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Tese
A personalidade afeta o processo de aprendizagem e esse efeito pode ser

modulado pelo estresse.

Hipoteses

1. A aprendizagem em individuos ousados ocorre de forma mais rapida do que
em individuos timidos.

2. A aprendizagem nas diferentes personalidades ocorre de forma distinta
dependendo da complexidade do processo de aprendizagem.

3. O estresse cronico é mais prejudicial fisiologicamente e cognitivamente do
que o estresse agudo.

4. O estresse cronico &€ mais prejudicial, fisiologicamente e cognitivamente para

individuos timidos do que para os individuos ousados.

Estrutura Geral

Esta dissertacdo é composta por trés capitulos, o primeiro sendo composto
por uma introdugao geral, expondo os constructos tedricos que subsidiam a tese e
as respectivas hipdteses desta dissertacdo; no segundo capitulo demonstramos se o
perfil de personalidade afeta o processo de aprendizagem; e no terceiro capitulo
discutimos como o estresse, agudo e cronico, pode afetar o processo de
aprendizagem em cada perfil de personalidade. Cada um dos capitulos avalia parte

das hipoteses propostas a partir da tese.



Comité de Etica

Os procedimentos experimentais desta dissertacdo realizados com a espécie
de peixe tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) vdao de acordo com a legislacdo
vigente (Lei 11.794/2008 e Decreto 6.899/2009), com as resolugcdes normativas
aplicaveis a luz dos Principios Eticos na Experimentacdo Animal criados pela
Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratdrio (SBCAL/COBEA), e foi
aprovada pela Comissdo de Etica no Uso De Animais (CEUA), do Instituto de

Biociéncias de Botucatu, Sdo Paulo, Unesp, Brasil (Protocolo n2 936 —CEUA).



Resumo

Entendemos estresse com um estado de perda da homeostase do organismo,
guando ela ndo é reestabelecida, o estresse pode desencadear diversas respostas e
alteracdes no sistema fisioldgico. As respostas dos organismos ao estresse podem
ser influenciadas por diversos fatores, entre eles a personalidade do individuo.
Sendo assim o estresse e a personalidade podem influenciar atividade vitais para os
organismos, como o processo de aprendizagem, que os individuos utilizam para
ajustar seus comportamentos aos ambiente ou situagdao na qual se encontram.
Assim o objetivo deste estudo foi compreender como o estresse agudo e cronico,
interfere no processo de aprendizagem de tilapia do Nilo em diferentes perfis de
personalidade (timidos e ousados). Para tanto, juvenis de tilapia foram divididas de
acordo com o seu perfil comportamental (ousados e timidos) e esses dois grupos
foram subdivididos em mais trés subgrupos cada: o grupo dos individuos timidos
sem estresse (G1); individuos timidos que passaram por estresse agudo (G2);
individuos timidos estresse cronico (G3); individuos ousados sem estresse (G4);
individuos ousados estresse agudo (G5); individuos ousados estresse crénico (G6).
Todos os eles passaram pelos mesmo processos de condicionamento e tipos de
estressores fisicos. Como resultados obtivemos que ndo ha diferenca de aprendizado
entre as personalidades e sim diferenca na sua motivacdo, sendo os individuos
ousados mais motivados que os timidos. Ja quando houve a presenca do estresse
observamos que as diferentes repostas dependiam do condicionamento utilizado, da
duracdo do estresse aplicado e da personalidade dos animais, mas em geral o
estresse beneficiou os processos dos individuos timidos. Portanto nossos achados
apontam que devemos levar em consideracdo diversos fatores que podem
influenciar a acdo do estresse no processo de aprendizagem e que ndo
necessariamente a aprendizagem seja diferente entre as personalidades e sim que o
estilo de enfrentamento a novas situagées é diferente. Assim, este estudo ajudou na
compreensao dos fatores que podem interferir no processo de aprendizagem e

como estes operam em diferentes personalidades.

Palavras Chaves: Aprendizagem, Estresse e Personalidade.



CAPITULO |

Introdugao Geral

O estresse pode ser considerado como um estado de ameaca da perda da
homeostase, ou seja, da manutencdo da constancia das condi¢cbes corporeas do
organismo, causado por um estimulo denominado estressor (Barton, 2002; FSBI,
2002). Portanto, as respostas desencadeadas pelo individuo frente a um estressor
sdo geralmente adaptativas, pois auxiliam o organismo a reestabelecer seu estado
constante de homeostase. Hans Selye (1965) foi o primeiro a formular o conceito de
estresse. Ele observou que diferentes organismos apresentam um mesmo padrao de
resposta fisioldgica para uma série de experiéncias sensoriais ou psicoldgicas, que
podem possuir efeitos nocivos (em o6rgdos, tecidos ou processos fisiolégicos) ou
serem percebidas pela mente como perigosas/nocivas. Essas experiéncias sdo
chamadas, portanto de estressoras (Bauer et al., 2000).

