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Resumo

A Aquacultura tem tido um aumento significativo nas Ultimas décadas, e a producao
intensiva de pescado tem suscitado uma maior preocupacdo com 0 bem-estar dos
animais, que estao sujeitos a varios agentes de stress, que podem conduzir a uma
diminuicdo da qualidade e eficiéncia de producdo. Assim, surge a necessidade de
procurar metodologias de forma a mitigar os efeitos do stress nos peixes de aquacultura.
Por isso, neste estudo, foi testado um método de estimulacdo tactil, semelhante a
massagem, que promove um enriquecimento ambiental com efeitos positivos de bem-
estar em animais. Esta metodologia inovadora foi testada em duas espécies cultivadas
em Portugal e com elevado valor comercial: a dourada Sparus aurata, € 0 sargo
Diplodus sargus. A estimulacéo tactil foi testada durante 21 dias usando quatro animais
por aquario. Foi utilizado um tratamento, com um aparato feito com hastes plasticas e
fios de silicone, a modo de promover estimulacdo tactil, e um controlo, com hastes,
porém, sem os fios de silicone. O aparato foi inserido no centro do aquério. O
comportamento foi avaliado por meio de gravacfes de videos de 30 minutos por dia.
Nas quais foram quantificados os comportamentos de atravessamento, ameacgas e
agressoes. Além disso, metade dos individuos foram sujeitos a um teste de stress, aos
guais foram medidos cortisol e monoaminas, com o objetivo de verificar se havia uma
resposta metabdlica ao stress. Os resultados referentes ao comportamento indicaram
um maior nimero de atravessamento para ambas espécies no controlo. No cortisol,
observou-se que as douradas do tratamento com estimulagdo tactil, tiveram um
aumento menor do cortisol enquanto nos sargos, o aumento foi maior no controlo. Nas
monoaminas, foram encontradas diferengcas nos metabolitos neutransmissores de
dopamina nas douradas e serotonina nos sargos e na razao desses metabolitos com as

préprias.

Palavras-chave: Bem-estar, enriquecimento ambiental, comportamento, cortisol,

monoaminas cerebrais, aquacultura, estimulagao tactil.



FCUP
Bem-estar em peixes na aquacultura: os efeitos do contacto fisico nas respostas dos peixes ao
stress.

Abstract

Aquaculture has seen a significant increase in recent decades, and intensive fish
production has raised greater concern about the welfare of animals, which are subject to
various stress agents, which can lead to a decrease in quality and production
efficiency.Thus, there is a need to seek methodologies to mitigate the effects of stress
on farmed fish. Therefore, in this study, a method of tactile stimulation, similar to
massage, was tested, which promotes environmental enrichment with positive effects on
animal well-being. This innovative methodology was tested on two species cultivated in
Portugal and with high commercial value: the sea bream Sparus aurata, and the bream
Diplodus sargus. Tactile stimulation was tested for 21 days using four animals per tank.
A treatment was used, with an apparatus made with plastic rods and silicone wires, in
order to promote tactile stimulation, and a control, with rods, however, without the
silicone wires. The apparatus was inserted in the center of the aquarium. Behavior was
assessed through 30-minute video recordings per day. In which crossing behaviors,
threats and aggressions were guantified. In addition, half of the individuals underwent a
stress test, in which cortisol and monoamines were measured, with the aim of verifying
whether there was a metabolic response to stress. The results regarding behavior
indicated a greater number of crossings for both species in the control. Regarding
cortisol, it was observed that the sea bream in the treatment with tactile stimulation had
a smaller increase in cortisol while in the bream, the increase was greater in the control.
In monoamines, differences were found in the neutralizing metabolites of dopamine in

sea bream and serotonin in bream and in the ratio of these metabolites to themselves.

Keywords: Welfare, environmental enrichment, behaviour, cortisol, brain monoamines,

aquaculture, tactile stimulation.
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Introducéao

1.1. Aquacultura:

A aquacultura esta entre os setores mais dindmicos do sistema alimentar global (Naylor et al., 2023). A
produgao mundial de aquacultura foi crescente ao longo das ultimas décadas desde 1950 e atingiu em
2022 um recorde histérico de 130,9 milhdes de toneladas, um aumento de 8,1 milhées de toneladas em
relacao aos 122,8 milhdes de toneladas registados em 2020 (FAO, 2024). A aquacultura representa assim

51% do fornecimento de pescado, ultrapassando as pescas no fornecimento de pescado (FAO, 2024).

Portugal apresenta um elevado consumo de pescado, estando nas primeiras posi¢gées ao nivel mundial do
consumo per capita (FAO,2024). As espécies de aquacultura mais importantes em Portugal sdo a dourada
Sparus aurata (Linnaeus,1974), o robalo Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758), o linguado Solea
senegalensis (Kaup,1858) e a corvina Argyrosomus regius (Asso,1801), sendo também produzidas outras
espécies como o sargo Diplodus sargus (Linnaeus,1758), embora em menores quantidades (Fernandes,
2017).

Este aumento da aquacultura, possibilita uma diminui¢cao da pressdo média de pesca, favorecendo assim,

a recuperagao das espécies em ambiente natural (Natale et al.,2013; FAO,2024).

Apesar dos beneficios, a aquacultura também apresenta aspetos negativos. A intensidade de cultivo destes
animais, acarreta problemas de bem-estar, que muitas vezes sao refletidos num aumento de doencas,
qualidade do pescado e mortalidade (FAO, 2022). Surge entdo, uma preocupagdo com o bem-estar dos

animais em aquacultura.
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1.2. Bem-estar em peixes de aquacultura

Um dos maiores desafios que a aquacultura enfrenta esta associado com a sua sustentabilidade que passa
nao so por reduzir a sua pegada ambiental, 0 que tem sido alcancado através da introducéo de sistemas de
cultivo semi aberto que permitem um maior controlo da qualidade de agua e menor quantidade de agua
libertada para o mar/rios. Um melhor controlo dos parametros da agua implica também a garantia de
melhores condi¢Ges para os animais cultivados, reduzindo os fatores de stress e aumentando o bem-estar
animal (Martins et al.,2012; Calone et al.,2019). Em Portugal, a preocupacdo com o bem-estar dos
organismos aquaticos tem aumentado gradativamente, em parte devido a trabalhos de conscientizacéo por
grupos como o Fish Etho Group (https://fishethogroup.net/). O bem-estar, é também, uma exigéncia dos
consumidores para aceitacdo dos produtos da aquacultura (Zander et at., 2017). E fundamental, por isso,
identificar os agentes de stress existentes no cultivo de peixes, o seu impacto e procurar solu¢des para a
sua mitigagao.

Esta linha de investigacdo ainda € precoce, havendo poucos estudos publicados, o que pode estar
relacionado a percecéo publica de que os peixes ndo tém percecdo da dor e de consciéncia (Brown et al.,
2011a). Todas as evidéncias sugerem que os peixes sdo, de facto, muito mais inteligentes do que se acredita.
Revisbes sobre cognicdo dos peixes sugerem que 0s peixes mostram uma elevada gama de
comportamentos sofisticados. Por exemplo, eles tém memorias de longo prazo, desenvolvem habitos
complexos, mostram sinais de inteligéncia maquiavélica, cooperam e reconhecem uns aos outros e sao até
mesmo capazes de usar ferramentas (Brown et al., 2011b).

Evidéncias recentes também sugerem que, apesar das aparéncias, o cérebro dos peixes também é
mais semelhante ao nosso do que pensava anteriormente. Ha todas as razdes para acreditar que eles
também podem ser conscientes e, portanto, capazes de sofrer (Brown, 2015).

E importante salientar que diferentes espécies tém diferentes requisitos biolégicos e ambientais e
mostram diferentes respostas as condi¢des de aquacultura. As medidas comportamentais e fisiolégicas
estdo intrinsecamente ligadas e dependem umas das outras para uma interpretagdo correta no que diz
respeito ao bem-estar (Dawkins,1988). Nao existe uma medida Unica de bem-estar e, embora uma ampla
gama de medidas fisioldgicas, bioquimicas e comportamentais sejam usadas para avaliar o bem-estar,
nenhuma delas é considerada confiavel isoladamente sendo necessaria a aplicacdo de multiplas medidas
(Broom,1997)). Isto deve-se, em parte, a necessidade de uma interpretacao cuidadosa do contexto funcional

de muitas das medidas utilizadas (Dawkins, 1998).

O bem-estar animal ndo €&, de forma alguma, um conceito simples. As duas questdes principais séo o
significado de bem-estar animal e a melhor forma de o medir objetivamente (Broom, 1991a; Broom,
1991b; Dawkins, 1998; Mendl et.al, 2004). A produgdo de diretrizes precisas e objetivas para os niveis de
aceitacao em todos os aspetos do bem-estar dos peixes s6 sera possivel com a resolugao destas questdes.
A Farm Animal Welfare Comitee (FAWC) baseou, portanto, as suas diretrizes no quadro das “Cinco

Liberdades”, que define estados ideais em vez de niveis especificos de bem-estar aceitavel (FAWC, 1996).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168159106002954#bib66"
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A auséncia de fome e sede, desconforto, dor, lesdes, doenca, medo e angustia, bem como a liberdade de
expressar um comportamento normal, proporciona-nos um quadro légico para avaliar as questdes de bem-
estar. A saude fisica é a medida de bem-estar mais universalmente aceita e é, sem duvida, um requisito
necessario para ser consideravel (Broom et al.,1991a).

