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Epigrafe

“You cannot get through a single day without having an
impact on the world around you. What you do makes a
difference, and you have to decide what kind of
difference you want to make.”

(Jane Goodall)
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Os procedimentos experimentais desta tese realizados com a espécie de peixe tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) estdo de acordo com a legislacdo vigente (Lei 11.794/2008 e Decreto
6.899/2009), com as resolucdes normativas aplicaveis a luz dos Principios Eticos na Experimentacio
Animal elaborados pela Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratorio
(SBCAL/COBEA) e foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP-SP (protocolos n® 1175 e 1176-CEUA).
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Tese

Ambiente social: influéncia de coespecificos na modulacéo do estresse e comportamento

agressivo em peixes.

Hipoteses

1. O ambiente social afeta a recuperagédo do estresse.
2. O ambiente social afeta a agressividade.

Apresentacao

Esta tese tem como objetivo principal avaliar como o ambiente social afeta a recuperagéo do
estresse e 0 comportamento agressivo em peixes. Primeiramente nosso foco foi avaliar se havia
influéncias sociais positivas apds a aplicacdo de estresse ao ponto da obtencdo/geracdo de uma
recuperacdo mais rapida, amenizando o estresse em individuos espectadores. Este fenbmeno é
conhecido como apoio social (social buffering) e ja é descrito em diversos animais sociais, desde
mamiferos, peixes e até invertebrados. Em peixes, este foi estudado em Zebrafish, que é uma espécie
que possui semelhancas genéticas e neurais com vertebrados superiores e apresenta estrutura social
bem definida. Apesar disso, esse fenémeno ainda é pouco estudado em outras espécies com
caracteristicas sociais especificas, como por exemplo, sociedades com presenca de altas taxas de
agressdo e disputa hierarquica entre individuos. Dessa forma, avaliamos a ocorréncia do apoio social
em tilapia-do-Nilo, uma espécie territorialista com agressividade elevada entre os individuos para
manutencdo de hierarquia. Neste estudo, observamos a ocorréncia do fenémeno de apoio social
apenas no contexto em que o individuo era inserido em um ambiente novo e possuia sinais visuais
de grupos dos coespecificos. Entretanto, ao longo da experimentagdo, apds a familiarizacdo com os
coespecificos, notamos o aparecimento de outro fendmeno que influenciou negativamente na
recuperacdo do estresse, o ‘estresse social’. Este é um fendmeno causado por interagdes agonisticas
em um grupo e, neste trabalho, ocorreu mesmo em individuos isolados fisicamente, possuindo
apenas sinais visuais do grupo social. Assim, decidimos avaliar se haveria influéncia da observagao

de interacOes agressivas de um grupo no comportamento agressivo de individuos espectadores.



37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

47

48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

Obtivemos uma correlacdo negativa, em que, quanto menor o nimero de confrontos de um grupo,
maior a agressividade deflagrada pelo espectador. Como nesse estudo ndo foi possivel o controle
das interac6es dos grupos sociais, decidimos realizar um novo estudo onde havia este controle. Dessa
forma, em nosso segundo estudo, avaliamos se o comportamento agressivo de individuos
espectadores € modulado a partir do nivel de agressdo do grupo observado. Com isso, observamos
uma resposta similar, na qual, animais que presenciaram coespecificos sem interacfes agressivas,
aumentaram os niveis de agressividade quando comparado a um controle. Assim, concluimos que
mesmo em uma especie agressiva como a tilapia-do-Nilo, com o predominio de estresse social, ha a
ocorréncia de apoio social em determinado contexto. Além disso, a til&pia é capaz de avaliar o

contexto agressivo social, que por sua vez modula a agressividade individual.

Estudo 1 - O ‘apoio social’ ¢ um fendmeno evolutivamente conservado entre os vertebrados sociais,
em que, a presenca de coespecificos reduz respostas comportamentais e fisioldgicas a situacdes
aversivas ou estressantes. Em peixes, espécies que formam grupos sociais estruturados, como o
Zebrafish, tem uma diminuida resposta de medo quando expostos a situacdes de perigo quando na
presenca de coespecificos em grupo. Entretanto, em peixes como a tilapia-do-Nilo, que também
formam grupos sociais estruturados, mas sdo altamente territorialistas e agressivos quando em
grupos, o fendmeno de apoio social ainda ndo foi estudado. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
avaliar se haveria o efeito do ambiente social na recuperacao de estresse e ainda, qual seria o efeito
deste no comportamento agressivo em tilapia-do-Nilo. Peixes espectadores foram individualizados
em aquarios adjacentes a de grupos de coespecificos ou vazios, como controle. Dessa forma,
avaliamos a recuperacdo do estresse nesses dois contextos de ambiente social ou isolamento, através
da andlise da frequéncia ventilatéria antes e apds situacGes estressantes (ambiente novo e
perseguicdo com rede tipo pucd) aplicadas com um intervalo de 7 dias, durante 4 semanas (1 estresse
por semana). Ainda, ap0os 24 h do ultimo estresse aplicado, avaliamos a agressividade individual de
espectadores e controle, através do teste do espelho. A agressividade dos individuos em grupo
também foi avaliada ao longo da experimentacdo. Dessa forma, observamos que animais que
possuiam contato visual com um grupo social, se recuperaram mais rapido do estresse causado por

um ambiente novo que individuos controle. Entretanto, apds 3 semanas a resposta se inverteu, da
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qual animais isolados se recuperaram mais rapido do estresse de perseguicdo com rede, do que
animais com o contato visual do grupo social. Além disso, obtivemos uma correlacdo negativa entre
0 numero de confrontos dos animais em grupo com o numero de confrontos dos espectadores e
também com a frequéncia ventilatéria basal dos mesmos. Concluimos que na tilapia-do-Nilo o
ambiente social influencia na recuperagdo do estresse e no comportamento agressivo de individuos
espectadores. Diferentes contextos sociais promovem diferentes respostas, que também s&o

moduladas pelas interacdes sociais experienciadas.

Estudo 2 - As experiéncias obtidas no meio social podem moldar o comportamento de peixes,
podendo também influenciar na tomada de decisdo em confrontos agressivos ou padrdes de
agressividade. Partindo dos resultados obtidos no estudo 1, em que, a agressividade do grupo é
inversamente proporcional a agressividade de um individuo que presencia e avalia a quantidade de
confrontos, decidimos controlar a variavel ‘agressividade’ para avaliar se o ambiente social
influencia no comportamento agressivo de espectadores. Aqui, individuos de tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) observaram videos de coespecificos exibindo altas taxas de confrontos
agressivos ou nenhuma agressdo. A agressividade individual foi avaliada através de testes do espelho
realizados antes e ap6s o periodo de exibicdo dos videos com ou sem contexto agressivo. N0ss0s
resultados mostraram que individuos que observaram contextos sociais sem agressividade,
aumentaram o numero de confrontos quando comparados a um controle e vice-versa. Dessa forma,
concluimos que a tilapia modula seu comportamento agressivo de acordo com o contexto social

agressivo, mesmo com uma demonstragdo de um grupo social virtual.

11
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1. Introdugéo

O comportamento social pode ser definido como atividades entre membros de uma mesma
espécie, com possiveis consequéncias positivas ao fitness de individuos envolvidos (Szekely et al.
2010). Dessa forma, animais individuais se agregam formando grupos, com presenca de padroes de
interacOes entre os individuos, que variam dependendo de diversos fatores, como a presenca de
predadores ou competicdo por alimento (Doran et al. 2019). Com isso, animais podem transitar de
grupos por diferentes razdes, como pela existéncia de variedade fenotipica ou conflitos de

informacdes sobre o estado do ambiente entre os individuos (Merkle et al. 2015; Killen et al. 2017).

Em espécies sociais, a formacdo de grupos promove melhor interacdo e comunicagdo entre
individuos, sendo essenciais para a cooperacdo (Kikusui et al. 2006). Ainda, ha a obtencdo de
beneficios relacionados a sobrevivéncia ou a reprodugdo dos membros participantes (Szekely et al.
2010). Geralmente, quando individuos obtém beneficios através do grupo, espera-se que 0S mesmos
realizem atividades que proporcionem a manutencdo da formacdo coletiva, também servindo aos
interesses individuais (Alexander, 1974). Além da cooperacgdo, um dos aspectos mais benéficos da
formacdo social é a maior protecdo contra provaveis ameacas do ambiente em que vivem,
principalmente contra predadores (Alcock, 2011). Um exemplo, sdo machos da espécie de peixe
sargo-de-orelha-azul (Lepomis macrochirus), que formam grupos reprodutivos e cooperam para

espantar predadores de ovos que se aproximam de seus ninhos (Gross & MacMillan, 1981).

Apesar dos beneficios, os custos de viver em grupos podem ser elevados. Na maioria das espécies
sociais, 0s animais despendem tempo e energia para alcancar status social, importante para a
aquisicdo de parceiros reprodutivos e alimento (Alcock, 2011). Geralmente, a aquisi¢do destes e
outros recursos importantes ocorre apos disputas agressivas, com estabelecimento de hierarquias
sociais (Jobling, 1983). O estabelecimento e a manutencdo de hierarquia provocam demandas
fisiologicas e estresse, tanto nos animais dominantes como nos submissos, porém com maior

intensidade nos animais submissos (Fernandes, 1997).