Hans Selye (1965) observou que essas respostas fisioldgicas podem ser
divididas em trés estagios, sendo o primeiro estagio denominado estagio de alarme,
onde o corpo do organismos reconhece o estressor e ativa o sistema
neuroenddcrino. Assim as glandulas adrenais ou supraadrenais produzem e liberam
os hormonios adrenalina, noraadrenalida e cortisol, preparando o organismo para
uma resposta de luta ou fuga da fonte estressora, o que desencadeia um série de
reacGes no organismo (e.g. pupilas dilatadas, frequéncia respiratoria e batimento
cardiaco acelerados). J& o segundo estagio € denominado o estagio de adaptacao,
onde o organismo entdo repara os danos causados pelas reacdes causadas pelo
estagio de alarme, reduzindo assim seus niveis hormonais. Por fim se o estresse
continuar o organismo entra no terceiro e ultimo estagio, denominado estagio de
exaustdao, onde ocorre uma imunossupressdo do sistema imunoldgico, o que pode
levar ao surgimento de doengas nesse organismo.

Desta forma observamos que os organismos estao preparados para enfrentar
situagGes estressantes. Quando o estresse é agudo, ou seja, uma exposi¢cdo Unica ou
transitoria aos agentes estressores ou por um curto periodo de tempo , a resposta

do organismo é natural e adaptativa, restituindo o equilibrio do organismo. Porém,



quando essa exposicdo ocorre de forma repetitiva, constante ou por um longo
periodo de tempo, temos o estresse cronico, e tal resposta, que impede que o
organismo reestabeleca sua homeostase acabe produzindo uma condicdo mal-
adaptativa (Selye 1950; Moberg 1985; Reid e Perry 1991; Barton et al. 2002), com
consequéncias negativas e até mesmo deletérias para o estado de saude do
organismo.

As mudancas fisiologicas causadas pelo estresse podem ser expressas através
de alteragbes comportamentais nos individuos, afetando significativamente suas
atividades esséncias para a sobrevivéncia, como adquirir alimento, selecionar
habitat, reproduzir e evitar predadores. Inicialmente, diante do estresse o animal
exibird comportamentos de evasdao ou que diminuam sua exposi¢do, no entanto se
esses comportamentos nao forem eficazes, o estresse pode induzir mudangas na
percepcdo e nas repostas aos estimulos ambientais. Essas mudangas podem, em
muitos casos, ser adaptativas e desta forma aumentar a probabilidade de
sobrevivéncia do individuo ou por outro lado podem ser mal-adaptativas e, se
persistirem por muito tempo, levar o individuo ate mesmo a morte.

A resposta ao estresse em peixes teledsteos apresenta similaridades aquelas
dos vertebrados terrestres, onde os agentes estressores podem causar desequilibrio
na homeostase destes organismos, desencadeando respostas adaptativas do
organismo (Wendelaar-Bonga, 1997) ou respostas mal-adaptativas, caso os agentes
estressores sejam intensos e constantes, gerando assim danos ao organismo
(Carmichael et al., 1984). Durante o periodo de estresse cronico o animal deve
comprometer suas reservas de glicogénio e aumentar o catabolismo de proteina
tecidual, esse aumento do uso das reservas energéticas deixa o animal vulneravel ao
desenvolvimento de alguma doencga.

O estresse cronico, pode gerar a mobilizacdo de substratos energéticos,
desviando o uso da energia do crescimento e da reproducdo e principalmente,
efeitos supressivos das funcdes imunes (Wendelaar-Bonga, 1997). Em um estudo
com truta marrom (Salmo trutta) e truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), o estresse
cronico reduziu o tamanho de seus ovos e a sobrevivéncia da sua progénie
(Campbell et al., 1994). Nesse mesmo sentido foi visto que em condicdo de estresse

cronico, o consumo de alimento, a taxa de crescimento e a eficiéncia de conversdo



alimentar sdo reduzidos na truta arco-iris (Gregory & Wood, 1999). Ainda, o estresse
pode aumentar a susceptibilidade dos peixes a doencas infecciosas (Wedemeyer,
1970; Snieszko, 1974; Pickering & Pottinger, 1987; Angelidis et al., 1987) e por fim
pode alterar a capacidade de aprendizagem e memadria desses animais (Piato et al.,
2011a, 2011b; Chakravarty et al., 2013; Manuel et al., 2014).

A aprendizagem e a memaria sao processos distintos, sendo a aprendizagem
0 processo através da qual os conhecimentos sdo adquiridos, enquanto na memoria,
o conhecimento é codificado, armazenado e posteriormente resgatado (Kandel,
1995). O estresse pode afetar a memodria de varias maneiras, e dependendo da
duracdo e do momento em que o individuo foi exposto a uma situacdo estressante,
pode haver prejuizo ou facilitacdo dos processos de memadria (McEwen E Sapolsky,
1995; Margarinos et al., 1996, Quervain et al., 1998, Roozendaal, 2002; Schwabe et
al., 2012). Além disso, animais que estdo submetidos a uma situacdo de estresse por
longo periodo de tempo sofrem mudancas neurobioldgicas, como inibicdo da
neurogénese, atrofia de dendritos e prejuizos na plasticidade sinaptica hipocampal
(Kozorovitskiy E Gould, 2004; Margarinos et al., 1996). Em mamiferos, foi descrito
gue breves periodos de estresse podem potencializar a formacdo de memaria, mas
em contraste, estressores mais severos ou prolongados podem exercer efeitos
deletérios sobre a cognicdo e estes podem ser atribuidos a mudancas irreversiveis na
morfologia de neurdnios hipocampais (McEwen E Sapolsky, 1995).