E importante lembrar que os problemas de satde podem ser tanto uma causa como um resultado
de um bem-estar deficiente. Este aspeto, procura, portanto, compreender experiéncias subjetivas de animais
nao humanos e propde a experiéncia consciente do sofrimento nestes animais (Broom et al.,1991a).

O bem-estar dos peixes € uma questdao importante para a industria, ndo s6é para a percegao publica,
marketing e aceitacdo do produto, mas também frequentemente em termos de eficiéncia de producgao,
qualidade e quantidade (Broom, 1998; Southgate et al., 2001; FSBI, 2002).

1.3. Stress na aquacultura:

A atividade da aquacultura tem presentes varios agentes de stress que podem ser pontuais como é o caso
da amostragem, limpeza dos tanques ou permanentes como € o caso das densidades, qualidade da agua,
entre outros (Conte,2004). Estes agentes de stress podem provocar alteragdes fisiolégicas nos peixes que
os tornam mais suscetiveis a parasitas ou a patdégenos, podendo assim conduzir a maiores incidéncias de
doencas e aumentar a mortalidade (lwama et al., 1997). Embora muitos dos agentes de stress na
aquacultura sejam inevitaveis, é possivel mitiga-los para que o bem-estar dos peixes sejam mantido e a

producgao seja bem-sucedida (Ashley, 2007).

a) Resposta Comportamental

O comportamento social é definido como qualquer tipo de interacao entre individuos, que influencie seu
comportamento imediato ou futuro (Robinson et al, 2008), podendo ocorrer entre individuos da mesma
espécie ou entre espécies diferentes (Oliveira et al., 2021). Nesta estrutura conceitual, existem diversos
comportamentos que sao denominados como comportamentos sociais, podendo ser, reprodutivos,
interacbes cooperativas (Teresa et al., 2011; Tanaka et al., 2018) e hierarquia social, que é marcada por
interacbes agressivas, para classificacdo social e defesa de territério (Damsgard et al., 2012).

O comportamento agressivo, por exemplo, faz parte do repertério natural de varias espécies. Este
comportamento aumenta o gasto energético, o que pode interferir no crescimento, reprodugéo e outras
atividades do animal (Fernandes et al.,1993; Greaves et al, 2001; Gongalves-de-Freitas et al.; 2019; Cavalino

et al., 2023). Assim, os niveis de agressividade também sao utilizados como indicadores de bem-estar.

b) Resposta Fisiologica
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A resposta ao stress é considerada um mecanismo adaptativo que permite ao peixe lidar com agentes de
stress e manter seu estado normal ou homeostatico. Simplificando, o stress pode ser considerado um estado
de desequilibrio da homeostasia que € restabelecido por um complexo conjunto de respostas adaptativas
(Chrousos, 1998).

A resposta fisiolégica ao stress envolve todos os trés sistemas reguladores, neural, enddcrino e imunitario,
e é comum em todos os vertebrados, incluindo os peixes. A percecao do stress pelos sensores do sistema
nervoso provoca a secregao imediata da hormona libertadora de corticosteroides (CRH) pelo nucleo pré-
optico do hipotalamo. Os recetores CRH estimulados da hipdfise induzem a libertagdo da hormona
adrenocorticotropica (ACTH) para a circulagao, que, em sequéncia, estimula a libertagao de cortisol pelas
células adrenais (Pickering et al., 1981).

Essa resposta promove a sobrevivéncia e a recuperacao dos individuos durante e apos eventos desafiantes
(Greenberg et al., 2001) resultando em alteracbes fisiologicas. A elevacdo cronica das concentracdes
circulantes de cortisol também reduz o crescimento, apesar do comportamento alimentar se manter normal

(Bernier et al., 2004), mostrando que existe um custo metabdlico do stress.

O cortisol é a principal hormona relacionada com o stress, 0 que o torna o indicador mais importante de
exposicdo aa este fator (Lopez-Patifio et al., 2021). Quando o peixe € exposto a um agente stressor ocorre
a ativacdo de dois eixos neuroenddcrinos: o eixo hipotdlamo-sistema nervoso simpético e células cromafins
(HSC), que resulta na libertacdo de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina), como produtos finais; e 0
eixo Hipotalamo-Hipofise-Interrenal (HHI) que liberta os corticosteroides (cortisol e cortisona) (Mazeaud et
al., 1977; Braithwaite and Ebbesson, 2014). De facto, estas elevac¢des acentuadas do cortisol plasmatico
tém sido extremamente usadas como indice de stress (Pottinger et al.,1992). Porém, essas medidas podem
ser afetadas por varios fatores diferentes (Dawkins, 1998; Huntingford et al., 2006; Braithwaite and
Ebbesson, 2014).

As monoaminas serotonina e dopamina sao importantes neurotransmissores/neuromoduladores
monoaminérgicos no sistema nervoso central. Esses sistemas monoaminérgicos sdo evolutivamente bem
conservados e sédo encontrados em invertebrados e também em vertebrados (Adrio et. al 1999; Azmitia
2007). As respostas comportamentais e fisioldgicas ao stress tém mecanismos de controlo comuns no
cérebro e 0s neurotransmissores monoaminas serotonina (5-hidroxitriptamina, (5-HT), dopamina (DA) e
norepinefrina (NE) desempenham aqui um papel vital, para além de estarem envolvidos em acbes

agressivas (Pottinger et al.,1992).

O aumento de 5-HT(5-hidroxitriptamina) esta associado a inibicdo da agressdo e ao comportamento
subordinado nos peixes, enquanto o aumento da atividade de dopamina (DA) estd associado a um
comportamento agressivo e competitivo e a uma dominancia (Winberg et al.,1993). O aumento das
atividades dopaminérgicas e serotoninérgicas no sistema nervoso central participa na estimulacdo da

sintese de cortisol e na sua libertacdo para o sangue, como foi relatado para outras espécies, também é
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aceite o envolvimento das monoaminas cerebrais (DA e 5HT) na iniciacdo da resposta dos peixes teledsteos
a diferentes fatores de stress agudos (perseguicdo, exposi¢do ao ar, etc.), embora a informacao relativa ao

papel destes neurotransmissores durante o stress crdnico seja escassa (Lopez-Patifio et al.2014).

1.4. Técnicas de mitigagdo do stress: Uma nova forma de enriquecimento: o contacto

fisico e/ou estimulacao tactil:

Tem sido criado, uma variedade de estratégias que sao conhecidas como enriguecimento ambiental, e sao
usadas para evitar o desenvolvimento de caracteristicas mal-adaptativas ou indesejadas em peixes em
cativeiro (Flagg et al., 1999; CHSRG - California Hatchery Scientific Review Group 2012), Néaslund et al.,
define o enriquecimento ambiental de forma geral, como um aumento deliberado na complexidade ambiental
com o objetivo de reduzir caracteristicas mal-adaptativas e incomuns em peixes criados em ambientes

privados de estimulos (Naslund et al., 2016)

O enriquecimento ambiental pode melhorar o bem-estar de peixes em cativeiro. O seu objetivo € fornecer
nova estimulacdo sensorial e motora para ajudar a atender as suas necessidades comportamentais,
fisiologicas, morfoldgicas e psicoldgicas, ao mesmo tempo em que reduz o estresse e a frequéncia de

comportamentos anormais. (Arechavala-Lopez et al., 2021).

Um dos enriqguecimentos ambientais usados € a estimulagao tactil, que € um tipo de enriquecimento
sensorial e que o seu efeito na redugao do stress tem sido evidenciado em varios estudos com mamiferos
e 0 seu papel é igualmente observavel nos humanos quando, por exemplo, recorrem a massagens de
relaxamento (Field, 1996; Field et al.,2005; Jane et al.,2009). Estas “massagens” produzem efeitos positivos
nos individuos, proporcionando ndo s6 bem-estar como também beneficios ao nivel da saude através da
reducao dos niveis de cortisol (Field et al., 2005). Ha estudos em humanos que mostram que a produgao de
cortisol aumenta de forma consideravel apés stress induzido experimentalmente e diminui de forma

consideravel apés terapias relaxantes, como a massoterapia (Field et al., 2005).

