G),

Houve diferenca na metabolizacdo dos androgenos (11-KT/T) entre os dias 7
e 21 (ANOVA para modelos mistos, entre tratamentos: F 60) = 2,32, p = 0,13; entre
ranks: Fe0) = 0,51, p = 0,68; sem interagéo entre tratamento e rank: Fze0) = 0,05, p
= 0,98; entre dias de observacgéo: Fu 60 = 1,74, p = 0,19; com interacdo entre dias de
observagao e tratamento: Fe0 = 4,45, p = 0,04; sem interagdo entre dias de
observagao e rank: Fiseo) = 0,36, p = 0,78; sem interacéo entre dias de observagéo,
tratamento e rank: Fig0) = 0,07 p = 0,98). Nao houve diferenca de 11KT/T do grupo
no controle entre os dias 7 e 21 (p = 0,95; Figura 5D), porém houve diminuicdo no
tratamento com estimulacédo tactil (p = 0,04). Além disso, ndo houve diferenca de 11-
KT/T do grupo entre os tratamentos no dia 7 (p = 0,08) nem no dia 21 (p = 0,96).
Planned Comparisons mostrou que n&do houve diferenca de 11-KT/T entre os dias 7 e
21 em nenhum rank em ambos os tratamentos (p > 0,07; Figura 5H),
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Figura 5: Média + EP do nivel de (A) cortisol, (B) T, (C) 11-KT e (D) 11-KT/T do grupo
nos dias 7 e 21. ANOVA para modelos mistos seguida de Tukey para amostras
desiguais. Média + EP do nivel de (E) cortisol, (F) T, (G) 11-KT e (H) 11-KT/T por
rank nos dias 7 e 21. Asteriscos indicam diferencgas significativas entre os dias 7 e 21

em cada rank usando Planned Comparisons.
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3.5. Desempenho produtivo

N&o houve diferenca entre o peso e comprimento padrao iniciais nem finais
entre os tratamentos, assim como nos respectivos coeficientes de variagdo do grupo
(Tabela 2). Nao houve diferenca no ganho de comprimento do grupo entre 0s
tratamentos (teste t independente, tis) = -1,39, p = 0,18; Figura 6A). Porém, o ganho
de peso do grupo foi menor no controle do que no tratamento com estimulacao tactil
(teste t independente, tus = -2,30, p = 0,03; Figura 6B), assim como a taxa de
crescimento especifica (teste t independente, tis) = -2,38, p = 0,03; Figura 6C). Alem
disso, ndo houve diferenga no ganho de comprimento em nenhum rank entre os
tratamentos (ANOVA fatorial, entre tratamentos: F(1 60 = 3,20, p = 0,08; entre ranks:
Fae0) = 8,11, p = 0,0001; sem interagéo entre tratamento e rank: Fieo = 1,21, p =
0,31; Figura 6D). Porém, houve diferenca no ganho de peso dos ranks entre os
tratamentos (ANOVA fatorial, entre tratamentos: F(160 = 8,73, p = 0,004, entre ranks:
F@ae0 = 11,32, p < 0,0001; sem interacao entre tratamento e rank: Fze0) = 0,91, p =
0,44, Figura 6E). Planned Comparisons mostrou que os peixes alfa (F.60)= 6,37, p =
0,01) e beta (F(1,60)= 4,20, p = 0,04) tiveram menor ganho de peso no controle do que
no tratamento com estimulagdo tactil e os peixes gama (Fa60) = 0,46, p = 0,50) e
delta (F(160) = 0,43, p = 0,51) ganho de peso igual entre os tratamentos. Do mesmo
modo, a taxa de crescimento especifica dos ranks foi diferente entre os tratamentos
(ANOVA fatorial, entre tratamentos: F60 = 12,89, p = 0,0006; entre ranks: Fe0) =
3,60, p = 0,02; sem interagdo entre tratamento e rank: Fi g0 = 0,31, p = 0,81; Figura
6F). Planned Comparisons mostrou que os peixes alfa (F,60) = 5,03, p = 0,03) e beta
(Fa60)= 5,36, p = 0,02) tiveram menor taxa de crescimento especifico no controle do
que no tratamento com estimulacéo tactil e os peixes gama (F1,60)= 1,87, p = 0,18) e
delta (Faeo) = 1,57, p = 0,21) taxa de crescimento especifico igual entre os

tratamentos.
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Tabela 2 Média + EP do comprimento padrao e peso do grupo no inicio e no final do

experimento, e seus respectivos coeficientes de variagédo, nos dois tratamentos.

Variavel Sem Com Valordetusy p
estimulacéo estimulacéo
(n=7) (n =10)

CP inicial 8,59 + 0,17 8,10 £ 0,22 1,64 0,12
CV do grupo 6,94 + 0,95 5,86 + 0,81 0,86 0,40
P inicial 21,67 +£1,17 18,51+ 1,62 1,45 0,17
CV do grupo 21,94 +£ 3,84 20,24 £ 2,87 0,36 0,72
CP final 9,17+0,12 8,81 +0,25 1,14 0,27
CV do grupo 7,65+1,11 8,14 +1,23 -0,28 0,78
P final 24,83 £ 0,89 23,87 £ 1,69 0,44 0,66
CV do grupo 27,06 £ 3,94 26,85 £ 3,91 0,04 0,97

Teste t independente entre os tratamentos. CP: Comprimento padrdo (cm); CV:

Coeficiente de variagao (%); P: Peso (Q).

A taxa de eficiéncia alimentar foi menor no controle do que no tratamento com
estimulagéo tactil (teste t independente, tus = -2,55, p = 0,02; Figura 6G). Além disso,
houve uma interacdo marginalmente significativa entre tratamento e fator de
condi¢cdo (ANOVA para modelos mistos, Fq 15 = 4,40, p = 0,05; Figura 6H). Planned
Comparisons mostrou que néo teve diferenga no fator de condigéao inicial entre os
tratamentos (F(,15 = 0,005, p = 0,94), porém houve diferenca no fator de condi¢éo
final (F(1,15 = 12,54, p = 0,003). No controle houve diminuicdo comparando o fator de
condigdo do inicio e do final do periodo (F,15 = 5,22, p = 0,03), 0 que n&o ocorreu no
tratamento com estimulacéo tactil, onde o fator de condicdo se manteve igual (F,1s)
= 0,29, p = 0,60). A mortalidade dos animais foi maior no controle, onde 7 de 14
réplicas foram perdidas por morte de 1 peixe (50% de mortalidade, Binomial de
Goodman, p > 0,05), do que no tratamento com estimulacéo tactil, onde 3 de 13
réplicas foram perdidas (23,07% de mortalidade, Binomial de Goodman, p < 0,05).
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Figura 6: Média = EP do (A) ganho de comprimento, (B) ganho de peso e (C) taxa de
crescimento especifico do grupo. Comparacdo entre os tratamentos por teste t
independente. Média £ EP do (D) ganho de comprimento, (E) ganho de peso e (F)
taxa de crescimento especifico por rank. Asteriscos indicam diferencas significativas
entre os tratamentos usando Planned Comparisons. (G) Média + EP da taxa de
eficiéncia alimentar do grupo em cada tratamento. Comparacédo entre os tratamentos
por teste t independente. (H) Média + EP do fator de condi¢do no inicio e final do
periodo experimental. Valores de p indicam diferencas significativas dentro de cada
tratamento. Letras comparam os fatores de condicdo inicial e final entre os

tratamentos. Letras diferentes indicam diferenga estatistica. Planned Comparisons.

3.6. CorrelacOes

Foram encontradas algumas correlagdes entre as variaveis analisadas, nos

dois tratamentos, tanto para o grupo, quanto para o peixe alfa (Tabela 3).
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Tabela 3: Correlacéo entre numero de atravessamentos, nimero ataques, numero de
ameagas, crescimento e niveis hormonais no dia 21, do grupo e do peixe alfa, nos

tratamentos sem (N = 7) e com (N = 10) estimulacao tactil.

GRUPO PEIXE ALFA
Sem Com Sem Com
estimulacdo  estimulagio estimulagao estimulagdo
Atravessamentos

Ataques r=0,75 r=0,39 r=0,79 r=0,39

p = 0,052 p=0,26 p=0,03 p=0,26

Ameacas r=-0,04 r=0,33 r=0,04 r=0,52
p=0,94 p=0,35 p=0,94 p=0,12

Cortisol

Atravessamentos r=0,39 r=0,05 r=0,53 r=0,09
p=0,38 p=0,88 p=0,21 p=0,80

Ataques r=0,46 r=-0,30 r=0,75 r=0,43
p=0,29 p=0,40 p = 0,052 p=0,21

Ameacas r=-0,74 r=-0,68 r=0,42 r=0,27

p = 0,056 p =0,03 p=0,35 p=0,45

Ganho de peso r=-0,53 r=0,42 r=-0,14 r=-0,53
p=0,21 p=0,23 p=0,76 p=0,12

Ganho de r=-0,54 r=0,18 r=-0,13 r=-0,49
comprimento p=0,22 p=0,63 p=0,79 p=0,15
SGR r=-0,64 r=0,62 r=-0,25 r=-0,10
p=0,12 p =0,053 p=0,59 p=0,78