Dessa forma, a presenca de um coespecifico pode atuar como um estimulo de melhoria na
condigéo social ou como um estressor (Oliveira & Faustino, 2017), dependendo de fatores como a
familiaridade com o coespecifico (Graves & Hennessy, 2000), o contexto social apresentado

(Miczek, 1974) e o comportamento exibido pelo coespecifico (Kiyokawa et al. 2014). Em humanos,

12
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pessoas que possuem contato com individuos que os fornecam bens psicologicos e materiais,
possuem melhor salde quando comparado a individuos que possuem poucos contatos sociais que
trazem algum tipo de apoio (Cohen & Wills, 1985). Esse fenémeno é chamado de ‘apoio social’ e €
considerado um fator importante no enfrentamento do estresse e na resiliéncia em humanos (Oliveira
& Faustino, 2017). Quando o apoio estd relacionado a diminuicdo de respostas ao estresse, é
chamado de “social buffering”, em que o apoio causa protecao do individuo a potenciais influéncias
de eventos estressantes (Cohen & Wills, 1985). Assim, como sdo fendmenos intimamente
relacionados e ainda ndo surgiram tradugdes para a expressdo em inglés, adotaremos o termo ‘apoio
social’ para nos referir sobre a influéncia positiva na recuperacdo do estresse em experiéncias
aversivas. Muito estudado em humanos (Heinrichs et al. 2003), o apoio social € uma caracteristica
evolutivamente conservada (Kikusui et al. 2006), descrita também em primatas ndo-humanos (Wittig
et al. 2016), roedores (Fuzzo et al. 2015), aves (Edgar et al. 2015), peixes (Faustino et al. 2017) e até
em invertebrados (Tian et al. 2017). Embora bastante estudado principalmente em mamiferos, ainda
é um fenémeno pouco estudado em outros vertebrados. Com isso, mais estudos comparativos sdo

necessarios para entender a evolucéo do apoio social entre animais sociais.

Em peixes, o apoio social foi demonstrado na espécie Danio rerio, o zebrafish (Faustino et al.
2017), que vive em grupos com estruturas sociais bem definidas (Spence et al. 2007), e forma
hierarquias de dominancia através de interacdes agressivas, com diminuicdo da agressdo apds
estabelecimento hierarquico (Larson et al. 2006). Entretanto, ainda em peixes, h& outras espécies
sociais que apresentam variacbes em algumas caracteristicas comportamentais, como a
agressividade. A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) é uma espécie teritorialista que também
apresenta hierarquia social estabelecida por interacfes agonisticas (Gongalves-de-Freitas et al.
2008), com diminuicdo de confrontos apds o estabelecimento hierarquico (Johnsson et al. 2006).
Contudo, alguns fatores como tamanho homogéneo de individuos podem acarretar em intensificacdo
de interagOes agressivas, aumentando a instabilidade social (Boscolo et al. 2011). Ainda, pode haver
aumento de mortalidade por excesso de gasto energético e excesso de lesbes fisicas (Johnsson et al.
2006). Este cenario com intensos confrontos agressivos pode gerar uma situagdo oposta ao ‘apoio
social’, o ‘estresse social’. Este, ao invés de alivio, traz aumento do estresse, causado pelos
confrontos agressivos em um grupo (Alvarenga & Volpato, 1991). Geralmente a agressdo é

provocada por estimulos de coespecificos em um contexto social de competi¢do. Portanto, o
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ambiente social em que um individuo se desenvolve pode ser importante para a expressdo do seu
comportamento agressivo (Barki & Volpato, 1998), ja que interagdes sociais podem influenciar na
aquisicdo de novas informacgdes, como na performance de um novo padrdo de comportamento
(Nicol, 1995).

A informagao do grupo pode ser adquirida diretamente (quando um sinalizador e um receptor
estdo envolvidos) ou indiretamente, atraves da observa¢do de comportamentos por um espectador
(McGregor & Peake, 2000). Em um ambiente social, animais respondem a presenca de coespecificos
(“efeito de publico”) alterando seu comportamento de acordo com o tipo de publico e contexto social
(Doutrelant et al., 2001; Pinto et al., 2011). Desta interacdo, os espectadores extraem informacoes,
utilizando-as em subsequentes interaces (Oliveira et al, 1998; Earley, 2010). Assim, 0 ambiente
social pode moldar a expressdo de respostas fisioldgicas relacionadas ao estresse (Kikusui et al.
2006), além de habilidades comportamentais (Stamps & Groothuis, 2010; Brockmark et al., 2010),
como no comportamento agressivo de peixes (Barki & Volpato, 1998). Como em peixes, 0s estudos
sobre o papel do grupo social como atenuador de situac6es estressoras ou até o chamado apoio social,
ainda sdo recentes e escassas, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar se 0 ambiente social
influencia na recuperacgdo do estresse e no comportamento agressivo de espectadores em tilapia-do-
Nilo. Esta é uma espécie agressiva, com presenca de embates constantes para ascensdao ou

manutencdo do status hierarquico.

As ferramentas para transmitir os efeitos do apoio social variam amplamente, o que significa que
sdo varios sistemas sensoriais que recebem a informacéo e estdo envolvidos no processamento deste
fendmeno, e que o processamento sensorial difere entre as espécies e 0s contextos experimentais
(Kikusui et al. 2006). Em peixes, a ocorréncia do apoio social foi demonstrada na espécie Danio
rerio, o zebrafish, através de sinais visuais e quimicos, sendo a visdo a modalidade sensorial mais
efetiva no processo de atenuacdo do medo (Faustino et al. 2017). Ainda, as interacdes entre 0S
individuos do grupo transmitem informac6es de um provavel contexto “seguro” a um individuo
observador. Dessa forma, os padr@es de interagdes entre individuos transmitem informacGes sobre o
estado de emocdo e alerta do grupo (Kikusui et al. 2006). Assim, neste estudo, utilizamos os sinais

visuais como meio de transmiss@o e comunicacao entre coespecificos e individuos espectadores.

14
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Estudo 1 — Influéncias sociais na recuperacgdo do estresse e na agressividade em peixes

2. Metodologia

2.1. Animais e Manutencao

Utilizamos adultos de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus. Os peixes foram aclimatados
por 30 dias em tanques de 500 L em biotério (1 peixe/6L; T°C: 24°+1°C; pH: ~ 6,5; fotoperiodo:
12L.:12D) antes do inicio do experimento. Nessa condi¢do, os tanques receberam aeracao continua
e filtros que incluiam filtragem mecénica e bioldgica, sendo sifonados diariamente para remogéo de
restos de alimento e fezes. Assim, os tanques foram mantidos com boa qualidade da dgua, com niveis
de nitrito e amodnia abaixo de 0,05 mg/L e 0,5 mg/L, respectivamente. Além disso, havia tubos de
PVC no fundo dos tanques que foram utilizados como tocas pelos animais. Os peixes no biotério
foram alimentados duas vezes ao dia com racdo comercial para peixes tropicais (38% de proteina
bruta) até a saciedade.

Os animais utilizados como espectadores e controle ndo diferiram quanto ao peso (teste t,
independente: df = 18; t = 0,92; p = 0,3654) e ao comprimento (teste t, independente: df = 18; t =
1,08; p = 0,2926).

2.2. Delineamento Geral

Para avaliar a influéncia social na recuperacdo do estresse, analisamos a frequéncia
ventilatéria de individuos espectadores que possuiam ou ndo contato visual com um grupo de
coespecificos, antes e ap6s situacdes de estresse agudo. Primeiramente aclimatamos por 7 dias,
grupos de tilapia-do-Nilo compostos por 3 individuos (n=10), em aquarios ‘demonstragdo’,
adjacentes a aquarios em que seriam introduzidos os individuos espectadores. Apds esse periodo,
peixes espectadores foram individualizados nestes aquarios (Dia 1 — inicio da experimentacdo), dos
quais, possuiam apenas contato visual com os grupos de coespecificos. Ao mesmo tempo, havia um
grupo controle em que, 10 peixes foram individualizados em aquarios adjacentes a aquarios ‘vazios’,
ou seja, sem nenhum coespecifico. Apds 60 min da inser¢do dos peixes espectadores e controle
nestes ambientes novos, com ou sem contato visual de coespecificos, avaliamos a frequéncia

ventilatoria dos mesmos. Decorridos 7 dias (Dia 7), avaliamos a frequéncia ventilatoria antes (basal)
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e apos (pos estresse) a aplicacdo do estresse de manuseio (perseguicdo com rede do tipo pucd) em
cada individuo espectador e controle. Repetimos esse procedimento ap6s mais 7 e 14 dias (Dia 14 e
21, respectivamente). Além disso, também avaliamos o nimero de confrontos deflagrados nos
animais em grupo, nos dias 13 e 20 de experimentacdo e o nimero de confrontos deflagrados pelos
peixes espectadores e controle, no 22° (Gltimo) dia de experimento, ap6s 24 h do ultimo estresse
aplicado. Ainda, a cada 48 h, restos de alimento e fezes eram sifonados, com 30% de troca parcial
da agua de todos os aquarios, sempre utilizando sifdes individuais para evitar transmissao de odor

entre aquarios. Para melhor visualizacdo, o esquema do delineamento se encontra na Figura 1.

Inserciio de animais - FV basal - FV basal - FV basal
focais/controle - Perseguicio - Perseguicio - Perseguicdo
com rede com rede com rede
b Dia 21 ]—[ Dia 22 ]
FVEPE. Teste do Espelho
Confrontos Confrontos
grupos grupos

Figura 1. Esquema do delineamento experimental. A avaliacdo da frequéncia ventilatoria pds
estresse (FV P.E.) era realizada ap6s 60 min do término do processo de perseguicdo com rede. A
frequéncia ventilatoria basal (FV basal) era mensurada antes de todos os procedimentos de aplicacao

do estresse.
2.3. Procedimentos Especificos
2.3.1. Formagéo dos grupos

Para formacéo de cada grupo, selecionamos 3 individuos de tamanhos semelhantes (14,7 +
3,5 9; e 7,66 £ 0,59 cm), em uma tentativa de padronizar a determinacdo hierarquica entre 0s
grupos, ja que o tamanho corporal pode afetar interacGes agressivas (Beeching, 1992), além de
estar associado a dominéncia em peixes (Turner & Huntingford, 1986; Volpato & Fernandes,
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1994).

Os animais em grupo foram aclimatados em aquarios de vidro (40 cm X 20 cm X 25 cm)
por 7 dias, para estabelecimento da hierarquia e aclimatizagcdo com a presenca do experimentador.