Existem alguns estudos que demostram que a estimulacéo tactil de longo prazo melhora o sistema imunitario
em animais como por exemplo, em caes (Charnetski et al.,2004), em bovinos, suinos (Magalhaes Silva,2015;
Lima, 2019) e em humanos (Field, 1995). No caso dos peixes, as evidéncias desse efeito benéfico, estdo a
dar os primeiros passos, com testes em peixe-zebra (Schirmer et al.,2013), e tilapia-do-nilo (Gauy et al.,
2022). Sabe-se que a simbiose de limpeza é uma das interagcbes comportamentais mais notaveis em
ambientes marinhos e aquaticos (Losey, 1987). Feder (1966) define a simbiose de limpeza como "uma
relacdo na qual certos organismos removem ectoparasitas, bactérias, tecidos doentes e feridos e particulas

indesejadas de alimentos de peixes cooperantes e de alguns outros organismos que o0s visitam”,



FCUP | 6
Bem-estar em peixes na aquacultura: os efeitos do contacto fisico nas respostas dos peixes ao stress.

estabelecendo assim uma relacdo beneficios para hospedeiro e peixe-limpador. Tendo como base esta
simbiose, Soares (et al. 2011) tentou reproduzir em aquarios, a estimulagao tactil demonstrando que esta
diminui o stress em peixes tropicais, concluindo que a relagdo entre peixe, hospedeiro e limpador vai muito
além da remocéao dos parasitas. Na natureza, um peixe cliente tem seus ectoparasitas removidos por um
peixe limpador, que fornece estimulagéo tactil através das suas barbatanas sobre o corpo do hospedeiro,
enquanto remove 0s parasitas (Soares et al., 2011). Esse efeito foi criado artificialmente pelos autores, que
desenvolveram um aparelho composto por um modelo de peixe limpador que esfregou mecanicamente o
peixe cliente, confirmando os efeitos positivos esperados dessa relacdo. Bolognesi et al. (2019) também
criaram um aparato com fios de silicone, que promovia estimulagéo tacil quando o peixe atravessava por
entre as cerdas. Porém, este modelo foi criado para testar a estimulacdo tactii em peixes que né&o

apresentam comportamento de cliente/limpador.

1.5. Espécies

O foco deste trabalho, sdo espécies importantes para a

e o aquacultura em Portugal, a primeira espécie foco € a dourada

";f" a ' *"_&' P 7 Sparus .auratz.i (L'inn,aeus, 1758), (figura 1), que é um Sparidae
£ g/ : =1 subtropical distribuido de 62°N- 15°N, 17°W - 43°E. Ocorre
‘g > 4 h a naturalmente no Mediterraneo e no Mar Negro (raro), € no

Atlantico Oriental, desde as llhas Britanicas, Estreito de

Gibraltar até Cabo Verde e em torno das llhas Canarias.
Figura 1. Dourada, sparus gurata. Schneider.W,1990(FAD) (Pauly et al., 2008).

A dourada € uma espécie hermafrodita protandrica: € um macho funcional nos primeiros dois anos, tornando-
se fémea quando atinge mais de 30 cm de comprimento (Sola et al.,2007). E uma espécie de elevado valor
comercial e uma das primeiras na regido mediterranea a ser cultivada em aquacultura, tendo ja protocolos
bem estabelecidos e ra¢des formuladas de acordo com 0s seus requisitos nutricionais. O seu cultivo faz-se
geralmente em zonas estuarinas em aquacultura semi-aberta, em tanques de terra ou em jaulas no mar
(FAO, 2006). E uma espécie classificada como “pouco preocupante” (LC) pela IUCN (2023). A dourada, nas
fases juvenil e adulta, € uma espécie essencialmente carnivora, alimentando-se de moluscos, crustaceos e

outros organismos benténicos (Moretti et al. 1999).
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A segunda espécie foco é o sargo Diplodus Sargus (L.1758) (figura 2), que tem uma distribuicdo geografica
gue abrange o Mediterraneo, o oeste do Mar Negro e o leste
do Atlantico, da Bretanha as llhas Canarias, Madeira e
noroeste da Africa. Esta classificado como uma espécie
“pouco preocupante” (LC) pela IUCN (Pollard et al., 2014).

S&o0 animais com sexos separados ou protandricos (Bauchot,
1986) mostra um padrdo hermafroditismo diginico atingindo a
maturidade sexual durante o segundo ano de vida, com cerca

de 17cm (Morato et al., 2003). E uma espécie muito

valorizada, com um elevado valor comercial (Harmelin-Vivien
Figura 2. Diplodus sargus- Bauchot, M.L,1 et al.,1995) mas o seu cultivo foi estudado durante varios anos,
tendo o seu potencial para aquacultura considerado baixo devido a sua baixa taxa de crescimento e
propensao para acumulacdo de ectoparasitas e por isso, ndo esta estabelecida. O seu cultivo faz-se
sobretudo em regime de policultura, tendo sido objeto de iniciativas de repovoamento marinho por meio do
uso de juvenis e subadultos fornecidos por instalacbes de aquacultura locais (D'Anna et al., 2004; 2012;
Santos et al. 2006). Estudos mostram que o0s sargos, tem uma dieta altamente oportunista (Rosecchi 1987;
Sala et al.,1997; Figueiredo et al. 2005; Leitdo et al. 2007). J& foi identificado pequenos copépodes
ectoparasitas em seu contetdo estomacal (Rosecchi, 1987; Mariani, 2001), o que sugere uma limpeza
ocasional, e sendo assim considerado um limpador facultativo. (Abecasis et al.,2015). Essa atividade € vista
em sargos juvenis, normalmente com menos de 10 cm e a auséncia de atividade de limpeza por maiores
em individuos, mostra que o comportamento de limpeza é restrito as fases anteriores da vida (Neto el al
2019), a atividade de limpeza é provavelmente restrita a individuos com até um ano de idade (Neto el al
2019). Os individuos adultos procuram estacdes de limpeza e se aproveitam da simbiose com peixes
limpadores (Zander et al., 2002).

1.6. Objectivos da tese

As manipulages tipicas na aquacultura, como manuseamento, transporte, aglomeragéo ou vacinagao, entre
outras, tém efeitos indesejados nos peixes, comprometendo assim seu bem-estar. Como resultado sdo
necessarios mais estudos para elucidar os mecanismos pelos quais esses efeitos ocorrem, o que pode ser
atil na implementacéo de estratégias especificas para mitigar os efeitos negativos dessas manipulacdes
(Lépez-Patifio et al., 2021).

Em resumo, o principal objectivo deste trabalho foi introduzir uma nova forma de enriquecimento em
condi¢des laboratoriais que simule atividade de estimulagdo tactil que os peixes recebem na natureza
atraveés das interacdes de limpeza entre peixes (Soares et al, 2011; Bolognesi et al., 2019) em duas espécies
sendo uma de importante valor na aguacultura marinha portuguesa: a dourada (Sparus aurata) e a outra

gue esta a ser estudada formas de implementacdo na aquacultura ,0 sargo (Diplodus sargus). E que este
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estudo pode ser importante para estabelecer essa espécie em aquacultura. Para cada tratamento, foram
avaliados parametros comportamentais e fisiolégicos. Pretende-se assim, avaliar se o acesso a contacto

fisico pode reduzir o stress nesses animais e, como consequéncia, promover um aumento no bem-estar.

2 Material e Métodos

2.1. Manutencéao dos peixes

Os ensaios foram realizados no Aquario Vasco da Gama. Os peixes foram fornecidos pela Estacao de
Piscicultura de Olh&o do Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera (IPMA, I.P.) que possui uma maternidade
de douradas e sargos. Os juvenis com aproximadamente 8 g de peso, foram aclimatados durante 20 dias
no primeiro ensaio e cerca de 30 dias no segundo e terceiro ensaios, num aquario de vidro (120 x 55 x
45cm). Apods esse periodo foram distribuidos aleatoriamente em aquarios mais pequenos (50 x 40 x 40 cm),
cada um com quatro individuos (figuras 3).

Os aquarios estavam num sistema de recirculagdo, com filtro biolégico, escumador (TUNZE comline 9012)
e UV. A 4gua do circuito estava a temperatura ambiente, entre 19 °C e 22 °C, e a salinidade a volta dos 34
ppt. O fotoperiodo foi de 12 horas luz, 12h escuriddo. A qualidade da agua foi testada periodicamente por
meio de testes analiticos (Tropic Marin) para amonia, nitrito e nitrato e pH. Os peixes foram alimentados 2
vezes por dia, as 9h e as 15 h com 12g diarias total de ragao. Neste trabalho foram realizados 3 ensaios,
um inicial com douradas que decorreu do dia 12 de outubro a 1 de novembro, outro com douradas e um com

sargos que decorreram do dia 1 de dezembro ao dia 21 de dezembro.

Figura 3 a) Ambiente das experiéncias, feitas na sala de quarentena do Aquario Vasco da Gama, antes da integracéo dos peixes e aparatos.
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Figura 3. b) Mesmo ambiente, durante as experiéncias

2.2. Aparato

O aparato utilizado como estimulador tactil escolhido, foi 0 mesmo modelo utilizado por (Bolognesi et al,
2019), que é formado por 4 tubos de pvc e 5 hastes plasticas (38cmx35x35 cm). No aparato de tratamento,
essas hastes plasticas sdo cobertas com fios de silicone. Esse aparato foi introduzido no centro de cada
aquario, para promover a estimulagao tactil sempre que o peixe atravessasse. No controlo, o aparato é

exatamente igual, porém sem os fios de silicone, de forma a ndo promover a estimulagéo tactil. Como

mostrado nas figuras 4 e 5.

Aparato com estimulagéo

ST Aparato controlo
tactil

Figura 4 . Aparato usado no tratamento de estimulacéo tactil e o aparato do controlo (sem estimulagao tactil).
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Figura 5. a) Aparato dentro do aquario usado para as experiéncias, conforme foi inserido no meio do aquario.
b) Aparato dentro do aquario

2.3. Desenho experimental

Neste trabalho foram realizados 2 ensaios experimentais, um envolvendo douradas e outro com sargos.
Foram utilizadas 64 douradas, e 20 sargos. As observagdes foram realizadas por meio de gravacgdes diarias

de 30 minutos por aquario.

a) Ensaio 1

Os peixes ficaram em contacto com os aparatos durante 21 dias. Esse periodo foi definido como um periodo
considerado longo, ideal para esse tipo de experiéncias, e utilizado antes por (Gauy et al., 2022) para tilapia
do Nilo.