T r=-0,57 r=0,44 r=-0,78 r=0,36
p=0,18 p=0,20 p=0,03 p=0,31

11-KT =-0,36 =-0,17 r=0,36 r=0,17
p=0,43 p=0,63 p=0,43 p=0,63

11-KT/T r=0,43 r=-0,47 r=0,75 r=-0,33
p=0,34 p=0,17 p = 0,052 p=0,35

T

Atravessamentos =-0,03 =-0,15 r=-0,75 r=0,07
p=0,94 p=0,68 p = 0,052 p=0,85

Ataques r=0,07 =-0,22 r=-0,78 =-0,18
p=0,88 p=0,53 p=0,04 p=0,62

Ameacas r=0,48 r=-0,61 r=0,11 r=-0,27
p=0,27 p = 0,059 p=0,81 p=0,45

Ganho de peso r=0,64 =-0,10 r=0,53 =-0,83
p=0,12 p=0,78 p=0,21 p = 0,003

Ganho de r=0,75 =-0,22 r=0,29 =-0,65
comprimento p = 0,052 p=0,53 p=0,53 p =0,04

Continua
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SGR r=0,71 r=0,28 r=0,75 r=-0,19
p = 0,07 p=0,42 p = 0,052 p =0,60
11-KT r=0,18 r=0,22 r=-0,50 r=-0,05
p=0,70 p=0,53 p=0,25 p=0,88
11-KT/T r=-0,75 r=-0,75 r=-0,93 r=-0,98
p = 0,052 p=0,01 p = 0,002 p <0,0001
11-KT
Atravessamentos r=20,57 r=0,31 r=0,32 r=0,53
p=0,18 p=0,38 p=0,48 p=0,11
Ataques r=0,18 r=0,04 r=0,07 r=0,64
p=0,70 p=091 p=0,88 p =0,04
Ameacas r=0,52 r=0,19 r=-0,34 r=20,69
p=0,23 p=0,60 p =0,45 p =0,02
Ganho de peso r=-0,003 r=0,02 r=-0,18 r=0,16
p=0,94 p=0,96 p=0,70 p=0,65
Ganho de r=-0,39 r=0,15 r=-0,56 r=0,11
comprimento p=0,38 p=0,67 p=0,19 p=0,75
SGR r=0,03 r=-0,12 r=-0,46 r=-0,30
p=0,94 p=0,75 p=0,29 p=0,40
11-KT/T r=0,43 r=0,36 r=0,71 r=0,10
p=0,34 p=0,31 p =0,07 p=0,78
11-KT/T
Atravessamentos r=0,53 r=0,53 r=0,53 r=-0,04
p=0,21 p=0,12 p=0,21 p=0,90
Ataques r=0,36 r=0,38 r=0,57 r=0,16
p=0,43 p=0,27 p=0,18 p =0,65
Ameacas r=-0,07 r=0,78 r=-0,18 r=0,26
p=0,87 p = 0,007 p=0,70 p=0,46
Ganho de peso r=-0,57 r=0,10 r=-0,53 r=0,79
p=0,18 p=0,78 p=0,21 p = 0,006
Ganho de r=-0,93 r=0,22 r=-0,38 r=0,62
comprimento p = 0,002 p=0,53 p=0,40 p = 0,053
SGR =-0,61 =-0,22 =-0,75 r=0,08
p=0,15 p=0,53 p = 0,052 p=0,83

Correlacdo de Spearman. Foi considerado P < 0,05 para significancia estatistica.
Correlacdes significativamente diferentes estdo destacadas em cinza e negrito.

4. Discusséo
Neste estudo foi observado que a estimulacao tactil diminui a agressividade
dos animais no grupo, tendo um efeito ainda mais significativo a longo prazo e reduz

0S niveis de estresse do grupo mais rapidamente. Além disso, a estimulacéo tactil
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favorece a sobrevivéncia, o crescimento, a eficiéncia alimentar e o fator de condicao
dos animais. Desse modo, a estimulacgéo tactil pode ser usada como uma ferramenta
para aumentar o bem-estar dos peixes, a0 mesmo tempo que melhora o

desempenho produtivo.

Apesar dos animais do controle atravessarem mais pelo centro do aquario
(aparato), € importante ressaltar que os animais do tratamento com estimulagao tactil
também atravessam espontaneamente. Podemos levantar algumas provaveis

explicacbes do motivo desse menor niumero de atravessamentos:

1) O aparato com as cerdas de silicone pode dificultar a passagem dos
animais, pois as cerdas podem causar alguma resisténcia para que o0
atravessamento ocorra. Sendo assim, 0s animais teriam maior facilidade em
atravessar pelo aparato sem cerdas (controle). Porém, Bolognesi, Gauy e
Goncalves-de-Freitas (2019) observaram que individuos isolados de tilapia-do-nilo
tiveram namero semelhante de atravessamentos entre tratamento com estimulagéo
tactil e controle. Esse fato poderia descartar essa hipotese, porém temos que levar
em consideracdo o efeito do isolamento social nesses animais, o qual pode alterar a
atividade locomotora (GOMEZ-LAPLAZA; MORGAN, 2003) e nivel de estresse
(EARLEY et al.,, 2006; GALHARDO; OLIVEIRA, 2014) em peixes. Esse efeito do
isolamento social pode ser demonstrado pelo baixo nimero de atravessamentos
observado pelas autoras (5 vezes menor do que observado neste estudo). Desse
modo, os animais isolados podem se comportar de forma diferente dos animais
agrupados, o que pode ter interferido na movimentagdo dos animais pelo aquério, e

consequentemente no namero de atravessamentos.

2) O aparato com cerdas de silicone pode ter funcionado como uma barreira
visual para os animais, o que faz com que eles atravessem menos para o outro lado
por ndo enxergarem 0 que vao encontrar la. Isso pode estar relacionado a uma
reacdo de medo ou a uma menor predisposi¢cdo dos animais em explorarem a parte
do aquério que eles ndo veem, reduzindo a movimentacdo. Os peixes, assim como
outros animais, sentem neofobia (aversao a situa¢gdes novas) (ASHLEY; SNEDDON,
2008; ELVIDGE; CHUARD; BROWN, 2016; MEUTHEN et al., 2016), o que pode
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diminuir a exploracdo (MILLER et al., 2015). Porém, existem estudos mostrando que
esse efeito da neofobia pode ser diminuido quando os animais estdo na presenca de
outros individuos da mesma espécie (GALHARDO; VITORINO; OLIVEIRA, 2012;
WARD, 2012), o que € o caso deste estudo. Aléem disso, a longo prazo (21 dias), os
animais se habituariam deixando de ser um ambiente novo para eles, de modo que o
namero de atravessamentos iria aumentar ao longo do tempo (o0 que ndo aconteceu).

Portanto podemos descartar essa hipotese.

3) O aparato com cerdas de silicone poderia estar funcionando como barreira
visual entre os animais, ou seja, diminuindo a visibilidade dos peixes em ver 0s
outros individuos no territério. Sabemos que visdo tem grande importancia para a
comunicacao social em peixes (CASTRO et al., 2009; KORZAN et al., 2008). Desse
modo, a barreira visual impediria 0os animais de enxergarem seus coespecificos,
diminuindo o estimulo para interagir, a movimentagdo dos animais e,
consequentemente, o numero de atravessamentos. Porém, se os animais ndo se
vissem, provavelmente nao utilizariam comunicacdo visual para sinalizar o rank
social (ameacas), a qual aumentou ao longo do tempo neste estudo. Além do mais,
mesmo se ndo houvesse comunicacao visual entre 0os animais, ndo existia nenhuma
barreira que impedisse a comunicacdo quimica entre eles. Sabe-se que a
comunicacdo quimica é muito importante para 0S peixes em varios contextos
(KELLER-COSTA; CANARIO; HUBBARD, 2015), como o reconhecimento de
coespecificos (DA SILVA et al., 2021; SARAIVA et al., 2017) e para comunicacao do
rank social, diminuindo as brigas em ciclideos (GAUY; BOSCOLO; GONCALVES-
DE-FREITAS, 2018), incluindo a tilapia-do-nilo (GONCALVES-DE-FREITAS et al.,
2008). Assim, a falta de visdo ndo deixaria 0os animais sem pistas da existéncia de
outros individuos no territério. Portanto, ndo € provavel que o aparato tenha reduzido

a percepcao ou comunicacgdo dos animais.

4) Os animais do controle brigam mais, com isso é esperado que esses
animais se locomovam mais pelo aquario, pois as lutas sdo acompanhadas por fugas
e perseguicdes e como consequéncia, atravessem mais pelo aparato. Esse fato &
confirmado pela correlagdo positiva do niumero de atravessamentos e numero de

ataques do grupo e do peixe alfa no ultimo dia de observacdo neste tratamento.
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Porém, essa correlacdo nédo foi observada no tratamento com estimulagéo tactil,
mostrando que 0s animais atravessam pelo centro do aquario, mas nao
necessariamente para brigar, diferentemente dos animais do grupo controle.
Portanto, a resisténcia causada pelas cerdas de silicone associada ao maior nimero
de brigas dos animais do controle seriam a explicacdo mais provavel para a

diferenca do numero de atravessamentos pelo aparato entre os tratamentos.

Apesar do menor numero de atravessamentos dos peixes pelo aparato de
estimulacdo tactil, é importante destacar que 0s animais atravessam
espontaneamente e com a mesma frequéncia do comeco ao final do periodo de
observacéo. Isso mostra que ndo séo as brigas ou fugas que estédo estimulando esse
atravessamento, pois as brigas diminuem ao longo do tempo o0 que ndo acontece
com o numero de atravessamentos. Além disso, todos os ranks atravessaram pelo
aparato em uma mesma frequéncia, mostrando que todos 0s animais estédo
ocupando o aquario todo e que n&o formaram grupos ou se “esconderam” em um
dos lados para evitar as brigas. Isso indica, também, que o dominante néo utilizou o
aparato como referéncia para delimitar territério, como acontece em alguns contextos
com peixes (MIKHEEV; AFONINA; PAVLOV, 2010; NASLUND; JOHNSSON, 2014).
Nesse caso, o territorio fica diminuido e pode reduzir a probabilidade de intrusos
invadirem o territério do dominante, reduzindo as brigas (e.g. BARLEY; COLEMAN,
2010; TORREZANI et al.,, 2013). Como os animais atravessaram com frequéncia
semelhante pelo centro do aquério, concluimos que ndo houve preferéncia pela

utilizacdo de um dos lados como territério do dominante.