De modo geral, os mecanismos cerebrais da memaria e aprendizagem estdo
também associados aos processos neurais responsaveis pela atengdo, percepgao,
motivagdo e outros processos neuropsicoldgicos, de forma que perturbagdes em
gualquer uma destas vias podem afetar a aprendizagem e a memodria (Brandao,
1995).

Os animais percebem e interpretam as informacdes ambientais através de
processos cognitivos e usam a aprendizagem e a memaria para ajuda-los a modificar
e ajustar seus comportamentos para melhor se adequarem ao ambiente ou situagdo
na qual se encontram (Braithwaite, 2006; Ebbesson & Braithwaite, 2012). Assim
como os mamiferos, os peixes sdao capazes de aprender e lembrar diferentes tipos de
informacdo (Huntingford, 2003) e realizam associa¢Ges simples e complexas entre

diferentes estimulos (Ebbesson & Braithwaite, 2012; Warburton, 2003), além de



possuirem processos de aprendizagem e memodria complexos e flexiveis
(Braithwaite, 1998; Odling-Smee e Braithwaite, 2003).

Peixes sdo capazes de combinar relagdes espaciais detalhadas, usar marcos,
geometria e formar mapas mentais (Rodriguez et al., 1994; Vargas et al.,, 2004),
exibem aprendizagem social (Kieffer & Colgan, 1992), desenvolvem estratégias
migratdrias e aprendem a evitar lugares que predadores frequentam (Brown &
Laland, 2003), reconhecem uns aos outros e monitoram o prestigio social dos outros
(Griffiths  2003; McGregor, 1993), cooperam de varias formas durante o
forrageamento, navegacao, reproducdo e evitacdo de predadores (Huntingford et al.
1994; Johnstone & Bshary 2004; Fitzpatrick et al. 2006). Em um experimento
realizado por Reese (1989) com peixe-borboleta (Chaetodon trifascialis) foi
observado que eles usavam pontos de referéncia de corais ou os chamados “cabecas
de corais” para identificar locais de forrageamento e territorio, assim quando houve
a remocdo de uma cabeca de coral, os animais ficaram procurando o seu ponto de
referéncia ao atravessar seu caminho. Portanto, peixes sdo capazes de
comportamentos complexos baseados na percepcdao e andlise de seu ambiente
circundante (Odling-Smee & Braithwaite, 2003; Burt de Perera, 2004), permitindo ao
sujeito uma escolha entre uma ampla gama de respostas preparatérias e ndo apenas
inatas (Warburton, 2003). Assim, esta se demonstrando cada vez mais que muitas
espécies de peixes sdo capazes de desenvolver comportamentos sofisticados que
requerem a integracdo de diferentes tipos de informag¢do e que sdo
presumivelmente sustentados por processos cognitivos complexos (Braithwaite &
Salvanes, 2008).

Entretanto, estratégias de enfrentamento aos estimulos ambientais podem
variar entre individuos da mesma espécie. Um dos fatores internos do que devemos
considerar como caracteristica individual é a personalidade. Individuos de uma
mesma espécie diferem uns dos outros em seus comportamentos (Sih et al., 2004;
Réale et al.,, 2007). Os comportamentos que sdo consistentes ao longo do tempo
e/ou situagdes, caracterizam a personalidade (Budaev, 1997). Além disso, tais tracos
comportamentais covariam em diferentes contextos e situacdes (Sih et al., 2004),
mostrando que a estrutura da personalidade pode ser bastante complexa e tém sido

reportada em varios grupos do reino animal, tais como em peixes (Brown et al.,



2005; Budaev, 1997; Sneddon 2003; Bell 2005; Yoshida et al., 2005), répteis (Lopez
et al., 2005), aves (Carere et al., 2005), mamiferos (Koolhaas et al., 2010) e seres
humanos (Wilson et al., 1994).

A personalidade animal é geralmente descrita em cinco eixos: atividade,
timidez-ousadia, exploracdo, agressividade e sociabilidade (Réale et al., 2007). Um
dos eixos mais minuciosamente estudados é o da timidez e ousadia, que é descrito
como propensao (ousadia) ou a aversao (timidez) para assumir riscos diante de
objetos ou situacOes inovadoras (Wilson et al., 1994). A ousadia, pode ser avaliada
através de diferentes respostas comportamentais, como a aproximagao a
predadores (Godin & Dugatkin, 1996), tendéncia de explorar novas fontes de
alimento ou interagir com objetos desconhecidos (Wilson, 1998), exploracdo de um
ambiente novo (Dzieweczynski & Crovo, 2011) ou atividade de forrageamento sob
risco (Bell, 2005). Ja a timidez, faz com que os individuos evitem qualquer tipo de
risco, se escondam quando expostos a novidades ou permanecam estaticos,
‘congelados’ (Wilson et al., 1993).

Além disso, individuos considerados mais ousados (bold) sdo mais ativos e
aprendem mais rapido (Sneddon 2003), enquanto individuos mais timidos (shy) sao
relativamente menos ativos, aprendem em um ritmo mais lento e geralmente sdo
socialmente subordinados a individuos mais ousados (Wilson et al. 1993; Koolhaas et
al. 1999; Carere et al. 2005). Assim, fica evidente que a aprendizagem pode ser
influenciada por diferencas de personalidade entre individuos, no entanto ainda
existem poucos estudos que tentam correlacionar processos cognitivos a
personalidade e ao estresse (Griffin et al., 2015).