Foram utilizados 16 aquarios, com 4 douradas em cada totalizando 64 individuos. Sendo 8 aquarios sendo

tratamento (aparatos com fios) e 8 controlos

c) Ensaio 2
Foram utilizados 20 sargos, distribuidos em 5 aquarios (4 peixes por aguario), sendo; 3 com tratamento e 2

controlos.

2.4. Analise do comportamento

O comportamento foi registado por gravacdes para que ndo houvesse interferéncia do observador no

comportamento dos animais. As gravacdes foram realizadas seis dias por semana, dando um total de 18
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dias de gravacgfes (por ensaio), das quais 30 minutos foram analisados os seguintes comportamentos:
a) Atravessamento - Foi medida a frequéncia dos atravessamentos, ou seja, quando o peixe atravessava
0 aparato, e também foi medido o tempo de duracdo destes atravessamentos.

b) InteragBes agressivas — a frequéncia das soma das ameagas e atagues entre os individuos do aquario.

As andlises dos videos foram realizadas através do software BORIS (Behavioural Observation Research

Interactive Software).

2.5. Teste de stress

No 22° dia, ou seja, apés o tempo total das observacdes, os peixes foram retirados do aquario, dois
individuos foram imediatamente eutanizados com o anestésico fenoxietanol, enquanto os outros dois
individuos de cada aquéario foram confinados em pequenos aquarios, com cerca de 10 cm de 4gua durante
30 minutos como mostra a figura 6, passando assim pelo teste de stress, antes de serem também
eutanizados com fenoxietanol. Este teste teve a intencdo de observar se o0s individuos expostos a

estimulacéo tactil respondem de forma mais controlada a um evento de stress agudo.

Figura 6 - peixes durante o teste de stre‘ss

Apés serem sacrificados, os peixes foram medidos, pesados e as cabecas (com opérculo) separadas,
identificadas e armazenadas a -80 °C, tendo sido o restante do corpo também identificado e armazenado
a -20 °C. Os cérebros e os opérculos com sangue foram enviados para a Universidade Técnica da
Dinamarca para serem posteriormente processados para quantificacdo do cortisol e das

monoaminas.

O cortisol foi quantificado pelo plasma obtido a partir das branquias dos individuos, e analisados através do
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ensaio de imunoabsorgdo enzimatica (cortisol saliva ELISA), através do kit- Tecan/ IBL RE52611.

Os cérebros foram expostos removendo o topo do cranio, com a cabeca ainda congelada e foi dividido por
cortes verticais em trés seccbes, como esquematizado na figura 7: prosencéfalo, mesencéfalo, e cérebro
posterior. Para efeitos de quantificagdo das monoaminas DA (dopamina), NA (noradrenalina), DOPAC (acido
3,4-di-hidroxifenilacético), 5HIAA (acido 5 hidroxi indol acético), 5HT (serotonina), e também a razéo de
DOPAC/DA e a razédo de 5HIAA/SHT. Essas ultimas, sao da razdo da massa dos compostos, pela massa

do tecido. Tendo como resultado, o valor do composto por unidade de massa do tecido.

Prosencéfalo / Ceérebro
Mesencéfalo Posterior

Figura 7- Esquema com as 3 seccdes do cérebro que foram analisadas.

As trés secc¢Bes do cérebro foram pesadas e homogeneizadas em 400 uL de solugéo de acido perclorico
(PCA) (0,4M PCA e 0,1mM EDTA) com um homogeneizador ultrassdnico Sonopuls (Bandelin, Alemanha).
Os homogeneizados foram centrifugados por 10 minutos a 14000x g (a 4°C). Os sobrenadantes foram
diluidos trés vezes com a solu¢do de PCA antes da andlise de HPLC. As amostras foram analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecéo eletroquimica (HPLC-EC). A fase mdével do HPLC
consistiu em 73,9 mM NaH2P04, 0,1mM Na2EDTA e 0,58 mM de 1l-octanossulfonato de sédio em agua
deionizada com 15,3 %(v/v) de metanol, pH=3,0. Foi utilizada uma coluna Supelcosil LC-18-DB (15cm x
4,6mm, 5uM )

(Supelco, Bellefonte, PA, USA) para a separacdo cromatogréfica, e a detecao eletroquimica dos compostos
separados foi realizada usando um detetor ESA Couluchem Il. O sistema de detecdo incluiu uma célula
analitica dupla (5011A)

com potenciais de oxidacdo ajustados a +200mV (primeiro eletrodo) e -350mV (segundo eletrodo). Uma
célula de condicionamento (5020) a +300mV foi usada antes da célula analitica. Os niveis de serotonina
(5HT), dopamina (DA) e seus principais metabdlitos oxidativos, acido 5-hidroxi-indoleacético (5HIAA) e acido
3,4-diidroxifenilacético (DOPAC), foram quantificados, juntamente com os niveis de norepinefrina (NE). A
guantificacao foi realizada comparando as areas dos picos com as dos respetivos padrdes. As razdes entre
5HIAA E 5HT e entre DOPAC e DA foram calculadas como medidas indiretas da atividade dos neurénios

serotoninérgicos e dopaminérgicos, respetivamente.
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2.6. Composicao Proximal

As analises de composicado proximal foram realizadas no laboratério da FCUP e no CIIMAR. As amostras
consistiam nas carcacas de peixes de cada aquario. Estas analises foram realizadas de acordo com o0s
meétodos da Associacdo Oficial de Analistas Quimicos (AOAC,2000) e foram realizadas com o total de peixes
de cada aquaério.

Também foi comparado o peso fresco dos individuos entre controlo e tratamento.

2.6.1. Matéria seca

Para determinar a matéria seca das carcacas foi necessario determinar a humidade. Para isso, as carcacas
foram pesadas e colocadas numa estufa a 60°C a secar até se atingir a estabilizacdo do peso (cerca de 2
semanas). Depois de pesadas, as carcacas foram trituradas numa picadora até se obter um produto
homogéneo para determinar a humidade residual, matéria inorganica, proteina, lipidos e energia.

Para quantificacdo da humidade residual das carcacas e da humidade, pesou-se cerca de 0,5 g de amostra,
em duplicado, em cadinhos de porcelana previamente limpos e secos. Os cadinhos com a amostra foram
colocados na estufa a 100 °C durante 48h. Apos este periodo, pesou-se novamente os cadinhos com as

amostras e calculou-se a matéria seca através das seguintes férmulas:

Humidade (%) — peso da carcagca inicial — peso da carcaga final
Peso da carcaca inicial

x 100

Matéria seca (%) = 100 — humidade (%)

2.6.2. Matéria inorganica (cinzas)

A matéria inorganica foi determinada através da incineracdo das amostras anteriores, numa mufla a 500°C
durante 16 horas. No final os cadinhos voltaram a ser pesados e a diferenca entre o peso antes e depois da
incineracéo indica a percentagem de cinzas

Cinzas (OA)) — peso da carcaga inicial — peso da carcaga final 100

Peso da carcaca inicial

2.6.3. Lipidos

Os lipidos foram determinados utilizando-se o método de Soxhlet (1879) modificado. Colocou-se um pouco
de algodéo no fundo dos cartuxos de celulose, aos quais se adicionou cerca de 0,4 g da amostra, e depois
cobertos com mais um pouco de algodao. Os cartuxos foram encaixados no extrator de Soxhlet. Pesaram-
se 0s copos de metal para a recolha de lipidos nos quais foram adicionados 50 ml de éter de petréleo. Em
seguida, os copos foram também encaixados no extrator. Apos todo o material estar no seu devido lugar, a

maquina foi ligada, comec¢ando assim o processo de extracao dos lipidos, o qual se divide em quatro fases.
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Na primeira fase, o cartuxo encontra-se mergulhado no éter de petr6leo durante 45 minutos; na segunda
fase, o cartuxo é levantado, retirado do éter, permanecendo assim durante 1h30. Na terceira fase, que tem
uma duracao de 10 min, fecha-se a torneira da maquina, de forma que o éter de petréleo néo passe pelo
cartuxo. Finalmente, na quarta fase, liga-se a ventoinha durante 10 min. Apds este processo, 0S copos sdo
colocados cerca de 30 min na estufa, para terminar de secar qualquer resquicio de éter que possa ter ficado,

esfriados, e por fim, pesados para determinar o resultado.

Para determinacdo lipidica foram utilizadas as seguintes formulas:

LI'pidOS (%MF) — peso lipidos final <100

peso da amostra

LipidOS (%MS) — lipidos (%MF) x100
MS%

2.7 Analise de dados

Utilizou-se um teste de Levene para verificar a homogeneidade dos dados, e quando necessario, os dados
foram transformados por log(x+1) ou V(x+1).

Para o comportamento, utilizou-se uma ANOVA para medidas repetidas, e um pos-hoc Bonferroni, para
comparacao entre os dias e tratamentos e nos sargos foi usado o pos-hoc Unequal N HSD, pois 0 nimero
de tratamentos n&o € igual. E foram analisadas a cada 3 dias de observagao.