O numero de ataques e ameacas foi semelhante no primeiro dia nos dois
tratamentos, indicando que ambos partiram de uma mesma condicdo (baseline),
garantindo que os resultados obtidos foram decorrentes da estimulacdo tactil e ndo
de condi¢des prévias. Os animais com estimulacao tactil tiveram menor nimero de
confrontos totais, assim como de ataques durante todo o periodo, aléem de maior
namero de ameagas. Podemos observar que a diminuigdo das brigas no tratamento
com estimulacao tactil aconteceu a partir do dia 10. H& a possibilidade do aparato
com as cerdas de silicone ter atuado como uma barreira visual entre 0s peixes e com

isso ter diminuido as brigas entre os animais, pois como ja discutido a cima, a visao e
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importante para a comunicacdo social da tildpia-do-nilo (CASTRO et al., 2009).
Porém, caso esse fosse o motivo, 0 nimero de ataques seria menor no tratamento
com estimulacao tactil em todas as observacdes, o que néo foi observado. Além
disso, o fato do numero de atravessamentos de todos os ranks ser semelhante
mostra que todos 0s animais ocuparam o aquario todo, corroborando a ideia de que

0 aparato ndo funcionou como uma barreira visual.

Ja foi demonstrado que a estimulacéo tactil aumenta os niveis de serotonina
em humanos (FIELD et al.,, 2005) e que o aumento da serotonina diminui as
interacOes agressivas em peixes (CLOTFELTER et al., 2007; DAHLBOM et al., 2012;
WINBERG; THORNQVIST, 2016). O inicio da formacédo da hierarquia de dominancia
€ estressante para os individuos, tanto os dominantes quanto 0s submissos
apresentam aumento rapido do cortisol e da atividade serotoninérgica no cérebro
(QVERLI; HARRIS; WINBERG, 1999; WINBERG; NILSSON, 1993), mas apenas 0s
submissos mantém os niveis elevados (DAHLBOM et al., 2012; GVERLI; HARRIS;
WINBERG, 1999). De acordo com @verli, Harris e Winberg, 1999, a serotonina
influencia a liberacdo do cortisol em situacBes normais e de estresse agudo, 0 que
nao acontece em caso de estresse cronico. Com o passar do tempo, o submisso
diminui a agressividade, mas o dominante ndo, desse modo, apenas a ativacao de
longo prazo da atividade serotoninérgica parece ter efeito no comportamento
agressivo dos animais (WINBERG; THORNQVIST, 2016). Em concordancia com
isso, Winberg, @verli e Lepage (2001) encontraram que individuos de truta arco-iris
alimentados com dieta enriquecida por triptofano (precursor da serotonina), somente
apresentaram diminuicdo da agressividade apés 7 dias de alimentacdo. Com isso,
podemos inferir que os peixes dominantes em contato com a estimulacao tactil de
longo prazo apresentaram um aumento do nivel de serotonina, o que levou a
diminuicdo da agressividade. No entanto, mais estudos sdo necessarios para testar

esse mecanismo.

Diversos estudos demonstraram que a estimulacdo tactil é eficiente na
reducdo do estresse em diversos vertebrados (FIELD et al., 2005; FREITAS et al.,
2015; PROBST et al., 2012; REHN et al., 2014), incluindo peixes (SOARES et al.,
2011). Desse modo, a reducao do estresse poderia estar associada a diminuicdo da
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agressividade nos animais (e.g. BARRETO; BOSCOLO; GONCALVES-DE-
FREITAS, 2015; CORREA et al., 2003). Como n&o temos o nivel de cortisol no inicio
do experimento, ndo podemos afirmar que houve uma diminuicdo, porém, nossos
dados mostram uma possivel diminuicdo do estresse do grupo com estimulacéo tactil
ja no dia 7, o que ndo aconteceu no controle. Essa reducdo poderia estar associada
a diminuicdo da agressividade observada nesse tratamento a partir do dia 10. J& no
dia 21, ambos os tratamentos apresentaram o mesmo nivel de cortisol, com uma
diminuicdo ainda maior da agressividade no tratamento com estimulacéo tactil e sem
diminuicdo no controle. Em concordancia com esses dados, o nivel de cortisol foi
correlacionado positivamente com o niumero de ataques emitidos pelo peixe alfa no
controle e negativamente com as ameacas do grupo em ambos os tratamentos.
Esses dados mostram que a estimulacdo tactil parece estar associada com a
diminuicdo do estresse e consequentemente da agressividade dos animais, com
aumento das ameacas, as quais oferecem menor prejuizo e evitam lutas intensas
(ROS; BECKER; OLIVEIRA, 2006).

O maior nivel de cortisol do grupo no controle, observado no dia 7, se da pelo
maior nivel de cortisol de um dos peixes mais submissos do grupo (gama). Isso esta
de acordo com alguns estudos onde os submissos mantém os niveis de cortisol mais
elevado que o dominante apo6s a formacao da hierarquia de dominancia (DAHLBOM
et al., 2012; GVERLI; HARRIS; WINBERG, 1999). A diminui¢cdo do nivel de cortisol
observada ao longo do tempo (dia 21) pode estar relacionada a adaptacdo dos
animais ao estresse social, o qual é causado pelo estimulo social do grupo
(BARCELLOS et al., 1999). Essa diminuicdo nao foi observada no tratamento com
estimulacdo tactil, pois possivelmente ela ocorreu antes do sétimo dia de
agrupamento. Desse modo, podemos sugerir que a estimulacdo tactil esta associada

a diminuicdo do estresse social na tilapia-do-nilo, a qual acontece mais rapidamente.

Muitos estudos mostram o papel dos andrégenos como reguladores do
comportamento agressivo em peixes (HIRSCHENHAUSER et al., 2004; MARUSKA,
FERNALD, 2010, 2011; OLIVEIRA, 2009; RAMALLO et al., 2015; TAVES et al.,
2009). Porém, na maioria deles essa associagcdo ocorre em encontros pontuais com

um intruso no territorio (resposta hormonal rapida) ou em grupos, mas em contexto
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reprodutivo. Aqui, mostramos a dindmica dos andrégenos com o comportamento
agressivo em grupos de machos de tilapia-do-nilo ao longo do tempo. Observamos
gue no controle, o nivel de androgenos, tanto T quanto 11-KT, se mantiveram iguais
ao longo do tempo em todos os ranks, mesmo com alto niumero de brigas. De acordo
com nossos dados, Saraiva et al. (2017) demonstraram que machos de tilapia
mossambica (Oreochromis mossambicus) lutam intensamente contra o espelho,
porém possuem niveis baixos de 11-KT, mostrando uma dissociacdo entre o0
androgeno e agressividade. Diferente do que encontramos, muitos trabalhos
mostram uma maior concentragdo dos andrégenos nos animais dominantes
(OLIVEIRA et al.,, 2002; PARIKH; CLEMENT; FERNALD, 2006; RAMALLO et al.,
2015; TAVES et al., 2009), porém esse aumento € causado no momento do
encontro, quando o animal esta sendo desafiado. O que ndo € o caso do nosso
estudo, uma vez que os andrégenos foram medidos depois de 7 dias de
agrupamento. Alonso et al. (2012) sugerem para o ciclideo Cichlasoma dimerus,
agrupados por duas semanas, que 0s niveis de andrégenos entre animais de
diferentes ranks permanece igual até que uma oportunidade de ascensao social
apareca, havendo entdo um aumento dos andrégenos. Isso poderia explicar o nivel
semelhante de andrégenos que encontramos, uma vez que durante os 21 dias ndo
houve mudanca de rank entre os animais nos grupos. Ja4 no tratamento com
estimulacao tactil, houve um aumento do nivel de T no dia 21, evidenciado pelos
peixes mais dominantes (alfa e beta). Ramallo et al. (2015) encontraram que machos
de C. dimerus de diferentes ranks sociais, agrupados por pelo menos duas semanas,
apresentaram niveis de androgenos diferentes e essa variacdo foi positivamente
correlacionada com o comportamento agressivo dos individuos. Porém, nesse
estudo, o aumento do nivel de T ndo parece estar diretamente associado com a
agressividade dos animais, uma vez que ela diminui nesse tratamento. Apesar de
ndo observamos diferenca no nivel de 11-KT ao longo do tempo e entre os ranks
sociais, encontramos correlacdes positivas desse andrégeno com ataques e
ameacas do peixe alfa e da 11-KT/T com ameacgas do grupo no tratamento com
estimulacado tactil, sugerindo que a metabolizacdo da T em 11-KT esta associada

com o0 aumento das ameacas e diminuicdo dos ataques nesse tratamento. Esses
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dados corroboram a ideia de que a 11-KT € considerada o principal andrégeno
envolvido na regulacdo do comportamento agressivo em peixes machos (BORG,
1994; HIRSCHENHAUSER et al., 2004; RAMALLO et al.,, 2015). Desse modo,
podemos sugerir que a metabolizacdo da T e a 11-KT estdo envolvidas na
diminuicdo da agressividade ao longo do tempo no tratamento com estimulagéo
tactil. Um mecanismo que pode explicar essa diminuicdo da agressividade € a
sinalizacao quimica da posicao social, a qual reduz as brigas dentro do grupo apos a
formacdo da hierarquia de dominancia (GAUY; BOSCOLO; GONCALVES-DE-
FREITAS, 2018; GONCALVES-DE-FREITAS et al, 2008, KELLER-COSTA,
CANARIO; HUBBARD, 2015). A composi¢do dos sinais quimicos liberados na agua
durante as interacfes agressivas ainda ndo € completamente conhecida, mas
horménios esteroides e sexuais, e seus derivados sao apontados como mediadores
quimicos da agressividade em peixes (DA SILVA et al., 2021; STACEY; SORENSEN,
2009).