2.3.2. Aplicacéo do estresse - Insercdo em ambiente novo e perseguicéo com rede

A mudanca abrupta a um novo ambiente e a manipulacdo de individuos séo considerados
causas comuns de respostas agudas ao estresse em peixes (Barcellos et al. 2001). Assim,
consideramos que a introducdo de individuos espectadores e controle nos aquarios experimentais
(40 cm X 20 cm X 25 cm) experimentais, foi a primeira situacéo de estresse agudo, indicada como
0 primeiro dia de experimentagdo (Dia 1). Assim, os peixes foram introduzidos em aquérios
individuais, adjacentes a uma distancia de aproximadamente 3 mm dos aquarios ‘demostrag¢do’, que
continham ou ndo grupos de coespecificos (Figura 2). Dessa forma, os peixes espectadores ou
controle possuiam apenas pistas visuais dos aquarios adjacentes, a partir do momento em que eram

introduzidos nos aquarios individuais.
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Figura 2 — Esquema dos tratamentos experimentais. Em A temos peixes espectadores em contato
visual com um grupo de coespecificos; e em B, peixes controle com aquério adjacente sem a

presenca de coespecificos.

Apbs o estresse de insercdo em ambiente novo, foi aplicado o estresse de perseguicdo com
rede nos peixes espectadores e controle, nos proximos dias 7, 14 e 21 da experimentacdo, em que 0s
peixes foram individualmente perseguidos com uma rede (8 cm x 8 cm) dentro de seus préprios
aquarios por 5 min. No momento de aplicacdo do estresse por persegui¢cdo com rede, o contato visual
do peixe espectador com o grupo era bloqueado por um papel branco, a fim de evitar estresse ao
grupo. Para fins de padronizacdo, o mesmo foi feito com os peixes do controle, blogqueando a viséo

ao aquario adjacente.
2.3.3. Avaliacéo do estresse

Para avaliar a recuperacdo do estresse, mensuramos a frequéncia ventilatoria, em que sob
condi¢BGes padronizadas, é considerada um indicador de resposta comportamental a situaces

aversivas (Lucas et al. 1993; Barreto & Volpato 2004). Além disso, como é considerada uma técnica
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nédo invasiva, minimiza chances de estresse experimental, contribuindo com o bem-estar animal,

além de simplificar o desenho experimental e a interpretacdo dos dados (Ellis et al. 2004).

Dessa forma, apds 60 min da inser¢cdo em ambiente novo e antes e apos 60 min decorridos
do processo de perseguicdo com rede, contabilizamos o tempo para que o peixe realizasse 20
batimentos bucais ou operculares (Barreto et al. 2003). Com isso, calculamos a frequéncia dos

movimentos por minuto (baseado em Alvarenga & Volpato, 1995).

A resposta fisioldgica inicial ao estresse ocorre através de  resposta
neuroenddcrina/enddcrina, em que ha uma réapida liberacdo de hormdnios como cortisol e
catecolaminas. Embora as catecolaminas sejam rapidamente degradadas na circulacdo sanguinea
apos um evento estressor (< 30 min), outros parametros fisioldgicos que também servem para
avaliacdo do estresse, como a glicose plasmatica, ainda se mantém altos mesmo ap6s 120 min do
estresse aplicado (Vijayan et al, 1997), mostrando que o cortisol possui um importante papel na
manutenc¢do da glicose pds estresse a longo prazo (lwama, 1998). Na tilapia, o pico de elevacdo do
cortisol ocorre apds 60 min da ocorréncia de um estressor (Barcellos et al 1999a, 1999b). Dessa
forma, escolhemos mensurar a frequéncia ventilatoria apos 60 min do estresse aplicado, para avaliar

os individuos focais em um provavel periodo de recuperacdo do estresse.

2.3.4. Analise de confrontos

Para a analise de confrontos dos grupos, contabilizamos o nimero total de interagdes
agonisticas deflagradas por todos os membros do grupo em qualquer um dos coespecificos presentes,
durante 5 min, nos dias 13 e 20 da experimentacdo (24 h antes do segundo e terceiro estresse de
perseguicdo por rede). Avaliamos essa variavel em dois dias ao longo da experimentacédo para avaliar
os padrdes de confrontos que os individuos espectadores experienciavam. Dessa forma, analisamos
0 numero de mordidas despendidas em qualquer area do corpo do coespecifico, confrontos laterais
(em que o peixe se dispde lateralmente ao coespecifico e emite ondulagdes corporais) e perseguicéo
(o agressor nada em direcdo ao oponente, enquanto este ultimo nada longe do agressor, sem nenhum
contato fisico).

Para avaliar a agressividade dos peixes espectadores e controle, utilizamos o teste do espelho,

apos 24 h da ultima aplicagdo de estresse (22° dia). O teste do espelho consiste em mensurar a
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agressividade de peixes frente a um espelho, uma vez que estes animais ndo reconhecem seu proprio
reflexo e emitem comportamentos agressivos contra 0 mesmo (Balzarini et al., 2014). Ainda, a
imagem refletida no espelho pode representar tanto um oponente como um espectador (Falsarella et
al. 2017). Para esse teste, colocamos um espelho justaposto ao aquario, sendo escondido por uma
folha branca de papel. Além disso, bloqueamos a visdo dos peixes espectadores e controle aos
respectivos aquérios adjacentes. No momento em que a folha que bloqueava o espelho foi retirada,
registramos durante 5 min os comportamentos agressivos emitidos por cada individuo. Analisamos
a laténcia para inicio de comportamentos agressivos (intervalo de tempo entre a exposicéo do espelho
ao peixe e o inicio de interagfes agonisticas), o nimero de mordidas (interacdo frontal, com aberturas
da boca), o nimero de investidas (interacdo frontal, sem aberturas da boca) e o nimero de confrontos
laterais (0 peixe se dispde lateralmente ao coespecifico, representado pelo seu préprio reflexo ao
espelho e emite ondulagbes corporais) emitidos contra o espelho. Os etogramas para avaliacdo de

confrontos do grupo e dos peixes espectadores foram adaptados de Alvarenga & Volpato (1995).
2.3.5. Anélise de dados

Previamente, avaliamos a normalidade (teste de Shapiro-Wilk, p> 0,05) e
homocedasticidade (teste de Levene, p> 0,05) dos dados. Dessa forma, quando os dados
apresentavam distribuicdo ndo normal ou ndo homocedastica, utilizamos a funcdo Log para
normalizar. Além disso, dois individuos espectadores, por diferentes motivos, ndo puderam ter a
frequéncia ventilatoria contabilizada nos dias 21 p0s estresse e outro no dia 21 basal e p6s estresse.
Portanto, para estes dados faltantes, utilizamos a média referente aos dias ja avaliados de frequéncia

ventilatoria basal e pds estresse.

Para avaliar se houve diferenca de tamanho (peso e/ou comprimento) entre 0s animais dos

grupos controle e os animais do grupo experimental (espectadores), utilizamos teste-t independente.

Para avaliar diferencas entre as frequéncias ventilatdrias basais e apds os estresses, utilizamos
ANOVA de medidas repetidas, utilizando o tempo como medida repetida e complementamos a

analise com o teste a posteriori de Fisher LSD, quando necessario.

Além disso, para avaliar se houve correlacdo entre 0 numero de confrontos dos peixes em

grupo e o0 numero de confrontos dos peixes espectadores no teste do espelho, e entre 0 nimero de
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confrontos do grupo e as frequéncias ventilatdrias basais e pos estresse dos peixes espectadores,

realizamos regresséo linear (Pearson).

Para todas as analises realizadas nesse estudo, consideramos o = 0,05.

3. Resultados

Os individuos focais, tanto do grupo controle quanto dos espectadores, apresentaram 0s
mesmos padrdes de coloracdo, em que possuiam manchas nas alturas das linhas laterais. Ja nos
grupos, individuos dominantes eram mais claros e com aparéncia brilhante e 0os submissos possuiam
aparéncia mais escura, com manchas verticais por todo o corpo. Estes padrdes de coloracdo
relacionados a posicao hierarquica em um grupo ja sdo bem estabelecidos para esta espécie (Falter,
1987; Volpato et al. 1989).

Obtivemos algumas diferencas nas frequéncias ventilatdrias entre os tratamentos espectador
e controle e dentro de cada tratamento ao longo do tempo.

Primeiramente, obtivemos diferencas estatisticas quando comparamos as respostas do Dia
1 entre os tratamentos controle e espectador. Nesta analise, a FV dos espectadores foi menor que do
controle (teste t independente: df = 18; T = 4,65; p = 0,0001), indicando existéncia de influéncia
pelos grupos nas respostas relacionadas ao estresse apresentadas em situacdo aversiva de ambiente

novo (Figura 3).
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Figura 3 — Valores médios (+ erro padrdo) de frequéncia ventilatoria por minuto (FV/min)
mensuradas no Dia 1 apds insercdo em ambiente novo. As médias diferiram estatisticamente (Teste

t independente, p<0,05).

Avaliando as respostas referentes as FVs basais ao longo do tempo, observamos uma
diminuicdo ao longo dos dias, nos dois experimentos, porém sem diferencas estatisticas entre os dias
e entre os tratamentos (ANOVA de dois fatores: df = 2; F = 0,15; p = 0,8593) (Figura 4).
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Figura 4 — Valores médios (+ erro padréo) de frequéncia ventilatéria por minuto (F\V/min) basal ao
longo dos dias de experimento. As médias ndo diferiram estatisticamente (ANOVA de dois fatores,
p>0,05).