Para o cortisol e monoaminas, foi usada uma analise de variancia simples (ANOVA) e como p6s-hoc o teste
Bonferroni, para comparacgédo entre os tratamentos e testes de stress.

Para a composigéo proximal foi usado um test-t.

Para o comportamento foi usado o software Statistica (StatSoft), e para todas as outras andlises foi usado o
SPSS (IBM Corp.).

3. Resultados

3.1. Comportamento

3.1.1. Douradas



FCUP | 15
Bem-estar em peixes na aquacultura: os efeitos do contacto fisico nas respostas dos peixes ao stress.

a) Atravessamento

Como se pode observar na figura 8 e na tabela 1, houve diferenca significativa no namero de
atravessamentos pelo estimulador, na interacédo entre as observacdes e tratamento (Anova para medidas
repetidas; f=3.34; p=0.005). O namero de atravessamentos no controlo foi maior do que no tratamento com
estimulacdo tactil, a média de atravessamentos totais no controlo foi de 298 + 17,6 (os valores sdo média +
erro padrdo), enquanto no tratamento foi de 24 + 2,7. (p=0.0001), houve diferenca significativa entre os

tratamentos em quase todos os dias (homeadamente dias 3,6,9,15 e 18).

Atravessamentos - S.qurata

600

-
S
100
. i T & i 5 = =
Dia 3 Dia 6 Cia

Dia 1l 9 Dia 12 Dia 15 Diz 18

ME de atravessamentos

Tratamento W Controk

Figura 8. Média total de atravessamentos nas douradas nos 21 dias, observados nos 30 minutos diarios de filmagens com erro padro.

Quanto ao tempo de permanéncia (em segundos) no aparato, a média no tratamento foi de 0,764 + 0,11

(média £ erro padrdo). E no controlo 1,012 + 0,07 (média + erro padrao), t(14)=1,84, p=0.08. N&o havendo

diferencas estatisticas entre o tempo de permanéncia entre as douradas do tratamento e do controlo.

Tabela 1. Resultados do pos-hoc de Bonferroni para a comparagao dos dias com os tratamentos.

Crossing (S.aurata)

Observagao F P

Dia 1 65,6300 1,000
Dia3 16,720 0,001
Dia 6 16,485 0,015
Dia 9 17,326 0,004
Dia12 13,721 0,224
Dia 15 18,474 <0,001
Dia18 17,006 0,002

b) InteracBes agressivas

Nas interacdes agressivas, temos uma média de 21,52 + 3,42 (média + erro padréo) interacdes no
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tratamento com estimulagéo tactil vs 27,86 + 3,55 no controlo (figura 9).

Sendo essas interagdes, divididas em ameacas a ataques, que podemos ver separadamente nas figuras 10
ell.

N&o houve valores significativos para a diferenca entre tratamentos, como também ndo houve diferenca

significativa com a interacéo entre tratamento e dia de observacéao.

Interacoes agressivas - S.qurata

) | B
HTI‘HW

Dia 1 Dia 3 Diak Dia g Dia 12 Dia 15 Dia 18

Me de interacies agressivas

Tratamento B Controlo

Figura 9. Agresséo e ameacas somadas para avaliarmos a interagdo agressiva total nas douradas, com erro padrao.

Ameacas - S.qurata
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10 | T

Dia 1 Dia 3 Dia & Dia g Dia 12 Dia 15 Dia 18

M&de ameagas

Tratamento B Controlo

Figura 10. Média total de ameagas na dourada nos 21 dias, observados nos 30 minutos diarios de filmagens, com erro padréo.
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Ataques - S.aurata
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Figura 11. Média total de agressdo na dourada nos 21 dias, observados nos 30 minutos diarios de filmagens, com erro padrdo.

3.1.2 Sargos

a) Atravessamentos

Atravessamentos - D.sargus
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Dial Dia 3 Dia & Dia g Dia 12 Dia 15 Dia 18
Tratamento B Controlo

Figura 12. Média total de atravessamentos no sargo nos 21 dias, observados nos 30 minutos diarios de filmagens, com erro padr&o.

Os atravessamentos nao foram significativos na interacdo entre dias de observacao e tipos de tratamentos
(f=0.9336; p=0.495). E, também nao houve diferencas estatisticas entre o tratamento e o controlo (f=3.8265;
p=0.1454), apesar de nao ser significativo, os atravessamentos foram consideravelmente maiores no

controlo 269 + 46,6 (média + erro padrao), do que no tratamento 38,14 + 9, conforme, figura 12.

Quanto ao tempo de permanéncia (em segundos) no aparato, a média no tratamento foi de 0,554 + 0,10
(média £ erro padrdo). E no controlo 0,960 + 0,11 (média £ erro padrao), t(14)=2,57, p=0.08. Nao havendo

diferencas estatisticas entre o tempo de permanéncia entre os sargos do tratamento e do controlo.
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b) InteracBes agressivas

Entre as interacbes agressivas e 0s tipos de tratamentos ndo houve diferenca significativa (f=3.133,;
p=0.1748), e entre o dia de observacdo e tipo de tratamento também ndo foi significativo (f=0.6297;
p=0.7048).

Mas podemos observar na figura 13, que as interagfes agressivas foram mais vistas no tratamento com

estimulacao tactil com uma média de 52,43 + 6,1 (média * erro padrdo do que no controlo: 25,67 £ 5.

Interacdes agressivas- D.sargus

BD I
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Dial Dia 3 Dia & Dia® Dial2 Dial5 Dial8

M2 de interagtes agressivas

Tratamento B Controlo

Figura.13. Agressdo e ameacas somadas para avaliarmos a interagéo agressiva total nos sargos, com erro padrao.

Ameacas- D.sargus
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Figura 14. Média total de ameagas no sargo nos 21 dias, dos 30 minutos diarios de filmagens, com erro padrao
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Ataques- D.sargus
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Figura 15. Média total de ataques no sargo nos 21 dias, observados nos 30 minutos diarios de filmagens, com erro padréo.

3.2. Cortisol

a) Douradas:

Como se pode ver na figura 16 e na tabela 2, houve diferencas significativas entre os individuos que
passaram pelo teste de stress e 0s que ndo passaram e também houve diferenca significativa entre os
valores estatisticos do tratamento com o teste de stress. Os que estavam no aquario com a estimulacéo

tactil tiveram um aumento menor do cortisol, do que 0s que estavam no controlo como mostra a tabela 3.

Cortisol

(Sparus aurata)

500
400
300
200
100
A —— —E—
i T

Treatment

O cartisal No Stress Tast
W Cortisol Stress Test

cortisol (pgimg protein)

Banas e eros. +- 2 SE

Figura 16- Média de Cortisol, com ou sem teste de stress, por tratamento na dourada

Tabela 2- analise GLM, univariate,para cortisol na dourada.

Cortizol - 5. aurata

DF Z Sig
Tratamento 1 3.639 A7
Stress Test 1 26,383 <001

Treat*Btrass 1 5,489 052
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Tabela 3- média dos valores de cortisol na dourada com erro padréo.

Média de Cortisol entre tratamentos
Tratamento com estimulagao tactil

Com teste de stress 316 BA + 358,44

Sem teste de stress 27a9+8.47
Caontralo

Com teste de stress A5G 26 £ 85 97

Sem teste de stress 1952 +4 46

b) Sargos

Nos sargos, houve diferencas significativas entre os que passaram pelo teste de stress e 0s que nédo
passaram, mas ndo houve diferenca entre a interacdo do teste com o tratamento, como podemos ver na
figura 17 e na tabela 4. Inclusive, ao contrario das douradas, pode-se ver na tabela 5, que o cortisol teve um

aumento maior no tratamento em comparagéo aos que estavam no controlo.

Cortisol

(Diplodus sargus)

Clceonisel Ne Stress Test

1000 c
Cortisal Stress Test

Bo0

00

cortisol (pgimg protein)

| = -

C T
Treatment

Barras de erros: +-2 SE

Figura 17. Média de Cortisol, com ou sem teste de stress, por tratamento no sargo

Tabela 4. analise GLM, univariate,para cortisol no sargo.

Cortisel - D. sargus

DF Z Sig

Tratzmento 1 Rikd 13
Stress Test 1 135 931 <001
Treat*Etrass 1 204 350

Tabela 5. média dos valores de cortisol no sargo com erro padréo.

Média de Cortisol entre tratamentos
Tratamento com estirulacio tactil

Com teste de stress o547 48 £ 193,35

Sem teste de stress 2021+ 6,08
Controlo

Com teste de stress 3131 £6961

Sem teste de stress 109,14 +£30 54
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3.3. Monoaminas cerebrais

a) Douradas

Entre individuos que passaram pelo teste de stress, houve diferenca significativa nos compostos DOPAC

presente no prosencéfalo (p=0.016), mesencéfalo (p=0.002) e Cérebro posterior(p=0.020); em razao de
DOPAC/DA no mesencéfalo (p=0.042) e no cérebro posterior (p=0.012).

Enquanto a diferenca entre tratamento e controlo, foi significativa em 5HIAA do cérebro posterior(p=0.038)
e em razédo de 5HIAA/5HT do cérebro posterior (p=0.046). (tabelas 6 e 7 e figuras 18 e 19).