A diminuicdo da agressividade foi mais acentuada nos dias 19 e 21. Poucos
estudos comparam os efeitos da estimulacdo tactil a longo prazo em vertebrados.
Porém, Rapaport, Schettlee e Bresee (2012) sugerem que existe um efeito
cumulativo da massagem em humanos, dependente da frequéncia que esta é
realizada. Além disso, massagem a longo prazo (6 meses) diminuiu comportamentos
agressivos em criancas (VON KNORRING et al., 2008). Nossos dados mostram um
aumento do niumero de ameacas no tratamento com estimulacéo tactil ao longo do
tempo, comportamento esperado em grupos que ja estabeleceram a hierarquia de
dominancia (JOHNSSON; WINBERG; SLOMAN, 2006). Com o passar do tempo o0s
ataques sao substituidos pelas ameacas (GAUY; BOSCOLO; GONCALVES-DE-
FREITAS, 2018; HALLER; WITTENBERGER, 1988), assim 0s animais sinalizam seu
rank social, sem a necessidade de brigas intensas que podem causar gasto de
energia e injurias (ROS; BECKER; OLIVEIRA, 2006). Portanto, podemos sugerir que
ocorreu um efeito cumulativo da estimulacdo tactil ao longo dos 21 dias, mostrando

gue existe uma resposta positiva prolongada na tilapia-do-nilo.

As interacdes agressivas sao parte do comportamento natural dos animais e

sdo observadas na competicdo dos individuos por recursos, como alimento e
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territério (ANG; MANICA, 2010; DAMSGARD; HUNTINGFORD, 2012; JOHNSSON;
WINBERG; SLOMAN, 2006). O individuo dominante € mais agressivo e tem o
acesso prioritario aos recursos do ambiente (DAMSGARD; HUNTINGFORD, 2012;
JOHNSSON; WINBERG; SLOMAN, 2006), mantendo a hierarquia de dominancia, o
que reduz os gastos de brigas prolongadas. Ja foi demonstrado para a tilapia-do-nilo,
que o peixe dominante é o mais agressivo do grupo (CARVALHO et al.,, 2013;
GONCALVES-DE-FREITAS et al., 2008) e nossos dados estdo de acordo com esses
estudos. Isso acontece, pois além de manter a hierarquia de dominancia, a agressao
entre os submissos € menor na presenca de um dominante (ADAMS et al., 2000).
Desse modo, as interagcfes agressivas do dominante representam 0 grupo e a
reducdo da agressividade observada no tratamento com estimulacéo tactil se deve

ao menor numero de ataques emitidos pelo peixe dominante.

As lutas, a manutengéo da hierarquia de dominancia e o estresse social tem
um custo energético muito elevado para a tilapia-do-nilo (ALVARENGA; VOLPATO,
1995). Esse elevado gasto de energia pode prejudicar outras atividades essenciais
dos animais, como o crescimento (FERNANDES; VOLPATO, 1993). A taxa de
crescimento do salmdo prateado (Oncorhynchus kisutch), por exemplo, é
negativamente correlacionada ao nivel de agressdo do animal (VALLESTAD,;
QUINN, 2003). Isso pode acontecer, pois 0 estresse social causado pelas lutas
aumenta os niveis de cortisol, o qual pode causar alguns efeitos no crescimento do
animal. Por exemplo, o cortisol € um horménio catabdlico, com isso atua na quebra
de substrato de reserva para a liberacdo de energia, porém um aumento crénico
desse horménio pode levar a degradacdo de proteinas (WENDELAAR BONGA,
1997). Além disso, o cortisol pode influenciar na acdo do hormonio de crescimento
(GH) (SADOUL,; VIJAYAN, 2016). Ambos os mecanismos podem inibir o crescimento
dos animais, 0 que poderia explicar o maior crescimento observado no tratamento
com estimulacao tactil, onde as lutas, o estresse social e consequentemente, 0 gasto
de energia foram menores. Porém, ndo encontramos diferenca no nivel de cortisol
entre os animais, nem correlacdo desse hormdénio com o crescimento. Desse modo,
sugerimos que o cortisol ndo influencia o crescimento dos animais por esses

mecanismos citados. Esse aumento do crescimento foi evidenciado somente nos
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peixes mais dominantes do grupo (alfa e beta), enquanto os peixes mais submissos
(gama e delta) ndo apresentaram diferenca entre os tratamentos. Isso pode ter
acontecido, pois os animais dominantes emitem mais interacdes agressivas dentro
do grupo e com isso, sofreram o maior efeito da estimulacéo tactil. Além disso, os
peixes submissos tém um maior custo metabdlico dentro da hierarquia de
dominancia, apresentando menor crescimento que o dominante (FERNANDES;
VOLPATO, 1993). De acordo com Volpato e Fernandes (1994), o crescimento
heterogéneo entre os ranks € considerado uma estratégia adaptativa para a
sobrevivéncia em espacos restritos. De fato, grupos de tilapia-do-nilo de tamanho
semelhante lutam mais agressivamente e por mais tempo (BARRETO; BOSCOLO;
GONGCALVES-DE-FREITAS, 2015; BOSCOLO; MORAIS; GONCALVES-DE-
FREITAS, 2011).

A diminuicdo da metabolizacdo da T em 11-KT e consequente aumento do
nivel de T observados no tratamento com estimulagdo tactil parecem estar
associados com o0 crescimento dos animais. Existem estudos mostrando o papel
anabdlico dos andrégenos em vertebrados (ESTRADA et al., 2003; EVANS, 2004;
MEINHARDT; HO, 2006). Em peixes, o tratamento com andrégenos aumenta o
crescimento (SPARKS et al., 2003; YUE et al., 2017) e estimula o eixo GH-IGF,
aumentando a expressao do fator de crescimento IGF-1 (LARSEN et al., 2004;
NORBECK; SHERIDAN, 2011; RILEY et al, 2002). Aumenta, também, as
vilosidades intestinais de fémeas da tilapia-do-nilo (PHUMYU et al., 2012),
aumentando a absorcdo de alimento. O aumento do nivel de T observado nesse
estudo foi nos peixes mais dominantes (alfa e beta) do tratamento com estimulacdo
tactil, os quais apresentaram maior crescimento. Além disso, o ganho de peso e de
comprimento do peixe alfa foram correlacionados negativamente com o nivel de T e
positivamente com a metabolizacdo da T. Desse modo, a longo prazo, o aumento
dos androgenos parece estar envolvido com o crescimento dos animais no

tratamento com estimulacao tactil.

Outra explicacdo para o maior crescimento dos animais dominantes seria a
ingestdo desigual de alimento geralmente encontrada entre animais de diferentes

ranks, sendo que os dominantes possuem acesso prioritario a alimentacao
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(DAMSGARD; HUNTINGFORD, 2012). Neste estudo n&o quantificamos a
qguantidade de alimento que cada animal ingeriu, mas existem estudos mostrando o
maior consumo pelo peixe dominante no salmdo do Atlantico (Salmo salar -
HUNTINGFORD; METCALFE; THORPE, 1993) e na truta do Artico (Salvelinus
alpinus - @VERLI et al., 1998). Porém, Carrieri e Volpato (1991) demonstraram para
a tilapia-do-nilo que ndo ha diferenca na quantidade de alimento ingerido entre os
ranks sociais em grupos de quatro individuos de alevinos dessa espécie. Assim,
podemos sugerir que a alimentacdo néo tenha sido o fator que promoveu diferenca

no crescimento entre dominantes e submissos.

Apesar de encontrarmos diferenca no ganho de peso e na taxa crescimento
especifico (SRG), ndo observamos diferenca no ganho de comprimento entre os
tratamentos. Esse resultado é esperado, ja que o comprimento aumenta linearmente,
enquanto o peso, exponencialmente (CRANE; OGLE; SHOUP, 2019). Assim, o
periodo de 21 dias ndo foi suficiente para observarmos incremento significativo no
comprimento dos animais. Por outro lado, a eficiéncia alimentar foi maior no grupo
com estimulacdo tactii do que no controle, indicando melhor aproveitamento de
alimento consumido por g de peixe produzido (DE VERDAL et al., 2017). E
importante ressaltar que nao houve diferenca na quantidade de racdo oferecida entre
os tratamentos, o que indica que quantidade semelhante de alimento foi convertida

no dobro de peso quando a estimulacéo tactil estava presente.

Outro parametro que foi positivamente influenciado pela estimulacdo tactil é o
fator de condicdo, o qual se manteve igual do comeco ao final do periodo
experimental no tratamento com estimulacdo tactii e mostrou uma diminuicdo no
controle. O fator de condicdo estd relacionado com diversas caracteristicas dos
animais, como crescimento, qualidade nutricional e desenvolvimento das génadas
(FROESE, 2006). Por isso, esse parametro normalmente é associado a boas
condicbes de saude, de producdo e de bem-estar dos peixes (ANANI; NUNOO,
2016; IGHWELA; AHMED; ABOL-MUNAFI, 2011; LE CREN, 1951). Com isso,
podemos sugerir que os peixes do tratamento com estimulacdo tactil tiveram um
melhor desempenho ja que, normalmente, maior fator de condigéo esta relacionado

com maiores taxas de crescimento e melhor eficiéncia alimentar (e.g. BOWYER et
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al., 2020; EL-SAIDY; GABER, 2004; MOZANZADEH et al., 2015), reduzindo assim,
0s custos da producéo de peixes (DE VERDAL et al., 2017; GARCIA et al., 2016).
Além disso, a mortalidade dos animais foi menor no tratamento com estimulacéo
tactil, o que confirma o melhor desempenho dos animais nesse tratamento, uma vez
que a taxa de sobrevivéncia é considerada um importante indicador de bem-estar
nos peixes (Ellis et al., 2012). Portanto, podemos concluir que a estimulacao tactil de
longo prazo tem efeito positivo para a tilapia-do-nilo, diminuindo a agressividade e o
estresse dentro do grupo social e aumentando o crescimento dos animais, sendo
observado maior efeito nos animais dominantes. A estimulagéo tactil de longo prazo
também favoreceu os parametros de desempenho produtivo e a sobrevivéncia dos
animais, os quais estédo ligados com a saude e bem-estar dos peixes. Desse modo, a
estimulacao tactil de longo prazo pode ser uma alternativa eficiente para melhorar o
produto final da produgdo ao mesmo tempo em que promove melhor bem-estar aos