Quando avaliamos as respostas POs Estresse, obtivemos diferencas ao longo do tempo
(ANOVA de dois fatores: df = 1; F = 8,87; p = 0,0043) e quando comparamos momentos/dias
(ANOVA de dois fatores: df = 2; F = 6,45; p = 0,0030). Na primeira analise, a FV do Dia 7 foi
estatisticamente maior que a do Dia 21 tanto no tratamento controle (Fisher LSD: p = 0,0036), quanto
no espectador (Fisher LSD: p = 0,0466). Isso pode indicar uma resposta de aclimatacdo com o
estressor, que foi 0 mesmo durante os dias avaliados. J& quando comparamos momentos, obtivemos
diferenca no Dia 21, no qual a FV do grupo controle foi menor que do grupo espectador (Fisher
LSD: p =0,0252), indicando que, apesar das mesmas diferencas ao longo do tempo, o grupo controle
ainda teve uma recuperacao mais rapida ao estresse, em relacdo ao grupo espectador no referido dia
(Figura 5).
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Figura 5 — Valores médios (+ erro padrdo) de frequéncia ventilatoria por minuto (FV/min) pés
estresse de perseguicdo com rede, ao longo dos dias de experimento. Foram obtidas diferengas ao
longo do tempo e em um momento entre tratamentos (ANOVA de dois fatores, Fisher LSD, p<0,05).
Letras indicam diferencas em um mesmo tratamento. Barra horizontal com asterisco indica diferenca

entre tratamentos. Tracos conectando as médias ndo indicam valores entre os dias de experimento.

Quando comparamos as respostas de FV nos Dias 1 e 21, observamos diferenga ao longo
do tempo (ANOVA de dois fatores: df = 1; F = 17,74; p = 0,0001). No tratamento controle a FV do
Dia 21 foi estatisticamente menor que a do Dia 1 (Fisher LSD: p = 0,0000). J& no tratamento
espectador, ndo houve diferenca entre os dias (Fisher LSD: p = 0,4809) (Figura 6). Ainda, quando
comparamos as respostas em momentos, observamos diferengas estatisticas entre tratamentos tanto
do Dia 1 (Fisher LSD: p = 0,0059) como mostrado na primeira analise, quanto no Dia 21 (Fisher
LSD: p = 0,0044), com inversdo de comportamentos. Essa inversdo no ultimo dia de experimento
pode indicar que houve uma recuperacdo mais rapida ao estressor no grupo controle e o estresse se

manteve no grupo espectador. Este poderia ter sido resultado do estresse social (Figura 6).

24



398
399

400
401
402
403
404
405
406
407
408
409
410
411
412
413
414
415
416
417

135
— = Controle
= Espectador

2.30 a

225

[
[
=

FV/min (Log)

2.10

2.05

b

Dial Dia 21

2.00

Figura 6 — VValores médios (£ erro padrdo) de frequéncia ventilatoria por min (FV/min) de contextos
diferentes pos estresse (ambiente novo e perseguicdo com rede, respectivamente). Foram obtidas
diferencas entre dias em um mesmo tratamento e entre tratamentos (ANOVA de dois fatores, Fisher
LSD, p<0,05). Letras diferentes indicam diferencas em um mesmo tratamento, ao longo do tempo.
Barras com asterisco indicam diferengcas em mesmos momentos, entre tratamentos. Tracos

conectando as médias ndo indicam valores entre os dias de experimento.

Por ultimo, para uma visao geral do experimento ao longo do tempo, para cada tratamento
realizamos uma média dos valores basais e pos estresse de todos os dias e comparamos entre si e
entre o Dia 1 (ANOVA de dois fatores: df = 2; F =8,01; p = 0,0009). Quando avaliamos o tratamento
controle, obtivemos que todos os contextos sdo diferentes entre si, em que a FV do Dia 1 maior que
a média basal (Fisher LSD: p = 0,0000) e a média p0s estresse (Fisher LSD: p =0,0000), e média
basal menor que média pds estresse (Fisher LSD: p =0,0290). J& quando avaliamos o tratamento
espectador observamos que o Dia 1 foi maior que a média basal (Fisher LSD: p = 0,0040) e
estatisticamente igual a média pos estresse (Fisher LSD: p =0,5163), e média basal menor que média
pos estresse (Fisher LSD: p = 0,0005). Ainda, quando comparamos os tratamentos, obtivemos
diferencas no Dia 1, com a FV do controle maior que a dos espectadores (Fisher LSD: p = 0,0033)
e as médias pos estresse, em que houve inversdo quando comparado ao Dia 1 (Fisher LSD: p =

0,0208), e sem diferencas estatisticas entre as médias basais (Fisher LSD: p = 0,3385) (Figura 7).
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Isto pode indicar que o contexto (isolado ou em grupo) foi importante para a recuperacao de situagoes

aversivas nos peixes experimentados.
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Figura 7 — Valores médios (+ erro padrdo) de frequéncia ventilatoria por minuto (FV/min) do Dia 1
e das médias dos valores basais e pos estresse. Foram obtidas diferencas em cada tratamento ao
longo do tempo e em momentos entre tratamentos (ANOVA de dois fatores, Fisher LSD, p<0,05).
Letras diferentes indicam diferencas em um mesmo tratamento, ao longo do tempo. Barras com
asterisco indicam diferencas em mesmos momentos, entre tratamentos. Tra¢os conectando as médias

ndo indicam valores entre os dias de experimento.

Em relacéo as respostas obtidas nos testes do espelho, ndo houve diferenca entre as laténcias
para inicio de confrontos entre os grupos espectador e controle (teste t independente: p = 0,0652; t =
2,02; df = 12) (Figura 8).
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Figura 8 — Valores médios (Log + dp) da laténcia para inicio de confrontos de peixes espectadores

e controle. Nao houve diferenca estatistica (teste t independente; p>0,05).

Além disso, houve diferenca entre o nimero de confrontos deflagrados pelos peixes
espectadores e controle nos testes do espelho (Teste t independente: p = 0,0256; t = 2,54; df = 12)
(Figura 9).
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Figura 9 — Valores médios (z dp) do nimero de confrontos totais de peixes espectadores e controle

deflagrados no teste do espelho. As médias diferiram estatisticamente (Teste t independente;
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p<0,05).

Ainda, houve uma correlacéo linear negativa entre o nimero de confrontos do grupo (média
dos dois dias avaliados) e o niimero de confrontos dos peixes espectadores (Pearson: r = 0,5442; p
= 0,0367), em que gquanto menor o numero de confrontos em um grupo, maior o nimero de

confrontos deflagrados no teste do espelho pelo respectivo espectador (Figura 6).
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Meédia dos confrontos (Grupo)

Figura 6 — Regressdo linear entre a média de confrontos dos grupos e o nimero de confrontos
emitidos pelos respectivos individuos espectadores (Pearson: r?> = 0,5442; p = 0,0367).

Houve também uma correlacdo linear negativa entre a média do nimero de confrontos dos
peixes em grupos e a média das FVs basais dos peixes espectadores (dias 7, 14 e 21) (r? = 0,4375; p
= 0,0373) (Figura 7), mas ndo houve diferenca entre a média do nimero de confrontos dos grupos
com a média das FVs p6s estresse (r? = 0,0001; p = 0,9773). Ainda as médias das FVs basais de

peixes espectadores e controle ndo diferiram estatisticamente.
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Figura 7 — Correlacdo negativa entre as médias de FV basais de peixes espectadores e a média dos
confrontos apresentados pelos respectivos grupos. Os dados foram transformados utilizando a
funcéo Log (Pearson: r? = 0,4375; p = 0,0373).

Estudo 2 — A modulacdo da agressividade por influéncias sociais agressivas

4. Metodologia
4.1. Animais e Manutencéo

Juvenis de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus, provenientes de piscicultura, foram
aclimatados em tanques de 310 L; 1 peixe/ 6 L antes dos procedimentos experimentais. A
temperatura (28-30° C) e o fotoperiodo (12C:12E) foram mantidos constantes. Os tanques eram
providos com aeragdo continua e renovacao de agua constante. Os peixes eram alimentados uma vez
ao dia com racdo comercial para peixes (38% de proteina bruta) e o tanque sifonado a cada 15 dias
para remocao de restos de alimento e fezes. Os niveis de nitrito e am6nia foram mantidos abaixo de

0,05 mg/L e 0,5 mg/L, respectivamente, para manutencdo da qualidade da agua.
4.2. Delineamento Geral

Para avaliar se diferentes niveis de agressividade em grupo influenciam o comportamento
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agressivo de individuos espectadores, avaliamos a agressividade de individuos antes e apds a
observacdo de coespecificos com altas ou baixas taxas de agressividade. Dessa forma, primeiramente
isolamos individuos de tilapia-do-Nilo em aquarios de vidro por 72 h. Apos o periodo de
aclimatacao, realizamos testes de mensuragdo agonistica, atraves do teste do espelho. Em seguida,
0s animais foram divididos em 3 grupos, em que seriam expostos ou ndo, durante 4 dias
consecutivos, a diferentes imagens de video contendo coespecificos nos seguintes contextos: 1) dois
individuos em intensas interagcdes agressivas; 2) dois individuos sem interacdes agressivas; e 3)
controle, que ndo era exposto a nenhum tipo de estimulo. Apos 24 h da Gltima exposicéo, realizamos
novamente um teste do espelho para mensurar a agressividade apds o periodo de exposi¢do visual.

Para melhor visualizacgdo, o esquema do delineamento se encontra na Figura 8.