Tabela 6- One-way Anova, monoaminas cerebrais separadas por secgdo do cérebro, resultados da analise das cabecas coletadas. Onde DF séo

os graus de liberdade, z é o escore e sig € o nivel de significancia, em que é considerado significativo quando <0,05

Prosencéfalo

Mesencéfalo

Cérehro posterior

DF I Sie DF Z Sig DR Z Sie
NA

Tratamente 1 0989 55 1 314 3 1 318 313

SressTet 1 010 9821 1 007 33 179 3T

Trest*Stress 1 1583 213 1 420 515 i 1116 285
DOPAC

Tratamente 1 3,049 086 1 168 496 1 195 660

StressTest 1 6093 016 1 10,411 002 1 5700 020

Trest*Stress 1 023 879 1 224 3R 1 018 885
DA

Trztamente 1 1337 248 1 210 648 1 2234 140

StressTet 1 30435 086 1 3531 469 1 086 788

Trezt*Stress 1 1851 179 1 364 436 1 270 603
SHIAA

Trataments 1 887 347 1 291 392 1 4436 038

StrassTet 1 1320 235 1 344 339 1 825 367

Treat*Stress 1 031 314 1 AS6 A9 1 406 526
SHT

Tretameno 1 287 304 1 270 605 1 049 823

StressTet 1 403 318 1 4 61 1 615 43

Trezt*Stress 1 1T 734 251 618 1 560 457

DOPAC/ DA Ratio

Tratamenta 1 1319 255 1 193 662 1 2099 183

StressTet 1 3182 080 1 1316 042 1 6765 012

Treet*Stress 1 269 606 1 120 721 1103 749

HIAA/ SHT Ratio

Tratamenta 1 700 406 1 1378 245 1 4150 046

StrassTet 1 038 846 1 3123 082 10 817

Treat*Stress 1 1034 313 1 066 798 1) B 5
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Tabela 7. Média das monoaminas por parte do cérebro e tratamento na dourada, em que esta demonstrado a média seguido do erro padréo, para

cada tratamento e cada monoamina analisada.

Prosencéfalo Mesencéfalo Cérebro Posterior
DA
Tratamento G341 +248 6913 +293 5541174
Caontrolo 7941251 A0 £279 o90+1561
SHT
Tratamento 905,14 £ 365 24 489 46 + 20 37 3958 +£13 63
Cantrola 937 47 £4013 o047 + 20 B2 392 B4 £12 82
DOPAC
Tratarmenta 1733£1086 8,13 0,40 381+024
Contraolo 1505 083 78+0735 3B +0,16
HIAA
Tratamento 34636 £ 15,25 136,09 £ 5 64 122332517
Controlo 3746130 131,81 550 108,39 +3 R0
Razéo de DOPACIDA
Tratamento 2071 +107 1221074 70046
Controlo 1906 £ 097 1159 +096 B27£025
Razéo de SHIAASHT
Tratamento 3897 £159 2804072 MA2£11
Controlo 3B7E+195 2657 +£0 28,19 +£03%

Dopac - S.aurata

Ii HH il il

Figura 18. Média de Dopac nas 3 zonas cerebrais, com e sem teste de stress, separados por tratamento, com erro padréo.

Razdo de Dopac/DA - S.aurata
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Figura 19. Média da razdo de Dopac/DA com e sem teste de stress, separados por tratamento no mesencéfalo e cerebro posterior, com erro

padrao.



b) Sargos

FCUP | 23

Bem-estar em peixes na aquacultura: os efeitos do contacto fisico nas respostas dos peixes ao stress.

Na espécie Diplodus sargus, houve diferenca significativa nos individuos que passaram por teste de stress,

em 5HIAA no cérebro posterior e em razao de 5HIAA/5HT no mesencéfalo (p=0.027). E ndo houve nenhuma

diferencas significativa entre os tratamentos. (tabelas 8 e 9 e figuras 20 e 21)

Tabela 8. One-way Anova, das monoaminas cerebrais separadas por secgdo do cérebro nos sargos. Onde DF s&o os graus de liberdade, z é o

escore e sig é o nivel de significancia, em que é consideravel significativo quando >0,05

Mesocéfalo

Prosencéfalo Cérebro posterior
DF I S DF I Sie DF I Sig
NA
Trtamento 1 324 517 1 062 807 1 021 88
Stress Test 1 1683 213 1 a7 47 1 3,323 087
Treat™Stress 1 A20 A26 1 027 A7 1 206 636
DOPAC
Tratamento 1 247 626 1 2,146 162 1 2,720 119
SressTest 1 690 419 1 002 969 1 3106 007
Treat™Stress 000 G99 1 J23 A08 1 011 817
DA
Tratametito 1 Jd24 J30 1 1,302 349 1 060 209
Stress Test 1 2797 114 1 1,048 J21 1 3,833 067
Treat™Stress 1 197 G663 1 2,243 133 1 1,372 228
JHIAA
Tratamento 1 1237 283 1 933 38 1 111 679
StessTest 1 3674 073 1 1265 277 1 6069 025
Treat™Stress 1 063 304 1 3373 083 1 3,397 084
SHT
Tatamento 1 037 850 1 2726 .18 1 064 804
StessTest 1 300 391 1 978 337 1§73 A
Treat*Stress 1 002 D66 1 013 209 1 236 a43
DOPAC/ DA Ratio
Tatamento 1 6 1 08 8% 1 3603 076
StessTest 1 976 1 420 526 1 006 941
Treat*Stress 1 s8¢ 1 088 760 1 4155 058
SHIAA/ SHT Ratio
Tatamento 1 549 469 1 1362 260 1 059 810
Stress Test 1 1,708 210 1 3902 027 1 1.768 202
Treat*Stress 1 371 551 1 2884 100 1 1199 290

Tabela 9. Média das monoaminas por parte do cérebro e tratamento nos sargos, em que esta demonstrado a média seguido do erro padrao, para

cada tratamento e cada monoamina analisada.

Tratamento
Controlo

Tratamento
Cantrala

Tratamento

Controlo

Tratamento
Zontrola

Prosencéfalo

49 45 + 4 F0
471 £7 3

7891 £4990
807 07 £ 80,08

53010 £ 4229
467 17 £ 368,05

7803+ 1350
B198£7 87

Mesencéfalo
DA

5103+202

4567 £500
aHT

6284 £2208

30594 £220
aHIAA

24132 13,22

22414 £ 11,38

B3.43+404
a9 16843

Cérehro Posterior

3701 +259
3699 +3.28

192,02 £ 10,91
186,94 £ 17 91

185,01 £ 10,79
148 46 + 14,81

Razéo de SHIAASHT

8287 +B85
o053 £580
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SHIAA - D.sargus
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Figura 20. Média de 5HIAA no cérebro posterior dos Sargos, separados por tratamento e teste de stress, com erro padrao.

Razdo de SHIAA/SHT - D.sargus
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Figura. 21. Razdo de 5HIAA/5HT no mesencéfalo dos Sargos, separados por tratamento e se passaram ou néo por teste de stress, com erro

padrao.

3.4. Amostragem e andlises bioguimicas

A sobrevivéncia dos peixes nos trés ensaios foi de 100 %.

Quando chegaram os peixes tinham 8,7g + 2.0 (os valores sdo média + desvio padréo), e, no final, no
primeiro tratamento tinham 18,329 + 2.77. Sendo a média do tratamento com estimulacao tactil 18,82g + 3.0
e 17,82g + 2.4 no controlo. No segundo ensaio 0s peixes tinham um peso final de 33,70g + 4.3
respetivamente para o tratamento com estimulacao tatil 31,56g + 4.1 e 35,859 + 3.4 para o controlo.
Juntando os ensaios, a média das douradas foi de 22,02g * 6,48 no tratamento e 22,459 * 8,38 no controlo.

N&o tendo resultados estatisticos significativos t(62)=0,10, p=0,91.

No ultimo ensaio, 0 ensaio com sargos, o peso final era de 40,3g + 5.6 no tratamento com estimulacao tatil

e 37,8g £ 5.1 para o controlo. Também n&o havendo diferengas significativas t (18)=1,18, p=0,32.
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3.4.1 Composicéo Proximal

Nas douradas ndo houve nenhum valor significativo. Estes valores estdo demonstrados na figura 22 e na
tabela 10.

Composigdo proximal
S.aqurata
® Wom
.J-ndol
Ocinzas

1

H- HN-

Controlo Tratamento

[

Tratamento
D= Maténa Seca

Barras ds emos: + 2 SE

Figura 22. Resultado com as médias das 3 analises da composigcao proximal feitas, Matéria seca, Lipidos e Cinzas na dourada, com erro padr&o.

Tabela 10. Teste-T para analise proximal com erro padrao, na dourada.

DM
Média z Sig
Tratarmento 3014 £095 0,139 0,714
Contraolo M89+079
Cinzas
Mécha z Sig
Tratarmento 331076 1,006 0333
Contraolo 398 +£092
Lipidos
Mécha z Sig
Tratamento FI0+056 0,084 0778
Controlo 740065

Nos sargos a diferenca entre tratamentos e controlo na matéria seca foi significativa (p=0.001), demonstrado
na figura 23 e na tabela 11.