peixes.
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RESUMO

A produgé&o de peixes no mundo tem aumentado a cada ano e, com ela, aumentou a
preocupacao com o bem-estar dos peixes, pois estressores do ambiente de criacdo e
do manejo podem diminuir o bem-estar dos animais. A alta densidade de estocagem
€ um desses estressores, a qual prejudica o bem-estar e desempenho produtivo da
tilapia-do-nilo. No entanto, muitas vezes ndo ha como reduzir os estressores,
tornando importante encontrar formas de mitigar os efeitos negativos da criacéo e do
manejo. Nesse sentido, a estimulacéo tactil corporal (semelhante a massagens) vem
sendo utilizada para promover bem-estar nos animais, principalmente em mamiferos.
Em peixes, ela reduz o estresse em peixes recifais e diminui a agressividade em
individuos isolados da tilapia-do-nilo. Além disso, a longo prazo, diminui a
agressividade e aumenta os parametros de desempenho produtivo em grupos dessa
espécie. Assim, testamos se a estimulacéo tactil de longo prazo tem efeito positivo
sobre o bem-estar da tilapia-do-nilo, reduzindo os efeitos negativos da alta densidade
de estocagem. Dez machos adultos foram agrupados e mantidos em aquarios por 21
dias em 4 tratamentos, com 10 réplicas cada: 1) Sem estimulagdo tactil e alta
densidade (1 peixe / 0,014 m®); 2) Sem estimulacao tactil e baixa densidade (1 peixe
/ 0,028 m®); 3) Com estimulacéo tactil e alta densidade (1 peixe / 0,014 m®); 4) Com
estimulacéo tactil e baixa densidade (1 peixe / 0,028 m®). Nos tratamentos com
estimulacdo tactil, um aparato feito com hastes plasticas verticais com cerdas de

silicone nas laterais foi posicionado no centro do aquario, assim quando 0s peixes
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atravessavam por ele recebiam a estimulacao tactil. Um aparato similar, mas sem as
cerdas de silicone foi usado nos grupos controle. Houve biometria nos dias 1 e 21 e
coleta de sangue no dia 21 para analise do cortisol. Foram calculados o ganho de
comprimento e peso, a taxa de crescimento especifica, a taxa de eficiéncia alimentar
e o fator de condicdo em cada tratamento. O cortisol, 0 ganho de comprimento,
ganho de peso e a eficiéencia alimentar foram maiores no tratamento com
estimulacdo e baixa densidade e menores no tratamento sem estimulacdo e alta
densidade. Além disso, o fator de condicdo aumentou no final dos 21 dias somente
no tratamento com estimulacdo e baixa densidade. Portanto, podemos concluir que a
estimulacdo de longo prazo melhora todos os parametros de desempenho produtivo
da tilapia-do-nilo, reduzindo os efeitos negativos da alta densidade de estocagem

nessa espécie.

Palavras-chave: bem-estar, eficiéncia alimentar, estresse, fator de condicao, taxa de

crescimento.

ABSTRACT

The production of fish in the world has increased every year and, alongside it, the
concern for the welfare of fish, as stressors in the breeding and management
environment can decrease the welfare of animals. The high stocking density is one of
these stressors, which impairs the welfare and productive performance of Nile tilapia.
However, there is often no way to reduce stressors, making it important to find ways
to mitigate the negative effects of rearing and management. In this sense, tactile body
stimulation (similar to massages) has been used to promote welfare in animals,
especially in mammals. In fish, it reduces stress of reef fish and decreases
aggression in isolated individuals of Nile tilapia. In addition, in the long run, it
decreases aggressiveness and increase parameters of productive performance in
groups of this species. Thus, we tested whether long-term tactile stimulation has a
positive effect on the welfare of Nile tilapia, reducing the negative effects of high
stocking density. Ten adult males were grouped and kept in aquariums for 21 days in

4 treatments, with 10 replicates each: 1) Without tactile stimulation and high density
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(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®). In the treatments with tactile stimulation, an
apparatus made with vertical plastic rods with silicone bristles on the sides was
positioned in the center of the aquarium, so when the fish passed through it they
received tactile stimulation. A similar apparatus, but without the silicone bristles was
used in the control groups. Biometrics were performed on days 1 and 21 and blood
was collected on day 21 for analysis of cortisol. Length and weight gain, specific
growth rate, feed efficiency rate and condition factor were calculated for each
treatment. The cortisol, the gain in length, weight gain and the feeding efficiency were
greater in the treatment with stimulation and low density and lower in the treatment
without stimulation and high density. In addition, the condition factor increased at the
end of the 21 days only in the treatment with stimulation and low density. Therefore,
we can conclude that long-term stimulation improves all parameters of productive
performance of Nile tilapia, reducing the negative effects of high stocking density in

this species.

Keywords: condition factor, food efficiency, growth rate, stress, welfare.

1. Introducéo

A producao de peixes na aquicultura mundial tem aumentado constantemente
com o passar dos anos, sendo que a tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) € a
terceira espécie mais produzida no mundo (FAO, 2020). Com isso, cresceu também
a preocupacdo do impacto dessa pratica aos animais, aumentando os estudos sobre
0 bem-estar dos peixes (ASHLEY, 2007; SARAIVA; ARECHAVALA-LOPEZ, 2019).
Em ambientes de criagdo, existem diversos fatores que diminuem o bem-estar
desses animais, como capturas com rede (ELLIS et al., 2007), interacOes agressivas
(HUNTINGFORD et al., 2006), estresse social decorrente das lutas (BARRETO,;
BOSCOLO; GONCALVES-DE-FREITAS, 2015) e densidade de estocagem (ELLIS et
al., 2002). A densidade de estocagem pode ser definida em qualguer momento da

criagdo, sendo representada como a biomassa ou numero de peixes pelo volume do
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tanque (ELLIS et al., 2002). Esse fator pode afetar o bem-estar dos peixes na
producgdo, principalmente em altas densidades associadas a pequenos espagos
visando uma grande produtividade (ASHLEY, 2007), uma vez que altas densidades
de estocagem influenciam variaveis associadas ao bem-estar, como a qualidade da
agua e a interacao social entre os peixes (ELLIS et al., 2002). Porém, dependendo
da espécie, altas e baixas densidades podem prejudicar o bem-estar dos animais
(HUNTINGFORD; KADRI, 2014). Por exemplo, para espécies que vivem
naturalmente em grandes cardumes, baixas densidades podem ser prejudiciais, ja
para espécies territoriais altas densidades podem ter efeitos negativos (ASHLEY,
2007). A alta densidade de estocagem é um estressor muito comum na producao da
tilapia-do-nilo, essa espécie € um peixe territorial, que define hierarquia de
dominancia por meio de lutas (GONCALVES-DE-FREITAS et al.,, 2019). Nessa
espécie, alguns estudos que compararam diferentes densidades de estocagem
encontraram que densidades mais altas estdo associadas a diminuicdo do
crescimento e da eficiéncia alimentar (AZAZA et al., 2013; BARCELLOS et al.,
1999b; GARCIA et al., 2013; MONIRUZZAMAN et al., 2015; WU et al., 2018),
diminuicdo do fator de condicdo (WU et al, 2018), aumento do estresse
(BARCELLOS et al.,, 1999b; JUN et al.,, 2013), diminuicdo da capacidade imune
(QIANG et al., 2016) e aumento da mortalidade dos animais (MONIRUZZAMAN et
al., 2015; WU et al., 2018). Desse modo, o desempenho produtivo, a saude e o bem-
estar dos peixes podem ser prejudicados pela constante exposicdo aos estressores
presentes da piscicultura. No entanto, muitas vezes ndo ha como reduzir os
estressores, tornando importante encontrar alternativas que minimizem os efeitos
negativos da criacdo e do manejo, a fim de melhorar o bem-estar e o sistema de

producado dos peixes.

A estimulacao tactil vem sendo estudada como uma ferramenta para melhorar
o bem-estar dos animais. Diversas pesquisas, principalmente com mamiferos,
demonstram que algum tipo de toque, caricia ou “massagem” promovem efeitos
positivos aos animais. Por exemplo, Field et al. (2005) demonstraram diminuicdo dos
niveis de estresse e aumento dos niveis de serotonina em humanos. Tallet et al.

(2014) demonstraram diminuigéo da taxa de batimentos cardiacos em leitdes. Wei et
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al. (2013) mostraram ganho de peso e diminuigcdo da agressividade em roedores
isolados. Em peixes, j& foi demonstrado que a estimulacao tactil em curto prazo (10
dias ou menos) diminui estresse em peixes recifais (SOARES et al., 2011) e diminui
a agressividade em machos isolados de tilapia-do-nilo (BOLOGNESI; GAUY;
GONGALVES-DE-FREITAS, 2019). Além disso, a longo prazo, a estimulacdo tactil
diminui a agressividade e aumenta os parametros de desempenho produtivo em
grupos sociais de machos de tilapia-do-nilo (CAPITULO 1 — dados n&o publicados).
Como grande parte do problema da densidade de estocagem esta associada as
interacdes agressivas e ao estresse social em peixes territoriais e a estimulacao tactil
reduz as interacdes agressivas na tilapia-do-nilo, o objetivo deste estudo foi testar se
a estimulacao tactil de longo prazo reduz os efeitos negativos da alta densidade de
estocagem sobre o bem-estar dessa espécie. Levantamos a hipétese de que os
animais em contato com a estimulacao tactil apresentam reducdo do estresse e
aumento dos parametros de desempenho produtivo, como o0 crescimento, a

eficiéncia alimentar e o fator de condicéo.