) ) )
Com Agressao 1° Teste do Exibicio de videos 2° Teste do
(n=10) espelho com confrontos espelho
~— ~— —
) ) )
Sem Agressio 1° Teste do Exibicdo de videos 2° Teste do
(n=10) espelho sem confrontos espelho
— — —
) ) )
5 Sem exibicdo de
Sem Agressao 1° Teste do 2° Teste do
(n=10) espelho videos espelho
~— ~— —
| 1 ]
I—I I 1 1
72 h de aclimatagio 4d 24h

Figura 8 — Esquema do delineamento experimental.
4.3. Procedimentos especificos
4.3.1. Producéo dos videos-estimulo

Para a producéo dos videos que serviriam de estimulo aos peixes experimentais, utilizamos

adultos de tilapia-do-Nilo. Foram isolados 8 individuos em aquarios de 40 cm x 20 cm x 25 cm por

30



495
496
497
498
499
500

501

502
503
504
505

506
507
508
509
510
511
512
513

514

515
516
517
518

519

520

48 h e colocados em pares em aquarios “arenas” do mesmo tamanho que oS aquarios de isolamento.
Em seguida, os peixes foram filmados por 10 min para registro das interacdes agonisticas. Para fins
de padronizacdo, selecionamos um mesmo par de peixes que serviria de modelo tanto para o
tratamento que foi exposto aos pares sem interacdo agressiva fisica, quanto os que foram expostos
atal interacdo. Para isso, editamos a filmagem, selecionando cenas com ou sem interagao agressiva,

com duracdo total de 5 min.
4.3.2. Teste do espelho

Para o teste do espelho, os peixes dos 3 tratamentos foram aclimatizados individualmente
em aquarios de 40 cm x 20 cm x 25 cm por 72 h. Ap6s isso, realizamos o primeiro teste do espelho.
O segundo teste foi realizado 24 h ap6s o término do periodo de exposi¢do dos videos-estimulo ou

nao, para cada tratamento.

Para esse teste, colocamos um espelho justaposto ao aquario, sendo escondido por uma
folha branca de papel. No momento em que a folha foi retirada, registramos durante 5 min os
comportamentos agressivos emitidos por cada individuo. Analisamos a laténcia para inicio de
comportamentos agressivos (intervalo de tempo entre a exposicdo do espelho ao peixe e o inicio
de interagdes agonisticas), o nimero de mordidas (interacdo frontal, com aberturas da boca), o
namero de investidas (interacdo frontal, sem aberturas da boca) e o nimero de confrontos laterais
(o peixe se dispde lateralmente ao espelho e emite ondulacdes corporais) emitidos contra o espelho.

O presente etograma foi adaptado de Alvarenga & Volpato (1995).
4.3.3. Exibi¢do dos videos modelo

Apdbs 24 h do primeiro teste do espelho, dois dos grupos experimentais foram submetidos
a exposicdo das imagens produzidas, a partir de um tablet (19 cm x 11,5 cm) posicionado
horizontalmente, durante 10 min. Por mais 3 dias consecutivos, repetimos a exposic¢éo, totalizando

em 4 dias de estimulo.
4.3.4. Andlise de dados

Inicialmente para avaliar se os dados possuiam distribuicdo normal e homocedasticidade,
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utilizamos os testes de Shapiro-Wilk (p>0,05) e Levene (p>0,05), respectivamente. Dessa forma,
constatando a distribui¢do ndo normal ou ndo homocedastica dos dados de laténcia para inicio de
confrontos, niumero de mordidas, nimero de investidas, niUmero de confrontos laterais e nimero de
confrontos totais, realizamos a transformacdo dos mesmos utilizando a fungdo Log. Mesmo assim,
ainda os dados apresentaram distribuicdo ndo normal e portanto, utilizamos testes paramétricos
(ANOVA de medidas repetidas, utilizando o tempo como medida repetida), restringindo o nivel de

significancia de 0,05 para 0,01.

5. Resultados

N&o obtivemos diferencas estatisticas quanto ao tempo de laténcia para inicio dos
confrontos entre os grupos (ANOVA de medidas repetidas: df = 2; F = 1,69; p = 0,2108) (Figura
9).

25 4 [ OControle
OSem

HCom

Laténcia para inicio de confrontos (Log)

1° Teste 2° Teste

Figura 9 — Laténcia para inicio de confrontos agressivos (s). Valores médios transformados
utilizando a fungdo Log (+ dp). Nao houve diferenca estatistica entre tratamentos (ANOVA de

medidas repetidas; p>0,01).

Além disso, em relacdo aos confrontos deflagrados, obtivemos diferencas quanto ao nimero
de mordidas (ANOVA de medidas repetidas: df = 2; F = 5,45; p = 0,0140), em que no 2° teste do
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espelho, o nimero de mordidas do grupo Sem agressdo foi estatisticamente maior que o do grupo
controle (Fisher-LSD: p = 0,0097) (Figura 10).
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Figura 10 — Valores médios transformados utilizando a funcdo Log (x dp) dos nimeros de
mordidas nos dois testes do espelho. Diferenca estatistica indicada pela barra contendo asterisco
(ANOVA de medidas repetidas; p<0,01).

Quando avaliamos o numero de investidas, ndo obtivemos diferencas significativas ao longo
do tempo e nem entre tratamentos (ANOVA de medidas repetidas: df = 2; F = 1,86; p = 0,1843)
(Figura 11).
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Figura 11 — Numero de investidas nos dois testes do espelho. Nao obtivemos diferencas estatisticas

entre o0s grupos (ANOVA de medidas repetidas; p>0,05).

Por fim, quando avaliamos o numero de confrontos laterais, obtivemos diferencas entre
tratamentos (ANOVA de medidas repetidas: df = 2; F = 5,19; p = 0,0165). Neste, 0 nimero de
confrontos laterais deflagrados pelo grupo controle, nos dois dias de testes, foi estatisticamente
menor quando comparado ao grupo que observou coespecificos em confrontos agressivos no 2° teste
do espelho (Fisher-LSD: Controle 1° Teste x Com 2° Teste, p = 0,0066; Controle 2° Teste x Com 2°
Teste, p = 0,0035) (Figura 12).
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Figura 12 — Numero de confrontos laterais deflagrados nos dois testes do espelho. Letras indicam

diferencas entre tratamentos e ao longo do tempo (ANOVA de medidas repetidas; p<0,01).

Além disso, quando realizamos a somatdria dos confrontos (mordidas, investidas e
confrontos laterais), obtivemos diferencas entre tratamentos (ANOVA de medidas repetidas: df = 2;
F =5,49; p = 0,0137), em que no 2° teste do espelho, 0 grupo controle diferiu estatisticamente do

grupo que observou coespecificos sem agressao (Fisher-LSD: p = 0,0081) (Figura 13).
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diferencas estatisticas (ANOVA de medidas repetidas, p<0,01).
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6. Discussao

Neste estudo observamos que, na tilapia-do-Nilo, influéncias sociais podem gerar diferentes
respostas na recuperacdo de estresse, de acordo com o contexto em que o individuo espectador esta
inserido, com consequente modulagéo da agressividade. Dessa forma, mostramos que um contexto
social pode influenciar positivamente na recuperacdo do estresse a ambientes desconhecidos, mas
pode atuar contrariamente em situacdes em que ha presenca de estresse social, como quando o
ambiente e o grupo ja sdo familiares. Ainda, este contexto esta relacionado a um aumento de
agressividade individual, com modulacdo da mesma, de acordo com o nivel de agressdo do grupo
experienciado. Este fendmeno é chamado de agressdo deslocada e poderia representar uma
estratégia de enfrentamento comportamental que modula respostas ao estresse.

O apoio social é descrito como um efeito positivo relacionado a presenca de coespecificos
sobre situacdes que apresentam fatores de risco a individuos (Heinrichs et al. 2003). Em nosso
estudo este evento ocorreu apos o estresse de ambiente novo, onde a frequéncia ventilatoria (FV)
dos individuos que possuiam pistas visuais de um grupo de coespecificos se apresentou menor
quando comparada a de individuos isolados. Portanto, neste primeiro momento, 0 grupo promoveu
um efeito atenuador nas respostas ao estresse do peixe espectador. Ambientes desconhecidos
podem representar um contexto potencialmente perigoso e animais isolados estariam mais
vulneraveis a riscos (Aryiomo & Watt, 2012). Dessa forma, sujeitos sociais se sentem seguros
quando estdo com outros coespecificos, pois 0 agrupamento promove maior protecdo ao individuo

contra possiveis ameacas ambientais (Kikusui et al. 2006).

Entre os mamiferos, o fenbmeno é bastante conhecido e ja foi demonstrado que a presenca
de coespecificos diminui a resposta ao medo (Kiyokawa et al. 2014; Fuzzo et al. 2015) e ao estresse
(Smith & Wang, 2014). Em peixes, apenas foi mostrada a resposta de diminuicdo do medo a
exposicdo de possiveis ameacas alertadas por substancias de alarme, através da observacao de
comportamentos de freezing, realizados por individuos que possuiam sinais visuais ou quimicos de
coespecificos (Faustino et al. 2017). Ainda, estes mostraram que 0s sinais visuais foram mais
efetivos na diminuicdo de respostas relacionadas ao medo. Aqui, nossos resultados corroboram o
estudo sobre a existéncia do fenémeno de apoio social em peixes, mostrando ainda, que 0s sinais

visuais também sdo efetivos para diminuicdo de respostas fisiologicas ao estresse, como a
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frequéncia ventilatoria. A tilapia, assim como o zebrafish, é descrita como uma espécie diurna
(Toguyeni et al., 1997) e com iss0, 0s sinais visuais sdo importantes vias para a detecgéo de risco
no ambiente (Oliveira & Faustino, 2017). Assim, as interacdes dos coespecificos indicam pistas da
seguranca ou de provaveis riscos do ambiente e assim, animais sociais acessam informacdes a

possiveis ameacas, adequando suas respostas a contextos dindmicos (Oliveira & Faustino, 2017).