Em peixes, existem rela¢Ges positivas entre os individuos ousados e outros
comportamentos tais como capacidade de aprendizagem (Dugatkin & Alfieri, 2003),
dispersdao (Rehage & Sih, 2004), taxa de alimentacdo e crescimento (Biro & Stamps,
2008) sobrevivéncia (Smith & Blumstein, 2008) condicdo fisica (Pellegrini et al, 2010)
agressividade (Tulley & Huntingford, 1988) e domindncia (Sundstrom et al., 2004).
Desta forma, o perfil comportamental pode afetar a aptiddo dos individuos em
diferentes contextos, mantendo assim a diversidade comportamental dentro das

populagdes (Stamps 2007; Wolf et al., 2007; Smith & Blumstein 2008).



Portanto, ja se sabe de que diversos fatores podem influenciar a cognicao,
como a personalidade e o estresse. Sendo que a atuac¢dao da personalidade nos
individuos tem um papel importante para a sobrevivéncia destes nas diferentes
situacGes e ambientes em que se encontram, ja que ela atua em diversas atividades
essenciais deles. Assim como o estresse, que afeta fisiologicamente os individuos e
desta forma atuando também em atividades esséncias destes individuos. Porém a
relacdo entre o estresse e como diferentes personalidades lidam com o estimulo
estressor ainda ndo estdo bem elucidadas, assim como a atuacdo do estresse no
processo de aprendizagem em individuos com diferentes personalidades, ou seja,
como o estresse modula essa aprendizagem em individuos timidos e ousados.
Portanto seria de extrema importancia compreender como esses dois fatores se
relacionam e como juntos influenciam a cognicao.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi compreender como o estresse
agudo e cronico, interfere no processo de aprendizagem em diferentes perfis de
personalidade (shy e bold). Para tanto, usamos com modelo experimental a tilapia-
do-Nilo (Oreochromis niloticus), espécie de ciclideo originaria da Africa e introduzida
no Brasil na década de 70, sendo atualmente uma das espécies mais cultivadas por
aquicultores no Brasil. S3o considerados peixes tipicamente sociais e territorialistas
(Fernandes & Volpato, 1993), com interacdes sociais bastante complexas e com

capacidade de aprendizagem e memoria.



CAPITULO Il

Objetivo

Compreender como os diferentes perfis de personalidades, shy e bold,

afetam o processo de aprendizagem em tilapia-do-Nilo.

Materiais e métodos

a) Condi¢cOes de manutenc¢do

Juvenis de tilapia do Nilo, provenientes de piscicultura, foram aclimatados
por 30 dias em tanques de 500L ( 6 peixes/L), em temperatura 24°C +-1°C, pH: ™6,5,

com o fotoperiodo de 12L:12D antes do inicio do experimento. Os tanques foram
mantidos com aera¢dao continua, com biofiltros e foram sifonados diariamente para
a retirada de resto de alimentos e fezes. Desta forma os tanques foram mantidos
com boa qualidade de agua, com os niveis de nitrito e amdnia mantidos abaixo de
0,05 mg/ L e 0,5 mg/L, respectivamente. Os peixes foram alimentados uma vez ao

dia, com racdo comercial para peixes tropicais (38% de proteina bruta).

b) Delineamento Experimental

Para avaliar a influéncia da personalidade no processo de aprendizagem em
peixes (tilapias-do-Nilo), primeiramente realizamos testes de personalidade (teste
do objeto novo e teste de exposicdo ao predador) para determinar o perfil de
personalidade dos individuos e separa-los em dois grupos: grupo dos individuos shy
(timidos; n = 9) e grupo dos individuos bold (ousados; n = 12). Em seguida, os peixes
de ambos os grupos foram submetidos aos testes de aprendizagem por dois tipos de
condicionamento, pelo condicionamento ao jato d’agua (condicionamento classico)
onde houve a associagdo entre um estimulo previamente neutro — condicionado —
com um estimulo biologicamente relevante — incondicionado. Paralelamente houve

também o condicionamento com o labirinto (condicionamento espacial), onde a
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tarefa era encontrar o compartimento correto, em que o alimento se encontrava,
em um labirinto. Entre um teste de condicionamento e outro houve um dia de
intervalo, onde ndo havia a realizacdo de testes. Para melhor visualizagdo, o
esquema do delineamento se encontra na Figura 1.

As tilapias-do-Nilo permaneceram do inicio até o final do experimento em
aquarios individuais, (40cm x 20cm x 25cm), em que foram aclimatados inicialmente
por uma semana. Quando era necessario retira-los, para realizarem o
condicionamento nos aquarios experimentais, eram posteriormente devolvidos em

seus aquarios individuais iniciais.

Tilapias-do-Nilo

|

Teste de Personalidade

Teste do Objeto Novo
&

Teste do predador

Timido (shy) Ousado (bold)

N/

Condicionamento

Figura 1. Esquema do delineamento experimental

¢) Procedimentos Especificos

c1) Perfil Comportamental

Inicialmente as tildpias foram individualizadas em aquarios de vidro (20cm x
40cm x 25cm) para aclimatizacdo durante trés dias e alimentadas uma vez ao dia.