2. Material e Métodos

2.1. Manutencé&o dos peixes

Machos revertidos de tilapia-do-nilo linhagem GIFT (Oreochromis niloticus)
provenientes de um fornecedor comercial (Piscicultura Projeto Peixe — Sales Oliveira,
SP) foram aclimatados por 20 dias em caixas d’agua de polietileno (ca. 500L, 1 peixe
/ 10L). A temperatura da agua foi mantida em 27°C, por meio de aguecedores com
termostatos e a qualidade da agua foi mantida por meio de filtros biolégicos Canister
(filtragem de 400 L / h) e aeracao constante. O fotoperiodo foi de 12 horas de luz
(07:00h as 19:00h). Os tanques foram sifonados semanalmente para remover as
sobras de alimentos e fezes, com renovagao de no maximo 25% da agua, para que
houvesse o minimo de prejuizo para os animais (e.g. GAUY; BOSCOLO;
GONCALVES-DE-FREITAS, 2018). Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia
(09:00h e 15:00h) com racédo comercial para peixes (AGROMIX®, 32% PB), a
saciedade aparente.
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2.2. Aparato utilizado

O estimulador tactil € um aparato formado por uma estrutura retangular de
PVC e por hastes plasticas verticais com cerdas de silicone nas laterais. Ele foi
utilizado para promover a estimulacdo tactil nos peixes (Figura 1A). Optamos pelas
cerdas de silicone, pois sdo macias, nao retiram o muco que reveste o corpo dos
peixes e nao provocam ferimentos (e.g. BOLOGNESI; GAUY; GONCALVES-DE-
FREITAS, 2019; CAPITULO 1 — dados n&o publicados). Foi utilizado, também, um
aparato semelhante, porém sem as cerdas de silicone, o qual funcionou como
controle, ndo promovendo a estimulacéo tactil (Figura 1B). Ambos os aparatos, cada
um em seu respectivo tratamento, foram introduzidos no centro do aquario (Figura
1C), de forma que ao passar pelo centro do aquario, os peixes do tratamento com
estimulagéo tactil tinham contato com as cerdas de silicone (Figura 1D).
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Figura 1. Estimulador tactil composto por uma estrutura retangular de PVC e hastes
plasticas, (A) com cerdas de silicone que promovem a estimulacao tactil e (B) sem as
cerdas de silicone para controle. (C) Aparato posicionado no centro do aquario. (D)
Peixe atravessando pelas cerdas de silicone. (E) Cronograma das atividades dentro

do delineamento experimental.
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2.3. Delineamento experimental

Foi testado o efeito da estimulagéo tactil de longo prazo sobre o bem-estar de
machos de tilapia-do-nilo em diferentes densidades de estocagem. Para isso, 0s
animais foram submetidos a quatro tratamentos: 1) Sem estimulacdo tactil e alta
densidade (densidade de 10 peixes / 140L - 1 peixe / 0,014 m®); 2) Sem estimulacao
tactil e baixa densidade (densidade de 10 peixes / 280L - 1 peixe / 0,028 m®); 3) Com
estimulacdo tactil e alta densidade (densidade de 10 peixes / 140L - 1 peixe / 0,014
m°); 4) Com estimulacéo tactil e baixa densidade (densidade de 10 peixes / 280L - 1
peixe / 0,028 m®). Foram feitas 10 réplicas por tratamento, dessa forma, foram
utilizados 400 animais. Para obter as diferentes densidades de estocagem, optamos
por reduzir o espago disponivel ao invés de aumentar o nimero de animais no
mesmo espacgo. Assim, padronizamos 0 numero de animais em todos o0s
tratamentos, uma vez que numero diferente de animais no grupo poderia interferir
nas interacdes sociais entre os animais (e.g. FALSARELLA; BRANDAO;
GONGALVES-DE-FREITAS, 2017). Nos tratamentos com estimulagdo téctil foi
introduzido o aparato com cerdas de silicone no centro do aquario, de modo que 0s
animais tinham acesso a estimulacéo tactil quando atravessassem pelo aparato. Nos
tratamentos sem estimulacédo tactil foi introduzido o aparato sem as cerdas de
silicone, de modo que 0s animais ndo tinham acesso a estimulacdo tactil. Os
aparatos foram inseridos nos aquarios no primeiro dia de experimento. Os peixes
foram anestesiados (Benzocaina, 0,03 g¢/L), medidos, pesados, agrupados e
destinados a um dos tratamentos. Os grupos de 10 animais foram mantidos em
aquarios por 21 dias. Todos os animais passaram por biometria no 1°, 10° e 21° dias
de experimento, sendo a do dia 10 para ajuste da proporcdo da racao oferecida aos
animais (4% da biomassa/dia, dividas em duas refeicdes por dia, 09:00h e 15:00h).
Além disso, houve coleta de sangue de todos os animais no 21° dia de experimento
para posterior analise do cortisol plasmatico (Figura 1E). O cortisol foi dosado, pois é
um indicador fisioldgico de estresse em peixes (ELLIS et al., 2012; HUNTINGFORD
et al., 2006; MARTINS et al., 2012).
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2.4. Parametros de desempenho produtivo

Foram avaliados os seguintes parametros de desempenho produtivo do grupo
(média dos 10 peixes do grupo):
- Ganho de comprimento = Comprimento padréo final — Comprimento padréo inicial;
- Ganho de peso = Peso final — Peso inicial,
- Coeficiente de variagdo do tamanho no grupo = (Desvio padrao/Média).100;
- Taxa de crescimento especifica (SGR):

SGR = (In Peso final— In Peso inicial/Tempo).100;

- Eficiéncia alimentar, a qual reflete a relacéo entre alimento consumido e ganho de
peso (DE VERDAL et al., 2017), aqui calculada pela taxa de eficiéncia alimentar
(FER).

FER = Ganho de peso/Quantidade de racdo fornecida.

Sendo que podemos assumir que a eficiéncia alimentar € melhorada quando a FER
€ aumentada (DE VERDAL et al., 2017);

- Fator de condicao (K), o qual reflete o estado fisioldgico de um peixe em relacdo ao
seu bem-estar (IGHWELA; AHMED; ABOL-MUNAFI, 2011), e foi calculado de acordo
com (FROESE, 2006; FULTON, 1904):

K = (Peso/Comprimento®).100.

2.5. Coleta de sangue e dosagem hormonal

Os animais foram anestesiados (Benzocaina, 0,09 g/L), o sangue foi coletado
por puncédo da veia caudal utilizando agulhas hipodérmicas e seringas heparinizadas.
O manejo foi realizado em menos de 2 minutos para evitar interferéncia nos
resultados (POTTINGER, 2008). O sangue foi centrifugado a 3.000 rpm por 10
minutos, o plasma foi separado e congelado a -20°C para posterior dosagem
hormonal. A dosagem do cortisol foi realizada pelo método ELISA — Enzyme Linked
Immunosorbent Assay, utilizando kits comerciais (IBL - Immuno Biological

Laboratories, Hamburg, Alemanha), ja4 validado para a tilapia-do-nilo (e.qg.
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BOLOGNESI; GAUY; GONCALVES-DE-FREITAS, 2019; BOSCOLO; MORAIS;
GONCALVES-DE-FREITAS, 2011). A andlise foi realizada em todos os peixes do
experimento, em duplicata e sem diluicdo das amostras. O coeficientes de variacédo

intra-ensaio e inter-ensaio foram, respectivamente, 5,7% e 11,5%.

2.6. Detalhes experimentais

O periodo de 21 dias foi escolhido como longo prazo, pois ele corresponde ao
triplo do tempo utilizado por Bolognesi, Gauy e Goncalves-de-Freitas (2019) para
fornecer a estimulacéo tactil a tilapia-do-nilo. Além disso, ja foi demonstrado que 21
dias sé@o suficientes para observarmos um efeito cumulativo da estimulagdo tactil
nessa espécie (CAPITULO 1 — dados ndo publicados). Os animais foram agrupados
em aquarios de diferentes tamanhos, sendo aquarios de 60 x 60 x 40 cm; ca. 140L
para os tratamentos de alta densidade (1 peixe / 0,014m°) e aquarios de 120 x 60 x
40 cm; ca. 280L para os tratamentos de baixa densidade (1 peixe / 0,028m?%). Todas
as laterais dos aquarios foram revestidas por plastico azul opaco para evitar contato
visual com animais de aquarios vizinhos. O azul foi utilizado porque previne o
estresse na tilapia-do-nilo (MAIA; VOLPATO, 2013). O fotoperiodo foi de 12 horas de
luz (07:00h as 19:00h). Os parametros da agua foram monitorados nos dias 1, 10 e
21, as médias * erro padrdo dos dias em cada tratamento estdo na tabela 1. Os
animais foram alimentados nos mesmos horarios e com a mesma racao fornecida
durante o periodo de aclimatacédo, porém com a quantidade de 4% da biomassa do
grupo. A quantidade de racéo fornecida durante todo o experimento foi igual entre os
tratamentos (média + erro padrdo de racdo oferecida (g) - tratamento sem
estimulacdo e alta densidade: 131,15 + 16,95; tratamento sem estimulacdo e baixa
densidade: 127,48 + 11,87, tratamento com estimulacao e alta densidade: 131,42 +
15,06; tratamento com estimulacdo e baixa densidade: 154,72 + 18,14; Two-way
ANOVA, entre tratamentos: Fq 36 = 0,77, p = 0,39; entre densidades: F 36 = 0,39, p
= 0,53; sem interagéo entre tratamento e densidade: Fq 35 = 0,74, p = 0,40). N&o foi
guantificado 0 numero de atravessamentos dos peixes pelo aparato, pois o alto
namero de animais por aquario dificulta essa analise. Porém, observamos
atravessamentos dos animais durante o periodo de alimentacéo e fora dele também.
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Ja foi demonstrado que a tilapia-do-nilo atravessa espontaneamente pelo aparato,
tanto isolada (BOLOGNESI; GAUY; GONCALVES-DE-FREITAS, 2019) quanto em
grupo (CAPITULO 1 — dados n&do publicados). Além disso, a comida foi distribuida
cada dia de um lado diferente do aquario para forcar o atravessamento dos animais

pelo aparato.

Tabela 1: Média * erro padrédo dos parametros da agua nos trés dias de medicdo em

cada tratamento (n = 10 cada tratamento).