Apesar disso, nossos resultados mostram que nem sempre um grupo promove apoio social
em contextos de ameaga. Um outro fator, como a familiaridade do ambiente e entre individuos
pertencentes a um grupo devem ser considerados. Neste estudo, apds a aclimatizagdo com o
ambiente novo, e consequente alteracdo do contexto, surgiram outras respostas que podem ser
consideradas contrarias ao ‘apoio social’. Aqui, ap0s outros eventos estressantes, como a
perseguicdo com rede utilizada neste experimento, os individuos ja familiarizados com o ambiente
e com 0 grupo apresentaram recuperacdo prejudicada ao evento estressante quando comparados
aos individuos controle (Figura 6). No ultimo dia de experimento, os individuos do grupo controle
se recuperaram mais rapido do evento estressante do que os individuos que visualizavam um grupo.
Isso pode indicar que o grupo influenciava na recuperacdo do estresse, promovendo um estresse
adicional aos individuos espectadores. Uma provavel causa seria o estresse social, relacionado as
interacdes entre os coespecificos em um grupo (Alvarenga & Volpato, 1995). Dessa forma, as
subsequentes respostas dos individuos espectadores obtidas neste estudo estariam relacionadas a
observacdo da performance agressiva e a estrutura hierarquica apresentadas pelos grupos,
caracteristicos da espécie. A tilapia-do-Nilo é uma espécie territorialista, que apresenta hierarquia
de dominancia e submissao estabelecida por confrontos agonisticos entre os individuos (Giaquinto
& Volpato, 1997). Assim, o estabelecimento e a manuten¢do hierarquica provocam uma situacéo
de estresse nos individuos envolvidos (Barcellos et al. 1999). Portanto, a conclusdo de que um
grupo influencia positivamente na recuperacdo de estresse € restrita ao contexto de novidade em
que um individuo se encontra. Ainda, as caracteristicas de interaces sociais da espécie estudada

também sdo fatores importantes a serem levados em considerag&o.

Outra observagdo importante neste estudo, é a de que 0s peixes espectadores estavam
fisicamente isolados do restante do grupo e ainda assim apresentaram respostas comportamentais

relacionadas ao estresse social ap0s um evento estressante, mas ndo em uma situacdo basal.

38



672
673
674
675
676
677
678
679
680
681
682
683
684
685
686
687
688
689
690
691

692
693
694
695
696
697
698
699
700
701

Geralmente, as interacBes fisicas entre individuos que participam diretamente de um
estabelecimento hierarquico, promovem estresse nos animais (Alvarenga & Volpato, 1995;
Barcellos et al. 1999). Nossos resultados mostrando que as respostas de FV basais nao diferiram
entre os tratamentos, controle e espectadores, indicam que o contato fisico pode ser importante para
que ocorram influéncias do estresse social nos parametros comportamentais basais avaliados nos
animais, como a FV. Ainda, o contato fisico pode ser importante para que o individuo seja capaz
de perceber sua inclusdo e/ou posi¢do em um grupo social. Neste estudo, os padrdes de coloracéo
da pele dos individuos de ambos os tratamentos se assemelhavam. Com isso, podemos discutir que
o individuo espectador possuia percep¢do de que ndo participava diretamente do grupo, mesmo
interagindo com individuos que se aproximavam dele. Em grupos que formam hierarquias,
individuos subordinados tém concentracBes basais elevadas de glicocorticoides, por conta das
interacdes com individuos dominantes (Virgin & Sapolsky, 1997). Dessa forma, podemos
considerar que os eventos de perseguicdo com rede simularam possiveis interacdes agressivas com
0 grupo e este contexto foi consolidado com as pistas visuais dos grupos no momento de
recuperacdo, ja que as FV pds estresse foram maiores nos individuos espectadores. Apesar disso,
podemos inferir que houve influéncias visuais do ambiente social observado, por conta das
respostas que obtivemos no estudo como um todo. Os individuos espectadores ndo responderam
comportamentalmente diferentemente do tratamento controle, entretanto, seriam importantes
mensuracGes hormonais para avaliacdo de possiveis alteracdes fisioldgicas relacionadas ao estresse

social em individuos observadores.

Ainda, quando avaliamos o experimento como um todo (Figura 7), observamos que no
tratamento dos espectadores, a FV do Dia 1 ndo diferiu estatisticamente das médias P6s Estresse
(P.E.). Apesar de serem consideradas estatisticamente “iguais”, esta estabilidade nas respostas deve
ser analisada comparando os tratamentos. As respostas do tratamento controle indicam que um
ambiente desconhecido pode ser mais estressante do que o estresse por persegui¢do com rede em
ambiente ja conhecido. Ainda, a presenca do grupo influencia nos dois contextos: positivamente
na recuperacdo do estresse em situacdo de ambiente novo, mas negativamente apds estresse de
perseguicdo com rede, provavelmente por conta do estresse social. O estresse pode ser definido
como um estado de ameaca da perda da homeostase, ou seja, da manutencdo da constancia das

condicBes corporeas pelo organismo, por um estimulo aversivo denominado “estressor’” (Chrousos

39



702
703
704
705
706
707
708
709
710
711
712
713
714
715
716
717
718
719
720
721
722

723
724
725
726
727
728
729
730
731

& Gold, 1992). Assim, as respostas desencadeadas por um individuo frente a um estressor séo
adaptativas, pois auxiliam o organismo a retornar a seu estado inicial de homeostase. Dessa forma,
0 organismo esta adaptado a lidar com situacdes de estresse agudo, o qual é definido como
ocorréncia recente e transitoria de um unico estressor, mas quando essa condi¢do se torna
repetitiva/cronica, ou seja, como uma dificuldade constante enfrentada pelo individuo (Shields et
al., 2016), seus efeitos se multiplicam em cascata, podendo gerar consequéncias deletérias para o
organismo guando a homeostase néo é reestabelecida. Nesse caso, 0 organismo entra em um estado
alostatico, em que ha a atividade alterada e sustentada de niveis de mediadores primarios
relacionados ao estresse, como por exemplo glicocorticoides, com consequentes respostas
fisiologicas e comportamentais em resposta a mudancgas ou desafios ambientais (McEwen &
Wingfield, 2003). Em nosso estudo, podemos discutir que o individuo isolado foi mantido em um
contexto favoravel a recuperacdo dos estresses agudos de perseguicdo com rede, ja que nédo
precisavam lidar com outras ameacas no ambiente. A0 passo que 0S animais em grupo
necessitavam também lidar com o estresse social, que poderia representar um ambiente estressor
crénico ao organismo, gerando um efeito alostatico. Este parece entdo influenciar e se sobrepor ao
estresse de perseguicdo com rede. Nesse contexto, o estabelecimento e constante manutencéo
hierarquica do grupo pode ter promovido um ambiente que gerou estresse social nos individuos
espectadores, promovendo estresse cronico e prejudicando a recuperagdo do estado de homeostase.
Dessa forma, as respostas de FV ap6s o estresse nos individuos indicam que estes podem ocorrer
como mecanismos de alostasia, em que sdo necessarios ajustes comportamentais como meio de

promover ajustes fisioldgicos, buscando a homeostase do organismo.

Outra consequéncia do ambiente social foi 0 aumento do nivel de agressdo de individuos
espectadores. Entre os efeitos mais caracteristicos do estresse social estd uma elevacao
generalizada e sustentada do metabolismo, com liberacdo de neurotransmissores envolvidos no
controle de uma série de respostas comportamentais e fisioldgicas ao estresse, como a liberagdo de
glicocorticéides e horménios peptidicos, com inibicao do apetite e agresséo (De Pedro et al., 1998;
Hoglund et al., 2002; Larson & Summers, 2001; @verli et al., 1998, 1999; Winberg & Nilsson,
1993; Winberg et al., 1997). Dessa forma, um contexto estressante pode motivar o surgimento de
comportamentos que induzem a diminuicdo do estresse, em que ha diminuicdo da secrecdo de

glicocorticoides e consequente diminuigdo de respostas fisiologicas relacionadas ao estresse
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(Virgin & Sapolsky, 1997). Estes sdo chamados de comportamentos de deslocamento e abrangem
autoinducdo de alimentacdo, ingestao de agua e até aumento de deflagragdo agressiva (Overli et al,
2004). Neste estudo podemos observar que, apds o periodo de convivéncia com 0s grupos, sob
influéncia de estresse social, os individuos espectadores aumentaram o nivel de agressividade
quando comparado aos individuos controle. Este comportamento pode ser chamado de agressao
deslocada e possui mecanismos comportamentais e neuroenddcrinos evolutivamente conservados

entre os vertebrados (Overli et al, 2004).

A agressdo deslocada também pode estar relacionada a correlacao negativa que obtivemos
entre o nimero de confrontos dos grupos com o nimero de confrontos de seu respectivo individuo
espectador: quanto menor o nimero de confrontos do grupo observado, maior 0s confrontos dos
espectadores quando expostos em conflito com um espelho. A variacdo da quantidade de agente
causal do estresse social em cada contexto (agressdo entre individuos dos grupos) proporcionou
uma variacdo de respostas comportamentais e fisioldgicas apresentadas pelos individuos
espectadores, com modulacdo da agressividade de acordo com o nivel de agressao presenciado.
Estas respostas teriam acdo compensatoria e/ou adaptativa, provendo a estes animais a
possibilidade de superar as provaveis ameacas encontradas no ambiente (Wendelaar-Bonga, 1997).
Outro resultado que complementa esta observacdo € a correlacdo negativa entre o nimero de
confrontos do grupo e a FV basal dos peixes espectadores. Aqui, maiores FV estdo correlacionadas
a menores quantidades de conflitos nos grupos. Em peixes, a oxigenacao do sangue pelo aumento
da frequéncia ventilatéria pode ser um importante ajuste para preparacdo do organismo a uma
atividade repentina, como luta ou fuga (Rupia et al. 2016). Estes entdo, podem ser fatores
importantes para respostas comportamentais de tomadas de decisdo, moduladas pelo contexto
apresentado. Tais respostas podem indicar inferéncias sobre o contexto agressivo dos
coespecificos. Este fendmeno pode ser chamado de inferéncia transitiva (Transitive Inference), em
que individuos realizam inferéncias sobre confrontos e hierarquia de coespecificos, aumentando as
chances de vitdrias em confrontos posteriores (Grosenick et al. 2007). Isto representa que 0
individuo espectador, mesmo separado fisicamente do grupo, consegue inferir caracteristicas
agressivas em um grupo e avaliar a probabilidade de ganhar um conflito. Dessa forma, em nossos
experimentos, quando houve o0 momento de enfrentamento, representado pelo teste do espelho, o

animal modulou seu comportamento agressivo baseado nas experiéncias observacionais recentes.
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Assim, a inferéncia de confrontos pode otimizar o processo de tomada de decisdo do individuo,
aumentando suas chances de sobrevivéncia (Rutte et al. 2006).