Apds o periodo de aclimatizagdo as tilapias-do-Nilo foram divididas de acordo com
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seu perfil comportamental (Shy/Bold), usamos inicialmente um n = 150 individuos,
assim para isso foram realizados os testes do objeto novo e do predador.

O primeiro dia de teste foi utilizado como um periodo de aclimatacdo do
animal as condicoes do teste. Ja no segundo dia foi realizado o teste do predador
(baseado em Wilson & Godin, 2009; Moretz et al., 2007), onde um bagre africano
(Clarias gariepinus), que sdo animais reconhecidos como predadores da tilapia do
Nilo (DeGraaf et al., 1996), foi colocado em um aquario ao lado do aquario em que a
tilapia se encontrava. O procedimento foi gravado por um periodo de 5 minutos e a
resposta da tildapia ao perceber a presenca do predador avaliada.

No terceiro e ultimo dia foi realizado o teste do objeto novo, onde um
cilindro vermelho ou azul (¢ = 6cm) foi delicadamente submergido no aquario. Ele foi
colocado no lado oposto em que o peixe se encontrava. O procedimento foi gravado
por 5 minutos e entdo registramos a laténcia do peixe para chegar até o objeto, o
tempo total que o peixe permaneceu proximo ao objeto e a movimentacdo do peixe
no aquario (baseado em Frost et al., 2007; Castanheira et al., 2013). Essas mesmas
medidas foram utilizadas no teste do predador.

A consisténcia das respostas durante esses dias foi analisada para definir os

perfis comportamentais.

c2) Condicionamentos

Os testes de condicionamento com jato d’agua foram realizados com um
intervalo de dois dias entre eles, quatro vezes ao dia e com um intervalo de 2h entre
um teste e outro O condicionamento foi realizado nos aquarios individuais, que
estavam em uma estante coberta com lona preta na parte de tras, desta forma nao
permitindo que os peixes visualizassem a e entrada e a saida do pesquisador. Nesta
lona, foi introduzida uma mangueira (8mm de didmetro) com ligacdo para cada um
dos aquarios, elas foram colocadas de forma aleatdrias nos aqudrios para nao
ocorrer uma preferéncia de lado pelas tilapias.

O condicionamento era realizado da seguinte forma, um jato d’agua (+ 3ml)
era injetado na mangueira, descrita anteriormente, movimentando entdo a agua do

aquario naquele local e entdo apds 15 segundos um pellet de ragdo era introduzido
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no aquario pela mesma mangueira. Mediamos a laténcia dos peixes para chegarem
até o local onde houve a movimentacdo da agua através das filmagens feitas em
cada dia de teste.

Além do condicionamento classico, foi realizado um condicionamento
espacial, utilizando um labirinto (baseado em Salvanes et al., 2013). Os peixes foram
retirados de seus aquarios habituais e colocados no labirinto, cada um por vez.
Inicialmente as tildpias foram familiarizadas com o labirinto, podendo nadar
livremente pelo aquario, 48h antes do condicionamento comecar.

O aquario com o labirinto era composto por trés divisérias de acrilico opacas,
em uma de suas extremidades, o que impedia a visualizacdo entre os
compartimentos, e do lado oposto apenas uma diviséria opaca. Todos os lados do
aquario experimental (labirinto) foram cobertos com papel de cor branca e fosca

para que o exterior ndo fosse visto (Figura 2).

Area Neutra o -
Divisdrias de Acrilico Opacas

/ I

———

Cilindro
transparente

N ——> Alimento

Paredes cobertas com papel branco e fosco

Figura 2: Esquema do labirinto.

No inicio de cada condicionamento, um peixe era colocado em um cilindro
transparente dentro do aquario, atras da placa de acrilico, impedindo a visualizacdo
do resto do aquario, por 5 minutos. Apds esse periodo o cilindro era retirado e o

peixe podia nadar livremente pelo labirinto, tendo como objetivo achar o
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compartimento em que havia comida. Essa segunda parte do condicionamento
durava 10 minutos e era gravada para posterior avaliacgdo do desempenho dos
peixes. Analisamos os seguintes parametros: a laténcia para sair da area neutra,
laténcia para encontrar o alimento e o nimero de tentativas para encontrar o
compartimento com o alimento, todos eles medidos individualmente. Entre uma
tilapia e outra a agua do aquario (labirinto) era trocada, para que ndo houvesse
nenhuma espécie de sinal quimico na agua.

As tilapias-do-Nilo permaneceram do inicio até o final do experimento em
aquarios individuais, (40cm x 20cm x 25cm), em que foram aclimatados inicialmente
por uma semana. Quando era necessario retira-los, para realizarem o
condicionamento nos aquarios experimentais, eram posteriormente devolvidos em

seus aquarios individuais iniciais.

c3) Andlise Dos Dados

Para demonstrar a aprendizagem dos individuos no processo de
condicionamento de movimentacdo da agua, construimos curvas de aprendizagem
para individuos shy e bold usando os valores da mediana de cada individuo, por dia
de condicionamento. Utilizamos os valores da mediana pois os dados resultaram em
ndo normais. Além disso, para avaliar se houve diferenca de aprendizagem entre as
personalidades, em ambos os condicionamentos, inicialmente testamos os dados
quanto a sua normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e quanto a sua
homocedasticidade pelo teste de Levene.