Parametro Sem Sem Com Com
estimulacdo estimulacdo  estimulagcdo  estimulacéo
e alta e baixa e alta e baixa
densidade densidade densidade densidade
T (°C) 27,57 +0,06 27,34 +0,09 27,32 +0,10 27,40 +0,09
pH 7,04 + 0,03 7,05+ 0,05 7,03 +0,05 7,07 £ 0,03
OD (ppm) 8,29 + 0,07 8,46 + 0,07 8,47 £ 0,07 8,45+0,12

Amoénia (ppm)  0,12+0,03  0,06+0,02 0,17 0,05 0,08 + 0,03
Nitrito (ppm) 0,14+0,03  007+0,02  0,13+0,03 0,08 + 0,02

Temperatura (T) e pH medidos por aparelho eletronico - Hanna HI98127; Oxigénio
dissolvido (OD) medido por aparelho eletronico - Hanna HI9146; Niveis de amobnia e
nitrito medidos por kits comerciais — LabconTest.

2.7. Andlise de dados

Os dados foram testados quanto a normalidade pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov (HA; HA, 2012; LEHNER, 1996) e a homocedasticidade por Fmax (ZAR,
1999). Foi utilizado Two-way ANOVA para comparar 0os comprimentos padrdo e os
pesos iniciais e finais, os coeficientes de variacdo do grupo, o ganho de
comprimento, o ganho de peso, 0 SGR, a taxa de eficiéncia alimentar e o nivel de
cortisol do grupo (variaveis dependentes) entre estimulacdo e densidade (variaveis
categéricas). MANOVA para medidas repetidas foi usado para comparar o fator de
condicdo inicial e final (variaveis dependentes) entre estimulagcdo e densidade
(variaveis categoricas). Teste de Tukey HSD foi utilizado como teste post-hoc. Foi

considerado P < 0,05 para significancia estatistica.
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2.8. Nota ética

Este estudo esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentac&o
Animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais do Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da UNESP, Sdo José do Rio Preto, SP (CEUA-
IBILCE/UNESP), protocolo n°® 213/2019.

3. Resultados

N&o houve diferenca do comprimento padrdo e peso iniciais entre 0s
tratamentos, assim como nos respectivos coeficientes de variagdo do grupo. Porém,
houve diferenca desses parametros no final do periodo entre os tratamentos, exceto
dos coeficientes de variacdo do grupo (Tabela 2). Houve diferenca, também, no
ganho de comprimento, ganho de peso, taxa de crescimento especifica, taxa de
eficiéncia alimentar e nivel de cortisol do grupo entre os tratamentos (Two-way
ANOVA; Tabela 3; Figuras 2A-E). Levando em consideracdo essas variaveis, 0s
animais tiveram menor desempenho no tratamento sem estimulacdo e alta
densidade (p < 0,0003) e maior desempenho no tratamento com estimulacdo e baixa
densidade do que nos demais (p < 0,0001). Além disso, 0s animais dos tratamentos
sem estimulacdo e baixa densidade e com estimulacdo e alta densidade tiveram
desempenho semelhante (p > 0,96). Exceto o nivel de cortisol, o qual foi menor no
tratamento sem estimulacdo e alta densidade (p < 0,03) e semelhante nos demais

tratamentos (p > 0,22).
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Tabela 2: Média + erro padréo do comprimento padréo e peso dos animais no inicio e final do periodo e seus respectivos
coeficientes de variacdo do grupo em cada tratamento (n = 10 cada tratamento).

Variavel Sem Sem Com Com Valores de F 3 Valores de
estimulacdo estimulacdo  estimulagcéo estimulacéo p
e alta e baixa e alta e baixa
densidade densidade densidade densidade
CP inicial 8,07+0,3 7,99 +0,26 8,02+0,3 8,29 +0,35 Com vs Sem Estimulacao: 0,16 0,69
Alta vs Baixa Densidade: 0,09 0,77
Interacao: 0,34 0,56
CV do grupo 5,28 +0,81 4,87 +0,52 5,04 +£0,78 3,93+0,38 Com vs Sem Estimulacao: 0,82 0,37
Alta vs Baixa Densidade: 1,35 0,25
Interacao: 0,30 0,59
P inicial 17,78 +2,48 16,33+1,72 17,25+2,17 19,02 +2,54 Com vs Sem Estimulacao: 0,23 0,63
Alta vs Baixa Densidade: 0,005 0,95
Interacdo: 0,51 0,48
CV do grupo 18,11 +2,28 16,98 +1,85 17,48 + 2,56 14,11 +1,49 Com vs Sem Estimulacgéo: 0,70 0,41
Alta vs Baixa Densidade: 1,17 0,29
Interacéo: 0,29 0,59
CP final 8,16 + 0,28° 8,53+0,22®® 8,53+0,30® 9,39+0,35° Com vs Sem Estimulacéo: 4,35 0,04
Alta vs Baixa Densidade: 4,39 0,04
Interacdo: 0,71 0,41
CV do grupo 6,69 + 0,82 6,14 + 0,45 7,90 £ 0,82 5,45 + 0,45 Com vs Sem Estimulacéo: 0,15 0,70
Alta vs Baixa Densidade: 5,07 0,03
Interagédo: 2,05 0,16
P final 18,13 +2,12° 20,66 +1,72* 21,56+2,32® 31,02 +3,25° Com vs Sem Estimulacéo: 8,12 0,007
Alta vs Baixa Densidade: 6,13 0,02
Interagdo: 2,04 0,16
CVdogrupo 2156%+254 18,75+1,66 24,93 + 2,57 17,87 + 1,54 Com vs Sem Estimulacgéo: 0,34 0,57
Alta vs Baixa Densidade: 5,33 0,03
Interacao: 0,99 0,33

Two-way ANOVA seguido de Tukey HSD. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre tratamentos. Valores

significativamente diferentes estdo destacados em cinza e negrito. CP: Comprimento padréo (cm); CV: Coeficiente de variacdo (%);

P: Peso (g).
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Tabela 3: Comparacéo por Two-way ANOVA do ganho de comprimento,
ganho de peso, taxa de crescimento especifica, taxa de eficiéncia

alimentar e nivel de cortisol entre tratamentos (n = 10 cada tratamento).

Variavel Valor de F,36) P
Ganho de Com vs. Sem Estimulagéo: 97,03 <0,0001
comprimento Alta vs. Baixa Densidade: 110,94 <0,0001
Interacéo: 1,89 0,18
Ganho de peso Com vs. Sem Estimulagéo: 109,65 <0,0001
Alta vs. Baixa Densidade: 110,59 < 0,0001
Interagdo: 11,27 0,002

Taxa de crescimento Com vs. Sem Estimulacéo: 62,45 < 0,0001

especifica Alta vs. Baixa Densidade: 68,03 < 0,0001
Interacao: 1,26 0,27
Taxa de eficiéncia Com vs. Sem Estimulag&o: 64,40 < 0,0001
alimentar Alta vs. Baixa Densidade: 66,67 <0,0001
Interacao: 3,07 0,08
Cortisol Com vs. Sem Estimulacéo: 7,18 0,01
Alta vs. Baixa Densidade: 1,85 0,18
Interacao: 1,94 0,17

Valores significativamente diferentes estdo destacados em cinza e
negrito.
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Figura 2: Média + EP (A) ganho de comprimento, (B) ganho de peso, (C) taxa de
crescimento especifico, (D) taxa de eficiéncia alimentar e (E) nivel de cortisol do
grupo em cada tratamento. Comparacédo entre os tratamentos por Two-way ANOVA,
seguido de Tukey HSD. Letras diferentes indicam diferenca estatistica. Média + EP
do (F) fator de condicdo no inicio e final do periodo experimental. MANOVA para
medidas repetidas seguido de Tukey HSD. Valores de p indicam diferencas
significativas dentro de cada tratamento. Letras comparam os fatores de condic&o

inicial e final entre os tratamentos. Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

Houve também diferenca no fator de condicdo entre os tratamentos no inicio e

final do periodo (MANOVA para medidas repetidas, com interagéo entre tratamento e
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densidade: Fg136 = 4,40, p 0,04; com interacdo entre fator de condicdo e
densidade: F13) = 15,39, p = 0,0004; com interacdo entre fator de condicdo e
tratamento: Fuss = 17,52, p = 0,0002; sem interagéo entre fator de condicéo,
densidade e tratamento: F3s = 1,84, p = 0,18; Figura 2F). Ndo houve diferenga no
fator de condicao inicial entre os tratamentos (p > 0,77). O fator de condicao final foi
igual entre os tratamentos (p > 0,37), exceto no tratamento com estimulacao e baixa
densidade, o qual foi maior que os demais (p < 0,002). Além disso, houve aumento
comparando o fator de condicdo do inicio e do final do periodo no tratamento com
estimulacdo e baixa densidade (p = 0,0001), o que nao ocorreu no restante dos

tratamentos, onde o fator de condigdo se manteve igual (p > 0,09).

4. Discusséao

Neste estudo foi observado que a estimulagéo tactil de longo prazo melhorou
o desempenho produtivo da tilapia-do-nilo, aumentando o crescimento, a eficiéncia
alimentar e o fator de condicdo dos animais, possivelmente por reduzir os efeitos
negativos da alta densidade de estocagem. Além disso, a estimulacao tactil de longo
prazo combinada com a baixa densidade de estocagem, tem o melhor desempenho
entre os tratamentos, mesmo com nivel de cortisol mais alto do que no tratamento
sem estimulacdo e alta densidade. Portanto, a estimulacdo tactil pode ser uma
ferramenta utilizada na piscicultura com a proposta de aumentar a produtividade por

meio do aumento do bem-estar dos peixes.