A capacidade de classificar ou reconhecer a dinamica social de membros de um grupo de
acordo com parentesco, filiagdo e dominancia é uma adaptacdo importante a vida em grupos
sociais. Esse conhecimento sobre terceiros é a base para prever mudancas na hierarquia de
dominancia, e para detectar oportunidades de acasalamento (Seyfarth & Cheney, 2015). Além
disso, observar e entender estas interagdes permite que os espectadores facam inferéncias sobre o
status dos concorrentes ou parceiros de cooperacdo, 0 que, por sua vez, facilita a antecipacao de
resultados das interacdes futuras. Tal conhecimento é importante para tomada de decisao e foi
documentado em uma ampla gama de espécies, como em aves (Massen et al. 2014), primatas
(Kitchen et al. 2005) e outros mamiferos, como hienas (Engh et al. 2005). Esta habilidade ainda €
vista em peixes, 0s quais, sdo capazes de inferir o nivel social de individuos em grupo através da
observacao das interacdes (Grosenick, et al. 2007). O nosso segundo estudo também corrobora este
feito avaliativo que o espectador tem em relagdo ao grupo social. Quando controlamos as variaveis
‘niveis de agressividade’ no estudo onde 0 estimulo social apresentava-se em video, mostramos
que ainda sim, a agressividade total aumenta quando os coespecificos observados ndo apresentam

comportamentos ag ressivos.

Ainda, quando avaliamos separadamente os componentes dos confrontos, o item ‘numero
de confrontos laterais’ apresentou-se maior em espectadores que observaram coespecificos com
altas taxas de agressdo. No video exibido, os coespecificos interagiam apenas com confrontos
bucais (mordidas) e ndo houve estabelecimento de hierarquia. Portanto este nosso resultado pode
representar que houve um efeito avaliativo pelo espectador, com modulacdo de estratégia de
interacdes. Aqui, a estratégia para vencer a briga poderia ser a mudanca de display agressivo, ja
que no video apresentado, os coespecificos interagiam apenas com um tipo de comportamento
agressivo e ndo houve vitoria. Além disso, com este estudo também mostramos que a inferéncia
transitiva pode ocorrer por influéncias virtuais. Dessa forma, nossos resultados com a metodologia
de reproducdo de videos sdo comparaveis aos resultados com o estimulo do grupo social real. Isto
poderia estar relacionado as caracteristicas sensoriais da espécie utilizada. A tilapia é uma espécie

diurna e com isso possui a visdo como um uma das principais modalidades sensoriais desenvolvidas
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(Enquist et al. 1987). A metodologia de exibicdo de videos e animacges ja foi utilizada em
pesquisas anteriores sobre comportamento e cogni¢édo de peixes (Kodric-Brown & Nicoletto, 1997,
Landmann et al. 1999; Gongalves et al., 2000; Trainor & Basolo, 2000; Schluessel et al. 2015;
Schluessel et al. 2018), mostrando ser um procedimento eficiente. Tal abordagem pode ser
vantajosa, pois permite facil manipulacdo do estimulo visual. Por exemplo, pode-se controlar a

velocidade dos movimentos e coloragéo dos animais (Rowland, 1999).
Consideracdes Gerais

Nossos estudos demonstram que as influéncias sociais dependem das caracteristicas do
agrupamento social da espécie e das relagdes apresentadas. Dependendo das circunstancias, as
interacdes sociais podem ser uma fonte de estresse ou fornecer um amortecedor contra 0 mesmo.
A maioria dos estudos sobre as influéncias sociais sobre o estresse concentrou-se nos aspectos
negativos e indutores de estresse na interacdo social. De fato, resta pouca duvida de que exposicéo
cronica ao estresse psicossocial altera a funcdo do eixo hipotalamo-hipo6fise-adrenal (HPA) e
compromete salde fisica e mental em humanos e outros animais. Neste caso, as vias ativadas
evocam alteracdes nas funcdes metabdlicas e celulares, promovendo distirbios osmorregulatérios
e alteragdes na fungdo imune (Nardocci et al. 2014). No entanto, mesmo em rela¢des hierarquicas,
que tendem a ser mantidas através de displays e confrontos, ha evidéncias de que a interacédo social
positiva pode modular a funcdo do eixo HPA (Virgin & Sapolsky, 1997). Estas apontam que
machos dominantes que apresentam padrdes positivos de afiliacdo social com fémeas e a prole do
grupo, apresentam baixos niveis basais de glicocorticoides relacionados ao estresse. Assim,
destacamos a necessidade de aprofundamentos em estudos sobre relacGes sociais para se avaliar o

papel do grupo social como agente estressor ou aliviador.

Acreditamos que nossos resultados possam estimular o concebimento de mais estudos sobre
o efeito do apoio social modulando o desenvolvimento individual, utilizando peixes como modelo
experimental. O peixe é um modelo animal que possui mecanismos neurais menos complexos que
mamiferos e, investigando aspectos de influéncias sociais, pode-se estabelecer um conhecimento
mais geral e evolutivamente conservado da influéncia dos grupos sociais como apoiadores no
desenvolvimento individual e na manifestacdo de comportamentos ao longo da vida. Resolver os

desafios adaptativos ligados a vida em grupo requer mecanismos para manter a coesdo € modular
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0 estresse social entre os membros do grupo.
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Anexo

Ao longo do doutorado, tive a oportunidade de orientar alunos do curso de graduacao em
Ciéncias Biologicas, matriculados na disciplina de Comportamento Animal, do Instituto de
Biociéncias da UNESP de Botucatu. Nesta disciplina, a avaliacdo era referente a elaboracdo de um
projeto e experimento, em relagdo aos canais de comunicagdo existentes entre os animais. Dessa
forma, os alunos que estudariam sobre o canal visual me procuraram e juntos elaboramos um
projeto que teria relacbes com o tema de minha tese. Assim, o projeto envolveria as influéncias
sociais através de sinais visuais. Ainda, fomos além e nos questionamos se individuos menos
complexos, como peixes, seriam capazes de realizar associagdes atraves da observacao de terceiros,
como ocorre em humanos. Com isso, o projeto foi intitulado “Aprendizagem de condicionamento
por observagdo em peixes”. Mesmo ja tendo coorientado alguns projetos de mestrado e bacharelado
anteriores, esta experiéncia foi muito importante e enriquecedora. Eram alunos que realmente
estavam iniciando a vivéncia cientifica e, com isso, foi necessario adequar a atengdo aos mesmos

e a todo o processo de planejamento e experimentacdo do projeto.

Aprendizagem de condicionamento por observacéo em peixes.
Introducao

Aprendizagem é uma mudanca de comportamento que ocorre de acordo com as
experiéncias vividas pelos individuos (Dill, 1983), das quais, quando aprendidas, passam a ser
codificadas atraveés da memoria (Kandel et al., 2014). O desenvolvimento da memoria e da
aprendizagem nos animais sdo essenciais para a sobrevivéncia, auxiliando os individuos em
atividades como forrageamento, fuga de predadores e busca por parceiros sexuais (Roy & Bhat,
2016). Além disso, a habilidade de memorizagédo de experiéncias passadas permite organismos a

responder de forma adequada a situagdes de risco (Braithwaite & Girvan, 2003; Dall et al., 2005).

A aprendizagem também pode ocorrer por meio do ambiente social. Animais respondem a
presenca de espectadores (“efeito de publico”) alterando seu comportamento de acordo com o tipo
de puablico e contexto social (Doutreland et al., 2001; Pinto et al., 2011). Dessa interacdo, 0s

espectadores extraem informagdes, utilizando-as em subsequentes interagdes com 0S mesmos
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individuos (Oliveira et al, 1998; Earley, 2010). Dessa forma, a experiéncia no ambiente pode
moldar a expressao de habilidades comportamentais (Stamps & Groothuis, 2010; Brockmark et al.,
2010).

O armazenamento das informacbes que sdo adquiridas sem esfor¢o consciente e que
orientam o comportamento de modo inconsciente, é também a base do aprendizado de habitos ou
do condicionamento classico (Kandel et al., 2014). Este Gltimo, é um processo de aprendizagem
baseado nos efeitos “estimulo-resposta” sobre o sistema nervoso central de seres vivos, em que a
associacao aprendida entre estimulos biologicamente relevantes (estimulos incondicionados) e
estimulos inicialmente neutros (estimulos condicionados) induz uma resposta condicionada
(Lieberman, 2000).

O condicionamento classico é utilizado em pesquisas que envolvem testes de questes
cognitivas em diversas espécies de animais, principalmente em mamiferos (Steinmetz et al., 1986,
1989; Thompson, 1990; Kim et al., 1995; Freeman & Rabinak, 2004; Boele et al., 2010; Yang et
al., 2015). Recentemente, o interesse na possibilidade de que peixes seriam capazes deste tipo de
aprendizagem tem se intensificado. Estudos tém demonstrado que as habilidades cognitivas de
peixes sdo bastante desenvolvidas (Bratland et al., 2010; Nilsson et al., 2007; Moreira & Volpato,
2004). Peixes desenvolvem comportamentos complexos baseados na percepcdo e andlise do
ambiente ao seu redor (Odling-Smee & Braithwaite, 2003a; Perera, 2004), utilizando pistas visuais
e espaciais para gerar respostas antipredatorias (McCormick & Manassa, 2008) e de forrageamento
(Braithwaite et al., 1996; Hughes & Blight, 2000), aumentando chances de sobrevivéncia (Odling-
Smee & Braithwaite 2003).