Considerando o teste de condicionamento com a dagua, os dados se
apresentaram ndo normais e heterocedasticos (P<0,05 em ambos os casos), sendo
gue usamos uma ANOVA Mista (medidas repetidas - dias de teste, com dois
tratamentos independentes — personalidades shy e bold) com corre¢do do valor do
nivel de significancia para 0,05 (5%). Usamos o teste de Tukey como p&s teste.

Considerando as trés varidveis, citadas anteriormente no item do
condicionamento, quando as analisamos elas resultaram em ndo normais e
heterocedasticos. Para a varidvel de laténcia para sair da darea neutra, que

chamamos de laténcia de saida, realizamos uma ANOVA mista (personalidade x
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tempo) com corre¢do do valor do nivel de significancia para 0,05 (5%) e usamos o
teste de Tukey como pds-teste. Ja para as varidveis de laténcia para encontrar o
alimento e numero de tentativas para encontrar o compartimento com o alimento
ndo foi possivel realizarmos uma ANOVA, pois os dados ndo eram constantes, ou
seja, os individuos ndo respondiam todos os dias ao condicionamento.

Além disso realizamos, em todos os trés parametros, teste de proporcdo de
Goodman (1964; comparacdo entre multinomiais) e (1965; comparacdo dentro de
multinomiais) (p < 0,05) que avaliou se a frequéncia com a qual os peixes
responderam ao estimulo alimentar foi maior que a frequéncia daqueles que ndo

responderam.

Resultados

No condicionamento com o jato d’agua, houve diferenca significativa na
reposta ao condicionamento no decorrer do tempo (p = 0,0000 e F = 40, 95), ambos
os perfis diminuiram a laténcia de reposta, demonstrando que houve aprendizagem
(Figura 3), porém ndo houve diferenca significativa entre as personalidades shy e
bold (p =0,429 e F = 0,65 ). Entretanto, os individuos bold demoraram apenas um dia
para estabilizar claramente sua resposta ao condicionamento, enquanto individuos
shy demoraram dois dias para que estabilizassem mais evidentemente sua resposta

(Figura 3).
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Figura 3: Curva de aprendizagem dos individuos com personalidade shy (n = 9) e bold (n=12)
para a laténcia para se aproximar do jato d’agua, onde as letras minusculas representam os peixes
bold enquanto as letras mailsculas representam os peixes shy, sendo que em ambos as letras
diferentes representam onde houve diferenca significativa. Utilizamos o valor das medianas de cada

individuo como valor representativo de cada dia para a realizagdo de uma ANOVA mista (p > 0,05).

No condicionamento com labirinto, também ndo houve diferenca
significativa entre as personalidades shy e bold quando analisamos se encontraram
ou ndo o alimento (P > 0,05) e o numero de tentativas para encontrar o
compartimento com o alimento (P > 0,05). Porém, quando analisamos se os
individuos sairam ou ndo da area neutra, houve diferenca significativa no primeiro e
segundo dia de teste entre os perfis (comparagcdo entre multinomiais; p < 0,05). Em
ambos os dias mais individuos bold responderam saindo da area do que os
individuos shy (Figura 4). J& quando comparamos individuos bold que sairam da area
neutra com individuos bold que ndo sairam da area neutra, obtivemos que desde o
primeiro dia de teste mais individuos bold responderam saindo da area (comparagao
dentro de multinomiais; p< 0,05), enquanto entre os individuos shy, a maioria sé
deixou a darea neutra a partir do terceiro dia de teste (comparagdo dentro de

multinomiais; p < 0,05) (Figura 5).
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Figura 4: Comparagdo entre a proporc¢do de individuos shy (n=9) que sairam da area neutra
ao longo dos dias com a proporg¢do de individuos bold (n=12) que sairam da area neutra, feita através
do teste de propor¢do de Goodman. Houve diferencga significativa entre as duas personalidades
apenas nos dois primeiros dias (comparag¢do entre multinomiais ; p < 0,05), com mais individuos bold

saindo da area do que individuos shy. A partir do terceiro dia ndo houve diferenca significativa (p >

Dias Dias

0,05).
|
Laténcia Saida - Bold ! A e et
1 Laténcia Saida - Shy
1 I
g% (I
€038 - 159°
207 - 13%8 .
2 S 07 7 }
€ 0,6 15 ’ |
° £06 1 !
- 0,5 " [ | 1
o N Resp, © 0,5 ¢ i
. 04 10 | H
o 1&0,4 i i
203 M Resp. |‘603 ! i
202 1 e |
a U EO,Z 1 ]
0,1 | 01! E
0~ o ! e ; w
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1 172 3 4 5 6 7 8 9
|
|
|
|
.

Figura 5: Comparagdo entre a proporg¢do de individuos bold (n=12) que sairam da area neutra
com os individuos bold que ndo sairam da area neutra, feita através do teste de proporgdo de
Goodman (comparagdo dentro de multinomiais). E comparagdo entre a proporgao de individuos shy
(n=9) que sairam da area neutra com os que ndo sairam da area neutra, feita também através do
teste de propor¢do de Goodman (comparagdo dentro de multinomiais). Em todos os dias de teste
mais individuos bold sairam da area neutra do que ndo sairam (p < 0,05), enquanto para os individuos
shy os dois primeiros dias ndo deram diferenca significativa (p > 0,05), a diferenga passou a ser
significativa apenas a partir do terceiro dia (p < 0,05). O retangulo pontilhado representa igualdade

entre os individuos que responderam com aqueles que ndo responderam.
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Em relacdo aos dados de laténcia para deixar a area neutra, obtivemos
também uma resposta ndo significativa quando realizamos uma ANOVA Mista

(personalidade x tempo) com um poés-teste de Tukey (p<0,05).