Os animais partiram de uma condicdo semelhante de comprimento padréo e
peso em todos os tratamentos. Foi observado crescimento em todos eles, porém na
presenca da estimulacdo tactil esse crescimento foi maior. Todos os tratamentos
tinham uma boa qualidade da agua, a qual € um fator que pode influenciar no
desempenho dos animais em altas densidades (ELLIS et al., 2002; HUNTINGFORD;
TURNBULL; KADRI, 2018). Portanto, podemos sugerir que todos os parametros
analisados aqui tiveram clara influéncia da estimulagéo tactil nas duas densidades de
estocagem, uma vez que todas as variaveis abidticas foram adequadamente

controladas.
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Ja foi demonstrado para essa espécie que a estimulacdo tactil diminui a
agressividade em animais isolados (BOLOGNESI; GAUY; GONCALVES-DE-
FREITAS, 2019) e animais agrupados (CAPITULO 1 — dados n&do publicados). Isso
pode acontecer, pois a estimulacdo tactii aumenta os niveis de serotonina em
humanos (FIELD et al., 2005) e a manipulagdo do sistema serotoninérgico
demonstrou ter efeito sobre a agresséo em peixes. Por exemplo, Lepage et al. (2005)
demonstraram diminuicdo da agresséo dos individuos apdés estimular a producéo de
serotonina na truta arco-iris. Além disso, Adams, Liley e Gorzalka (1996) mostraram
aumento da agressdo em uma espécie de ciclideo apds inibicdo do sistema
serotoninérgico. Juntos, esses dados demonstram que niveis elevados de serotonina
estdo associados com reducdo de agressividade nos animais. As interacoes
agressivas, por sua vez, demandam alto gasto energético para 0s peixes
(ALVARENGA; VOLPATO, 1995), o que interfere no crescimento da tilapia-do-nilo
(FERNANDES; VOLPATO, 1993). Assim, sugerimos que esse possa ser um dos
fatores que explica o maior crescimento dos peixes mantidos em contato com a

estimulacao tactil.

Considerando a diminuicdo da agressividade no tratamento com estimulagcéo
tactil, os animais também podem ter apresentado maior crescimento pela inibicdo
dos seguintes mecanismos: 1) Em situacdes de luta ou fuga, o sistema nervoso
simpatico é ativado, aumentando a secre¢do de adrenalina pelas células cromafins
(WENDELAAR BONGA, 1997). A adrenalina, por sua vez, aumenta a quebra de
estoques de substrato de energia, como glicogénio hepatico e gorduras
(WENDELAAR BONGA, 1997). 2) Em situacbes de estresse social, 0 eixo
hipotalamo-pituitaria-interrenal (HPI) é ativado em peixes, aumentando a secre¢ao de
cortisol (WENDELAAR BONGA, 1997; WINBERG; HOGLUND; @VERLI, 2016). O
cortisol € um hormdnio catabdlico, o qual facilita a lipélise e em condi¢cdes crénicas
promove quebra de proteinas (WENDELAAR BONGA, 1997). Esses dois
mecanismos atuam diretamente no crescimento dos animais, uma vez que ganho de
peso e comprimento sao eventos anabdlicos e, portanto, sao favorecidos pela menor
ativacdo do sistema nervoso simpatico e do eixo HPI. Além disso, o cortisol pode
interferir na acdo do hormonio de crescimento (GH), de forma direta, influenciando a
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producdo do GH (DEANE; WOO, 2009), ou indireta, inibindo seus receptores de IGF-
1 no figado, com consequente reducdo no crescimento muscular (KAJIMURA et al.,
2003; SADOUL; VIJAYAN, 2016). Além desses efeitos, o cortisol também pode inibir
0 apetite e interferir na absorcdo de nutrientes em peixes (SADOUL; VIJAYAN,
2016). Assim, tanto o crescimento quanto a eficiéncia alimentar podem estar
associados a melhor ingestdo e assimilacdo de alimento, caso a estimulagéo tactil

diminuisse o estresse social.

Apesar de existirem estudos mostrando que a estimulacéo tactil reduz o nivel
de cortisol em mamiferos (FIELD et al., 2005; FREITAS et al., 2015; REHN et al.,
2014) e peixes recifais (SOARES et al., 2011), ndo encontramos redugdo neste
estudo. Observamos maior nivel de cortisol nos tratamentos com maior crescimento
dos animais, o que vai contra aos mecanismos de crescimento influenciados pelo
cortisol citados acima. Porém, o nivel de cortisol encontrado nesse estudo pode nao
significar que os animais estdo estressados, uma vez que cortisol € necessario para
a manutencédo de todos os organismos (SELYE, 1950). Aqui usamos a tilapia-do-nilo
linhagem GIFT (Genetic Improvement of Farmed Tilapias), a qual foi selecionada
para aumentar seu desempenho em crescimento (DEY et al.,, 2000; GUPTA;
ACOSTA, 2004), podendo haver sele¢éo de individuos mais ou menos reativos ao
estresse, 0s quais podem apresentar niveis diferentes de cortisol do que a tilapia-do-
nilo comum (e.g. POTTINGER; MORAN; MORGAN, 1994, com truta arco-iris). Para
essa linhagem, alguns trabalhos relatam niveis basais de 90 - 110 ng/ml* para
animais isolados (BOLOGNESI; GAUY; GONCALVES-DE-FREITAS; 2019) e 70 — 90
ng/ml™ para animais agrupados (JUN et al., 2013; QIANG et al., 2016). Desse modo,
0s niveis de cortisol encontrados nos tratamentos com estimulacéo tactil estdo dentro
dos niveis basais para essa linhagem. Além disso, o menor nivel de cortisol
encontrado no tratamento sem estimulagéo e alta densidade pode ser explicado, pois
a elevacao cronica do nivel de cortisol é regulada por feed-back negativo do eixo HPI
(WENDELAAR BONGA, 1997), refletindo em um menor pico de cortisol nessa
situacao (e.g. BARCELLOS et al., 1999a; SALONIUS; IWAMA, 1993). Desse modo,
o menor nivel de cortisol encontrado no tratamento sem estimulacdo e alta

densidade nédo significa que 0s animais estavam menos estressados do que no
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tratamento com estimulag&o e baixa densidade. Esse fato ainda pode ser confirmado
pelo melhor desempenho dos animais em todos os parametros produtivos, mesmo
com o nivel de cortisol mais alto, 0 que ndo aconteceria se esse nivel de cortisol
indicasse estresse, uma vez que o0 estresse interfere no crescimento dos animais
(SADOUL; VIJAYAN, 2016).

Além do crescimento, a eficiéncia alimentar também apresentou uma melhora
na presenca da estimulacéo tactil em ambas as densidades. Esse parametro indica a
conversado do alimento em peso, ou seja, quanto melhor a eficiéncia alimentar menos
alimento foi consumido por g de peixe produzido (DE VERDAL et al.,, 2017).
Comparando entre os tratamentos, podemos sugerir que uma quantidade
semelhante de racdo pode ser convertida em 3 vezes mais peso quando os animais
estdo em contato com a estimulacdo tactil. De acordo com Besson et al. (2016)
melhorar a taxa de crescimento e a eficiéncia alimentar dos animais tem impacto
positivo na piscicultura, uma vez que essas caracteristicas vao reduzir os custos
(BESSON et al., 2016; DE VERDAL et al., 2017; GARCIA et al., 2016) e os impactos
ambientais dessa préatica (BESSON et al., 2016; DE VERDAL et al., 2017).

Outro ponto importante a ser destacado é que a estimulacao tactil teve efeito
positivo no tratamento com alta densidade de estocagem, aumentando o0s
parametros produtivos a niveis semelhantes aos encontrados no tratamento sem
estimulacdo e com baixa densidade. Os tratamentos com baixa densidade, tanto sem
quanto com estimulacao tactil, apresentaram melhor desempenho nos parametros
produtivos comparados com os tratamentos com alta densidade. Alguns trabalhos
com tilapia-do-nilo jA demonstraram que altas densidades tém impacto negativo na
producdo dessa espécie. Por exemplo, Azaza et al. (2013) e Garcia et al. (2013)
demonstraram que alta densidade de estocagem estd associada com menor
crescimento e menor eficiéncia alimentar. Além desses parametros, Wu et al. (2018)
também observaram menor fator de condi¢cdo, qualidade da carne e sobrevivéncia
em alta densidade. Barcellos et al. (1999b) e Jun et al. (2013) mostraram elevado
nivel de cortisol em densidades maiores. Esses efeitos negativos podem ocorrer,
pois as altas densidades podem influenciar as intera¢cdes sociais, suprimindo o
crescimento dos animais (ASHLEY, 2007; ELLIS et al., 2002). De fato, todos os
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trabalhos citados a cima, mostrando os impactos da alta densidade na tilapia-do-nilo,
discutem a influéncia das interagbes sociais nos resultados encontrados. Desse
modo, podemos sugerir que a estimulacao tactil de longo prazo teve efeito reduzindo
0S Iimpactos negativos da alta densidade de estocagem na tilapia-do-nilo,
provavelmente, diminuindo as interacdes agressivas no grupo (como demonstrado

no Capitulo 1 — dados n&o publicados).

A combinacdo da estimulacdo tactii com a baixa densidade teve o melhor
desempenho entre os tratamentos, o qual foi demonstrado pelo maior crescimento,
maior eficiéncia alimentar e aumento do fator de condicdo dos animais. O fator de
condigéo esta relacionado com diversas caracteristicas de desempenho do animal,
como crescimento e qualidade nutricional (FROESE, 2006), portanto seu aumento
demonstra boas condicbes de bem-estar e criagdo. Wu et al. (2018) também
observaram maior fator de condicdo em baixa densidade de estocagem na tilapia-do-
nilo. Além disso, animais dessa espécie em contato com a estimulacgéo tactil de longo
prazo apresentaram maior fator de condicdo do que os animais do controle
(CAPITULO 1 — dados n&o publicados). Assim, podemos sugerir que a combinacao
de estimulacéo tactil com baixa densidade de estocagem tem melhor desempenho

na producéo e, provavelmente, na saude e bem-estar dos animais.

Podemos concluir, portanto, que a estimulagéo tactil de longo prazo pode ser
uma ferramenta promissora para aumentar a produtividade na piscicultura,
principalmente se associada com baixas densidades e, também, para anular os
efeitos negativos da alta densidade de estocagem. Desse modo, essa ferramenta
pode melhorar a producéo no futuro, uma vez que, para atender a demanda mundial
de peixes, a piscicultura precisard produzir maiores quantidades utilizando menos
alimento, agua e espaco (GODFRAY et al., 2010; HUNTINGFORD; TURNBULL,;
KADRI, 2018). Nesse contexto, a estimulagdo tactil € um método eficiente, embora,
mais estudos sejam necessarios para confirmar essa eficiéncia em tanques com

ndmero maior de animais.
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