Composicdo proximal

D.sarqus o
Bigss

. ) - ]
ortrol Tratament
Tratamento
D= Maters Seca

Bamas de smay o 2 SF

Figura 23. Resultado com as médias das 3 analises da composi¢cdo proximal feitas, Matéria seca, Lipidos e Cinzas no sargo, com erro padrao.
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Tabela 11- Teste-T para analise proximal no sargo, com erro padréo.

DM
Media z Sig
Tratarmento 3228+0733 160236 00M
Controlo 3228122
Cinzas
Media z Sig
Tratarmento 571072 7 BO2 0,07
Controlo 5450723
Lipidos
Media Z Sl
Tratamento 7E3+089 B A27 0,084
Contraolo god+222

4. Discussao

O objetivo deste trabalho foi testar uma forma de enriquecimento ambiental, atil para melhorar o bem-
estar dos peixes de aquacultura uma vez que estes sédo frequentemente sujeitos a agentes de stress, que
acarretam, constrangimentos nao s6 para 0s peixes como, também, para a produtividade da industria. O
efeito do stress nos peixes pode traduzir-se com uma diminuicdo do crescimento e, em casos mais severos,
num aumento da mortalidade, resultando na diminui¢cdo da qualidade e eficiéncia da producéo (Broom, 1998;
Southgate et al., 2001; FSBI, 2002; Kumar et al., 2012). O método testado neste trabalho para mitigacao
dos efeitos do stress é a estimulacao tactil, ja é conhecido o seu efeito positivo em mamiferos. Esta agora a
ser testada em peixes, ja existindo alguns estudos que comprovam efeitos positivos como a diminui¢édo da
agressao em tilapia-do-Nilo (Bolognesi et al.,2019; Gauy et al., 2022) e diminuicdo do stress em peixes
cirurgides dos recifes (Soares et al.,2011). Neste estudo, os resultados nao foram fora do esperado, mas ha
uma diferenca nas respostas de cada espécie.

4.1 Comportamento:

No atravessamento houve diferenca entre os dias da observacao e os tratamentos nas douradas, o que
leva a concluir que houve um nimero crescente de atravessamentos ao longo do tempo, 0 que pode dever-
se a introducéo inicial do aparato e desconfianca por parte dos peixes, o que é comprovado pelo nimero
muito reduzido observado nos primeiros dias, que é depois ultrapassado com o tempo e com a estratégia
de se utilizar alternadamente cada lado para fornecimento do alimento, o que funciona como estimulo para
0S peixes atravessarem o aparato para ir buscar alimento. Com o passar do tempo, comegam a atravessar
diversas vezes sem nenhum estimulo, mostrando um processo de aprendizado (Bolognesi et al., 2019).

Nos Sargos ndo houve nenhuma diferenca significativa, mas como temos um ndmero pequeno de



FCUP | 27
Bem-estar em peixes na aquacultura: os efeitos do contacto fisico nas respostas dos peixes ao stress.

amostra, € importante observar os graficos para a interpretacdo. Em ambas as espécies, o niumero de
atravessamentos foi sempre maior no controlo em comparacéo ao tratamento com os fios. Isto pode ser
explicado porque no controlo o aquario esta muito mais livre e sem nada que sirva como um obstaculo que
cause alguma dificuldade em ver ou/e atravessar para o outro lado, enquanto com o aparato de estimulacéo,
apesar de os cilios serem transparentes, dificultam a visao do outro lado e também séo encarados como um
obstaculo. Este maior nimero de atravessamentos no controlo, também foi visto com o teste em outra
espécie, como na tilapia-do-nilo (Gauy et al, 2021; 2022; 2023). Quanto ao tempo de permanéncia no
aparato, ndo houve diferencas estatisticas. Nao foi observado um tempo grande de permanéncia no aparato,
eles atravessavam exclusivamente.

Noutro tipo de comportamentos como as ameacas e agressoes, definidos como interagfes agressivas,
ndo foram encontradas diferencgas significativas entre os tratamentos. Apesar de ter sido possivel observar
gue a média de interagBes agressivas nas douradas foi maior no controlo: 27,8 vs 21,51 no tratamento,
enguanto nos sargos foi maior no tratamento: 52,4 vs 25,7 no controlo. Durante a analise dos videos foram
ainda observados alguns comportamentos que parecem ser de defesa do aparato, especialmente nos
sargos, muito mais do que nas douradas. Observou-se algumas vezes que um peixe ficava a “tomar conta”
do aparato e sempre que algum atravessava ele mostrava um comportamento mais agressivo (sem
necessariamente uma agressao efetiva) e o expulsava para o outro lado. Isso pode explicar o nUmero maior
de interagfes agressivas nos aquarios com tratamento de estimulacao tactil nos sargos, pois é uma espécie
mais agressiva em cativeiro (Caballero e Castro-Hdez, 2003, Castro e Caballero, 1998, Karakatsouli et al.,
2007). Estudos anteriores sobre o comportamento agressivo de sargos em aquarios (Castro e Caballero,
1998, Caballero e Castro-Hdez, 2003) mostraram gue, em pequenos grupos cativos, hierarquias de
dominancia tendem a se desenvolver (Goncalves et al.,2021). Além disso, 0s sargos, por serem mais
parasitados e terem um contacto diferente com o substrato (na natureza com o bentos) séo referenciados
como visitantes ou clientes de limpadores como por exemplo, Labroides dimidiatus, Bodianus rufu e
Symphodus melanocercus que também séo considerados limpadores facultativos (Zander et al., 2002; Neto
et al., 2015), logo seria de esperar que 0 aparato se torne importante para eles, e por isso aumente a
interac@o agressiva. Apesar de j& haver estudos com tilapia-do-nilo Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758)
em que a agressividade diminui (Bolognesi et al,2019; Gauy et al.2022), esse efeito ndo foi visto nesta
experiéncia. Porém, sdo espécies biologicamente e com comportamentos muito diferentes, os ciclideos sédo

espécies muito agressivas e dominantes (Barlow, 2008; Goncalves-de-Freitas et al., 2019).

4.2. Cortisol:

O cortisol é a principal hormona relacionado com o stress, 0 que o torna o indicador mais importante de
exposicdo ao stress (Lopez-Patifio et al., 2021). Nas comparacdes entre tratamentos e teste de stress, vimos
gue as douradas que estavam no tratamento com estimulacgéo tactil, tiveram um aumento menor do cortisol
guando passaram por teste de stress do que as que estavam no controlo, sugerindo que a estimulacao tactil
foi benéfica, apresentando uma maior resiliéncia ao stress. O mesmo foi observado em peixes recifais

(Soares et al., 2011). Apesar de o numero de atravessamentos ter sido mais baixos, ainda sim podemos
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observar uma resposta no cortisol.

Ja nos sargos, o nivel de cortisol era maior nos peixes que estavam no aquario com o0s aparatos de
tratamento de estimulacgéo tactil, o que se pode relacionar ao fato de defenderem os aparatos, se tornarem
mais territoriais. Mas que também teve um ndmero de atravessamentos baixo. O que mostra que cada
espécie tem a sua resposta e adaptacdes e um estimulador ndo levara necessariamente a mesma resposta
para todas as espécies de peixes. Essa conclusdo também pode ter sido pelo fato dos poucos individuos e
se for testado com um numero maior de réplicas pode haver uma mudanca nesses resultados. Essa
diminuicdo de cortisol também foi vista por Soares et al (2011), que descobriu que a estimulagéo tactil
reduziu os niveis de cortisol em peixes recifais. Antes essa diminuicdo era vista em humanos com tipos
diferentes de estimulacédo tactil como toque e massagem (Field et al., 1996; Field et al., 2005; Jane et al.,

2009; Ditzen et al.,2007; Rehn et al.,2014) e em ratos por estimulacdo neonatal (Freitas et al.,2015).

4.3. Monoaminas cerebrais:

Quanto aos individuos que passaram por teste de stress, houve uma diferenca significativa nas douradas,
em DOPAC (prosencéfalo, mesocéfalo e cérebro posterior) e em razdo de DOPAC/DA (mesocéfalo e
cérebro posterior). Nos sargos, foi observada uma diferenca significativa no composto 5HIAA no cérebro
posterior e na razdo de 5HIAA/SHT do mesocéfalo. J&4 na comparacgdo entre tratamentos, nas douradas, o
composto que houve diferenca significativa foi 5SHIAA em cérebro posterior e razéo de SHIAA/5HT no cérebro
posterior, nos sargos ndo houve nenhuma diferenga significativa.

Em Abreu et al., (2018), os clientes expostos ao peixe limpador, tiveram 5HIAA do prosencéfalo e
mesocéfalo mais altos, DOPAC mais alto e também Dopamina (DA)

ou seja, os compostos que deram aumento nesse estudo foram os mesmos. As monoaminas serotonina (5-
hidroxitriptamina, = 5-HT) e dopamina  (3,4-di-hidroxifenetilamina, @ DA) sdo  importantes
neurotransmissores/neuromoduladores monoaminérgicos no sistema nervoso central (SNC).

A estimulacéao tactil estd associada ao aumento nos niveis de serotonina (Field et al, 2005), estudos mostram
gue é vista uma diminuicdo na agressao apos a estimulacao de producao de serotonina (Lepage et al.2005),
e um aumento na agressao em ciclideos apdés a inibicdo do sistema serotoninérgico (Adams et al.,1996).
Juntos, esses dados demonstram que niveis elevados de serotonina estdo associados a reducao de

agressividade nos animais.