Discussao

Neste estudo demonstramos que embora a priori ndo haja diferenca direta
no processo de aprendizagem entre os individuos shy e bold, ou seja, no processo de
aquisicdo desse conhecimento, os padrées de resposta de cada perfil sdo diferentes.
No processo de aprendizagem por condicionamento cldssico, individuos shy
demoram mais para aprender. Por outro lado, em processos de aprendizagem mais
complexos, tal como o teste de labirinto, individuos shy ndo demoram mais para
aprender, mas em contrapartida, apresentam maior laténcia de reposta ao estimulo.

Desta forma, esses resultados podem indicar uma real diferenca na
habilidade de aprendizagem entre as personalidades shy e bold, onde seus processos
cognitivos ocorrem de forma diferente. Ja é descrito na literatura que variagdes
individuais podem afetar processos cognitivos fazendo com que alguns individuos
sejam melhores em memorizar informagdes de seus ambientes (Croston et al.,
2016); sejam mais rapidos ou mais bem-sucedidos em suas decisGes (Chittka et al.,
2009) ou que individuos bold aprendem mais rapidos (Trompf e Brown, 2014), essas
diferencas individuais muitas vezes estdo associadas a personalidade animal (Griffin
et al., 2015; Guillette et al., 2016).

Porém, uma explicacdo alternativa é que o processo cognitivo das duas
personalidades é realmente igual, elas aprendem da mesma forma, mas pela
personalidade shy ser mais cautelosa, correr menos riscos, ser menos ativa, ela tem
um atraso da sua resposta ao estimulo do condicionamento, mesmo ja tendo o
aprendido a relacionar o estimulo a recompensa. Em um estudo realizado com
guppies (Poecilia reticulata) ndo obtiveram diferenca para o aprendizado no teste de
condicionamento entre grupo com personalidade mista e o grupo com

personalidade bold, porém o grupo com personalidade bold era mais rapido para
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alcancar o alimento do que o grupo com personalidade shy (Dyer et al., 2009). Em
outro estudo também com guppies (Kareklas et al., 2018) , observaram que grupos
com mais individuos bold fazendo parte da sua composicdo eram mais propensos a
se dividirem e consequentemente demoravam mais para realizarem o
condicionamento, eles alteravam a coesdo e a velocidade de decisdo coletiva do
grupo. Assim decisdes coletivas em grupos com individuos bold levam mais tempo
para ocorrerem e portanto grupos com alta variacdo de personalidade em seus
individuos podem ser prejudicados ao competirem por recursos.

Desta forma, os peixes com personalidade shy ndo necessariamente
aprendem de forma mais lenta, como descrito na literatura (Wilson et al., 1993;
Koolhaas et al., 1999; Carere et al., 2005), e sim respondem a situa¢Ges novas de
forma reativa (Benus et al., 1991; Koolhaas et al., 1999), com comportamentos de
enfrentamento passivo, de imobilidade e baixa agressdo (Carpenter & Summers,
2009). Assim, podemos considerar que individuos shy possuem uma resposta mais
demorada no inicio do condicionamento em decorréncia das caracteristicas de
enfrentamento do seu perfil de personalidade. E entendemos que essa inibi¢do
comportamental seja uma estratégia adaptativa dos individuos com essa
personalidade, sob condicbes ambientais incontrolaveis e imprevisiveis (Vindas et
al., 2016).

Em contrapartida, a literatura mostra que peixes com personalidade bold
aprendem de forma mais rapida (Sneddon 2003). Porém, por serem individuos
considerados mais ativos, que correm mais riscos, respondem a novidades de forma
proativa (Benus et al., 1991; Koolhaas et al., 1999) e possuem comportamentos de
enfrentamento ativos, sua aprendizagem nao necessariamente ocorre de forma mais
rapida e sim sua resposta ao estimulo presente no ambiente é mais agil, ou seja, eles
possuem respostas mais ageis mas sao menos precisos em suas decisoes (Chitkka et
al., 2009). Assim, peixes com personalidade bold sdo mais motivados que peixes shy,
ja que estes geralmente respondem de forma mais rapida ou até ignoraram as
ameacas de um ambiente desconhecido (Brick e Jakobsson, 2002), sendo que a
motivacdo é tipicamente medida como uma condicdo corporal, ou como fome ou
como a laténcia para abordar um aparato (Grifn e Guez, 2014; van Horik et al., 2017)

e aqui consideramos motivacdo a laténcia para abordar um aparato. Portanto,
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individuos ousados possuem uma resposta mais rdpida, apesar de aleatodria,
fazendo-se acreditar que o processo de aprendizagem neles seja mais rapido e facil.

Assim, nosso estudo corrobora que individuos com personalidade bold estao
mais dispostos a correrem riscos maiores, mas em troca de ganhos potencialmente
mais vantajosos (em relacdo a alimentacdo ou reprodugdo), enquanto individuos
com personalidade shy, que possuem uma abordagem avessa ao risco, aceitam
recompensas menores em troca de comportamentos com risco reduzido (Krause et
al., 2004). Ao mesmo tempo também ja foi visto que individuos bold possuem um
desempenho pior em labirintos, procurando aleatoriamente pelo compartimento
com comida, enquanto individuos timidos tiveram uma melhor desempenho, pois se
utilizavam de pistas para encontrar o alimento (White et al., 2016).