Esse tipo de condicionamento ocorre quando o peixe experiencia o processo, que ocorre de
uma relacdo entre dois estimulos (Lieberman, 2000). Entretanto, com base nas habilidades
cognitivas e nas capacidades de percepgéo e analise do ambiente dos peixes, a aprendizagem pode
ocorrer principalmente através da observacdo, como ocorre no ambiente social (Nicol, 1995) e os
comportamentos de conformacgéo, em que individuos tendem a adotar 0 comportamento que a
maioria dos seus coespecificos presentes exibe (Webster & Ward, 2011). Dessa forma, testamos se
a aprendizagem do condicionamento classico pode ocorrer exclusivamente através da observacao

(sinais visuais) de coespecificos que j& realizam tal associacdo, em tilapia-do-Nilo. Para isso,
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utilizamos a metodologia de exibicdo de videos, em que pudemos manipular o comportamento de
um individuo “influenciador”, em que realizava tal condicionamento com luz e alimento durante
varios dias. Essa metodologia é importante pois permite a exibicdo de um comportamento
especifico, sem haver interferéncias de comportamentos agressivos entre o individuo influenciador

e 0 espectador.

Material e Métodos
Animais e Manutengdo

Adultos de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), provenientes de piscicultura, foram
aclimatados por 30 dias em tanques de 500 L (1 peixe/ 6 L) antes do inicio dos experimentos. Os
tanques possuiam aeracgdo continua, biofiltros e tubos de PVC usados como tocas pelos animais. A
temperatura (28-30°C) e fotoperiodo (12C : 12E) foram mantidos constantes e os niveis de nitrito
e amoénia mantidos abaixo de 0,05 mg/L e 0,5 mg/L, respectivamente, para a manutencdo da
qualidade da agua. Os peixes eram alimentados uma vez ao dia com racdo comercial para peixes

tropicais (38% de proteina bruta).
Delineamento Geral

Para avaliar se peixes aprendem através da observacdo de coespecificos, utilizamos
individuos de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), divididos em 2 tratamentos: 1) Tratamento
estimulo - peixes que observaram coespecificos em processo de condicionamento classico (N=12)

e; 2) Tratamento controle - peixes que ndo passariam por qualquer estimulo (N=9).

Previamente aos experimentos, dois peixes foram utilizados como modelos, dos quais
registramos com filmadoras o processo de condicionamento classico com luz/alimento. Apenas as
imagens de um dos peixes foram selecionadas para padronizacgao, em que foi exibido um individuo
ja condicionado. Dessa forma, apos a aclimatacdo em aquarios individuais, os videos foram
exibidos aos peixes do tratamento estimulo duas vezes por dia, durante 10 dias seguidos. Apos 24
h do término do periodo de exibi¢do dos videos, os peixes foram testados quanto a aprendizagem

da percepcéo prévia da ocorréncia de um evento (recebimento de pellets de ragcdo) apos um estimulo
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visual (acendimento de luz). Avaliamos a laténcia para inicio de movimentagdo ap6s acendimento
da luz e a movimentagéo nos individuos através da analise do cruzamentos de linhas desenhadas

na parede dos aquarios.
Procedimentos Especificos
Condicionamento dos peixes “influenciadores”

A estratégia basica consistiu em parear luz (CS) com uma recompensa (alimento). Para o
condicionamento classico utilizamos 2 individuos de tilapia-do-Nilo. Estes foram individualizados
em aquarios de vidro (40 cm x 20 cm x 25 cm) durante 48 h, sobre uma estante parcialmente
revestida com lona preta em sua porcdo posterior, evitando que 0s animais percebessem a
movimentacdo do pesquisador. O aparato para o procedimento de condicionamento consistia na
utilizacdo de luzes de LED vermelhas, dispostas a uma altura de 15 cm acima do centro dos
aquarios. Além disso, cada aquario possuia mangueiras com o bocal em uma das laterais para
despejo do alimento que serviria de recompensa. Com isso, a luz era acesa por 30 s, apds isso 1
pellet era despejado em alguma das laterais do aquario e a luz acendia por mais 30 s. Nessas
condicdes, os condicionamentos eram feitos em 3 periodos do dia (manha, meio do dia e a tarde),
durante 10 dias consecutivos. Com o0s peixes devidamente condicionados, registramos o0 processo
para exposi¢ao aos animais experimentais. Apenas a imagem de um dos dois peixes influenciadores

foi exposto aos animais experimentais para fins de padronizacéo.
Exposicéo dos videos de condicionamento aos espectadores

Os videos foram editados para que o processo do condicionamento fosse repetido durante
5 min. Dessa forma, o video foi transmitido por um tablet (20 cm x 25 cm) e era disposto na lateral
dos aquarios no momento da exposicao individual. O video era transmitido individualmente, por 5

min, 3 vezes ao dia, durante 10 dias consecutivos.
Teste de aprendizagem

Apos 24 h do 10° dia de exposicdo do video (11° dia), foi realizado o teste de
condicionamento classico luz/alimento com cada individuo do tratamento que passou pelo estimulo

dos videos. O objetivo deste teste seria de avaliar se houve a associacao entre luz e alimento, apenas

55



1134
1135

1136

1137
1138
1139
1140
1141
1142

1143

1144
1145
1146
1147

1148

1149

1150

pela observagcdo das imagens exibidas pelo tablet. Assim, o processo (luz + recompensa) foi
aplicado a estes individuos experimentais. Apos 48 h, o teste foi repetido.

Analise de dados

Inicialmente para avaliar se os dados possuiam distribuicdo normal e homocedastica,
utilizamos os testes de Shapiro-Wilk (p>0,05) e Levene (p>0,05), respectivamente. Dessa forma,
constatando a distribuicdo ndo normal e ndo homocedastica dos dados, utilizamos ANOVA de
medidas repetidas, restringindo o nivel de significancia a 1%, para avaliar a laténcia para inicio de
movimentacdo apds acendimento da luz no teste de condicionamento e o nimero de quadrantes

ultrapassados (movimentacao) durante o teste.
Resultados

N&o obtivemos diferencas estatisticas quanto ao tempo que o peixe leva para inicio de
movimentacao (laténcia) apds acendimento da luz (estimulo) em nenhum dos dias de experimento,
comparando os grupos controle e estimulo (ANOVA de medidas repetidas: df =1; F =1,08; p =
0,3095) (Figura 1).
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Figura 1 - Laténcia para inicio de movimentacdo ap06s acendimento do estimulo (luz). Ndo houve

diferenca estatistica entre os tratamentos (ANOVA de medidas repetidas; p>0,01).

Ainda, ndo obtivemos diferencas quanto ao ndmero de quadrantes ultrapassados
(movimentacdo) durante o teste de condicionamento/aprendizagem (ANOVA de medidas
repetidas: df =1; F =2,17; p = 0,1570) (Figura 2).

Nimero de linhas crnzadas

—L

1° Teste 2* Teste

OControle MWEstmuls

Figura 2 - NUmero de linhas cruzadas pelos peixes, representando a movimentagcdo. N&o houve

diferenca entre os grupos (ANOVA de medidas repetidas; p>0,01).
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Discussao

Este estudo mostrou que peixes nao realizam associagdes de aprendizagem classica através
da observacdo de terceiros. Aqui, realizamos um estudo inicial do processo, através da anélise de
laténcia para inicio de movimentacdo e a propria movimentacdo, quando o teste de
condicionamento era realizado com os individuos espectadores, apds a observacdo de videos
contendo coespecificos influenciadores. Com isso, podemos considerar este estudo como uma base
para aperfeicoamento de metodologias que futuramente avaliem de forma mais fidedigna o
fendmeno proposto. Com base nos resultados apresentados, algumas correcGes ou alteragdes
poderiam ser realizadas, como por exemplo, a realizacdo de correcdes nos videos, aumento do

namero de individuos utilizados, e utilizacdo de influenciadores reais.

Apesar dos aparelhos utilizados na metodologia serem projetados para utilizagdo humana,
diversos estudos mostram responsividade de animais a reproduces de video com comportamentos
de adaptacdo natural (Losos, 1985; Macedonia et al., 1994). Isso pode ocorrer porque pistas sem
cor, como formato ou movimento, fornecem informacGes suficientes para compensar as
informacdes incorretas de cor ou porque a cor nao estava tao incorreta na aparéncia que eliminava
a resposta (Fleishman et al, 1998). Dessa forma, como em nosso estudo a coloragdo néo €
prioridade, podemos considerar que a metodologia esta adequada. Ainda, a reproducdo de video
oferece algumas das vantagens da apresentacdo simulada, e é possivel digitalizar video-sequéncias
e manipula-las em programas de edicdo de video. Com essa técnica, é possivel modificar

praticamente todas as caracteristicas visuais do estimulo, incluindo 0 movimento.

Além disso, a utilizacdo de individuos reais como estimulo poderia ser considerada. Muito
do que se sabe sobre comunicacgéo visual em peixes vem da observacao de sujeitos que interagem
livremente, em que tais observac@es refletem o comportamento da espécie na natureza (Rowland,
1999). Com a utilizacdo de influenciadores reais, poderiamos inicialmente confirmar nossa
hipdtese e, entdo com isso, testar se é possivel a aprendizagem de processos associativos através

de influéncias digitais.

Apesar de ndo obtermos diferencas estatisticas nas respostas entre 0s grupos controle e

estimulo, acreditamos que o tema merece maior atencdo. O fenbmeno de que modelos de
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comportamento aprendidos através de interacGes de terceiros ocorre em humanos (Graham-
Bermann, 1998). Neste, comportamentos como agressao podem ser aprendidos por criangas na
primeira infancia e usados em situacdes proprias. Neste caso, a expressao destes comportamentos
podem estar associados a transtornos de conduta, em que violam normas ou regras em sociedades
humanas (American Psychiatric Association, 2003). Dessa forma, o estudo do fenbmeno em
animais menos complexos, como peixes, pode ser de suma importancia para o estudo e
entendimento deste processo em humanos. Por fim, consideramos importante futuros estudos sobre

0 tema.
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