4.4 Composicao Proximal:

Os resultados obtidos para a composigdo proximal estdo dentro do esperado para as espécies (Pateiro et
al.,2020; Osorio et al.,2006; Shymaa et al.,2011). O valor de matéria seca apresentou diferencas
significativas para os sargos, apesar da média ser a mesma: 32,38 tanto para o controlo quanto para o
tratamento. Por tanto, podemos assumir que visto que a analise foi feita com a soma dos individuos de cada

aquario pode nao ter sido um resultado correto.
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5. Conclusao

Esse estudo mostrou que a estimulacdo tactil teve efeito positivo sobre o bem-estar de peixes na
aquacultura, mas € preciso mais estudos. Nas douradas, apesar de ndo haver muitas diferengas no
comportamento, observamos um aumento da dopamina que €é relacionado ao bem-estar visto em
experiéncias com estimulacao tactil, e vimos também que as douradas que estavam no tanque de controlo
tiveram um aumento maior de cortisol apos o teste de stress, 0 que pode significar que os individuos que
estavam no tangue com o tratamento de estimulacao tactil souberam lidar melhor com o stress, o que pode
indicar que sim, a estimulacao tactil prévia, pode diminuir a resposta ao stress nessa espécie. Ja nos sargos
os resultados sao diferentes visto que € uma espécie que néo é indiferente ao tratamento, pois é uma
espécie que busca a limpeza na natureza, além de limpar como € o caso dos juvenis. Por isso, se tornaram
mais defensivas em relagcdo ao aparato. O que afirma que ambas as espécies reagem de forma diferentes
ao aparato. O que pode estar relacionado ao seu modo de vida, ou pode ser devido ao facto de que tivemos
um namero de amostras muito pequenas, por ser inverno e nao tivermos chances de conseguir mais peixes
para usar na experiéncia. Trabalhos futuros deverao focar, em uma nova experiéncia com mais sargos para

confirmar esse resultado, ou as alteracfes para esta espécie.

Temos também sempre que levar em conta que mesmo que tenhamos realizado o teste de stress para
simular o aumento do mesmo, 0s animais na aquacultura podem estar mais estressados do que nas
condi¢des que o estudo foi feito, principalmente pela densidade dos tanques. Além de que no estudo foram
usados apenas peixes juvenis, e no caso destas espécies, ainda eram todos machos. Por isso, é de se

esperar que resultados diferentes ocorram em adultos.
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Anexos

Graficos por Teste de Stress:
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Figura S1. Gréafico de comparacédo entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e controlo
em NA no prosencéfalo, nas douradas.
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Figura S 2. Gréafico de comparacgéo entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e controlo
em NA no mesencéfalo, nas douradas.
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Figura S 3. Gréafico de comparacgéo entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e controlo
em NA no cérebro posterior, nas douradas.
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Figura S 4. Gréfico de comparagao entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que nao passaram, divididos por tratamento e controlo

em DOPAC no prosencéfalo, nas douradas.
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Figura S 5. Gréafico de comparacéo entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e controlo

em DOPAC no mesencéfalo, nas douradas.
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Figura S 6. Gréafico de comparacgéo entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e controlo

em DOPAC no mesencéfalo, nas douradas.
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Figura S 7. Gréafico de comparacgéo entre individuos que passaram pelo teste de stress e 0s que ndo passaram, divididos por tratamento e controlo

em DA no prosencéfalo, nas douradas
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Figura S 8. Gréfico de comparagao entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que nao passaram, divididos por tratamento e controlo

em DA no mesencéfalo, nas douradas
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Figura S 9. Gréfico de comparagao entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que nao passaram, divididos por tratamento e controlo

em DA no cérebro posterior, nas douradas
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Figura S 10. Gréfico de comparagao entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e

controlo em 5HIAA no prosencéfalo, nas douradas
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Figura S 11. Gréfico de comparagao entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e

controlo em 5HIAA no mesencéfalo, nas douradas



FCUP | 42
Bem-estar em peixes na aquacultura: os efeitos do contacto fisico nas respostas dos peixes ao stress.

SHIAR
Hindbrain

Vot avaa

Medla

Treatmment

Barram de oo &5 328

Figura S 12. Grafico de comparacéo entre individuos que passaram pelo teste de stress e 0s que nédo passaram, divididos por tratamento e
controlo em 5HIAA no cérebro posterior, nas douradas
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Figura S 13. Gréfico de comparagao entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e
controlo em 5HT no prosencéfalo, nas douradas.
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Figura S 14. Gréfico de comparagao entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e
controlo em 5HT no mesencéfalo, nas douradas.
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Figura S 151. Gréfico de comparacéo entre individuos que passaram pelo teste de stress e 0os que ndo passaram, divididos por tratamento e
controlo em 5HT no cérebro posterior, nas douradas.
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Figura S 16. Grafico de comparacéo entre individuos que passaram pelo teste de stress e 0s que nédo passaram, divididos por tratamento e
controlo em razdo de DOPAC/DA no prosencéfalo, nas douradas.
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Figura S 17. Gréfico de comparagao entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e
controlo em razdo de DOPAC/DA no mesencéfalo, nas douradas.
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Figura S 18. Gréfico de comparacao entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e
controlo em razdo de DOPAC/DA no cérebro posterior, nas douradas.
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Figura S 19. Gréfico de comparagao entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e
controlo em razédo de 5HIAA/SHT no prosencéfalo, nas douradas.
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Figura S 20. Gréfico de comparagéo entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e
controlo em razéo de 5HIAA/SHT no mesencéfalo, nas douradas.
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Figura S 21. Gréfico de comparagao entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e
controlo em razdo de S5HIAA/S5HT no cérebro posterior, nas douradas.
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Figura S 22. Grafico de comparacéo entre individuos que passaram pelo teste de stress e 0s que nédo passaram, divididos por tratamento e
controlo em NA no prosencéfalo, nos sargos.
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Figura S 232. Gréafico de comparacéao entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e
controlo em NA no mesencéfalo, nos sargos.
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Figura S 24. Gréfico de comparagao entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e
controlo em NA no cérebro posterior, nos sargos.
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Figura S 25. Gréfico de comparagao entre individuos que passaram pelo teste de stress e 0s que ndo passaram, divididos por tratamento e
controlo em DOPAC no prosencéfalo, nos sargos.
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Figura S 26. Grafico de comparacéo entre individuos que passaram pelo teste de stress e 0s que ndo passaram, divididos por tratamento e
controlo em DOPAC no mesencéfalo, nos sargos.
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Figura S 27. Gréfico de comparagéo entre individuos que passaram pelo teste de stress e 0s que ndo passaram, divididos por tratamento e
controlo em DOPAC no cérebro posterior, nos sargos.
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Figura S 28. Grafico de comparacéo entre individuos que passaram pelo teste de stress e 0s que nédo passaram, divididos por tratamento e
controlo em DA no prosencéfalo, nos sargos.
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Figura S 29. Gréfico de comparagao entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e
controlo em DA no mesencéfalo, nos sargos.
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Figura S 3. Gréfico de comparacgéo entre individuos que passaram pelo teste de stress e 0s que ndo passaram, divididos por tratamento e controlo
em DA no cérebro posterior, nos sargos.
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Figura S 31. Gréfico de comparacao entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e
controlo em 5HIAA no prosencéfalo, nos sargos.
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Figura S 32. Grafico de comparacéo entre individuos que passaram pelo teste de stress e 0s que nédo passaram, divididos por tratamento e
controlo em 5HIAA no mesencéfalo, nos sargos.
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Figura S 33. Gréfico de comparagéo entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e
controlo em 5HIAA no cérebro posterior, nos sargos.
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Figura S 34. Gréfico de comparagao entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e
controlo em 5HT no prosencéfalo, nos sargos.
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Figura S 35. Gréfico de comparagao entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e
controlo em 5HT no mesencéfalo, nos sargos.
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Figura S 36. Gréfico de comparagao entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e
controlo em 5HT no cérebro posterior, nos sargos.
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Figura S 37. Grafico de comparacéo entre individuos que passaram pelo teste de stress e 0s que nédo passaram, divididos por tratamento e
controlo em razdo de DOPAC/DA no prosencéfalo, nos sargos.
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Figura S 38. Gréfico de comparacao entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e
controlo em razdo de DOPAC/DA no mesencéfalo, nos sargos.
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Figura S 39.. Grafico de comparacéo entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e
controlo em razdo de DOPAC/DA no cérebro posterior, nos sargos.
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Figura S 40.. Grafico de comparacéo entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e
controlo em razéo de 5HIAA/SHT no prosencéfalo, nos sargos.
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Figura S 41. Gréfico de comparacao entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e
controlo em razao de 5HIAA/5HT no mesencéfalo, nos sargos.

SHIAASHT % mass ratio
Heutbrsn
[ ———

SHLLEIEHT % miaws 1k T St
[ ETC L

Macia

Treatment
o1 w- oF 2 5

Figura S 42. Gréfico de comparagao entre individuos que passaram pelo teste de stress e os que ndo passaram, divididos por tratamento e
controlo em razdo de 5HIAA/5HT no cérebro posterior, nos sargos.
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