Portanto, para elucidar se individuos shy e bold diferem em seus processos
de aprendizagem e memoria é necessario realizar estudos futuros para esclarecer e
correlacionar melhor esses processos cognitivos com as diferentes personalidades, ja
gue a personalidade pode ter um efeito profundo nas decisGes tomadas pelos
animais em diferentes ambientes e, portanto influenciar a capacidade de um
individuo em resolver problemas e se adaptar a novos ambientes. Desta forma, estes
estudos podem contribuir até para uma abordagem em ensino e aprendizagem
escolar, onde as individualidades podem ser tratadas como diferencas na aquisi¢cdo
do conhecimento e ndo usadas como adjetivos tais como, “mais inteligente” ou

“mais apto ao aprendizado”.
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CAPITULO 1l

Objetivo
Compreender como o estresse, agudo e cronico, interfere no processo de

aprendizagem em diferentes perfis de personalidade (shy e bold).
Materiais e métodos

a) Condi¢cOes de manutenc¢do

Juvenis de tilapia-do-Nilo, provenientes de piscicultura, foram aclimatados
por 30 dias em tanques de 500L ( 6 peixes/L), em temperatura 24°C +-1°C, pH: ™6,5,

com o fotoperiodo de 12L:12D antes do inicio do experimento. Os tanques foram
mantidos com aera¢dao continua, com biofiltros e foram sifonados diariamente para
a retirada de resto de alimentos e fezes. Desta forma os tanques foram mantidos
com boa qualidade de agua, com os niveis de nitrito e amdnia mantidos abaixo de
0,05 mg/ L e 0,5 mg/L, respectivamente. Os peixes foram alimentados uma vez ao

dia, com racdo comercial para peixes tropicais (38% de proteina bruta).

b) Delineamento Experimental

Previamente aos experimentos, todos os peixes foram medidos e pesados
para futura comparacdo de crescimento ao final do experimento. Em seguida
definimos suas personalidades através de testes de personalidades (teste do objeto
novo e teste de exposicdo ao predador). Assim separamos os peixes em dois grupos:
um grupo de peixes com personalidade ousada (bold) e outro com peixes com
personalidade timida (shy). Apds a definicdo da personalidade, para avaliar a
influéncia do estresse no processo de aprendizagem nas personalidades shy e bold,
ambos os grupos foram submetidos a dois tipos de estresse (agudo e cronico) sendo
subdivididos em dois novos grupos, constituindo assim quatro grupos: shy-agudo (n
= 7); shy-cronico (n = 7); bold-agudo (n = 10); bold-cronico (n = 8).
Concomitantemente ao estresse, todos os grupos quatro grupos foram submetidos
aos condicionamentos de movimentacdo ao jato d’agua e do labirinto. Para melhor

visualizacdo, o esquema do delineamento se encontra na Figura 1.
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Figura 1: Esquema do delineamento experimental

¢) Procedimentos Especificos

c1) Perfil Comportamental

Procedimentos iguais aos descritos no capitulo anterior, para maiores

detalhes verificar a parte de materiais e métodos do Capitulo II.

c2) Condicionamento

Mesmos procedimentos aplicados no capitulo anterior, para maiores

detalhes verificar a parte de materiais e métodos do Capitulo II.

c3) Estresse

Foram utilizados agentes estressores fisicos, como confinamento, hipdxia e
perseguicdo. Estes foram aplicados durante o periodo de condicionamento (figura
2). Os agentes estressores foram utilizados de maneira alternada e aleatéria, com

alternancia de tipo de estresse e hordario do dia em que foi aplicado, para que os
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peixes ndo se adaptassem ao tipo de estresse e nem ao horario que ele era aplicado.
Os animais foram estressados em apenas um periodo do dia e apenas por um
método de estresse em cada dia.

No estresse de confinamento por restricdo de espaco, o peixe foi deslocado
gradualmente para um dos cantos do aquario, limitando sua movimentagdo, por
meio de uma placa de acrilico opaca e vazada, no qual permaneceu por 15 minutos.
J4 o estresse por hipodxia foi realizado pela retirada da tildpia do aquario, com o
auxilio de uma rede, por um periodo de 3 minutos e posteriormente o peixe foi
reintroduzido ao respectivo aquario. Por fim no estresse por perseguicdo com rede
os peixes foram individualmente perseguidos em seus proprios aquarios, com o
auxilio de uma rede, por um periodo de 15 minutos.

O estresse agudo, foi aplicado por um periodo curto de tempo e apds o inicio
do condicionamento (Figura 4), no meio da aprendizagem, ou seja, um estresse
agudo pds-condicionamento. Enquanto o estresse cronico foi aplicado a partir do
primeiro dia de teste até o ultimo dia (Figura 3), porém os dias iniciais do estresse
cronico foram considerados como estresse agudo (trés primeiros dias), ou seja, um
estresse agudo pré-condicionamento.

Considerando que estresse cronico é definido como uma dificuldade
constante enfrentada por um individuo e o estresse agudo como uma ocorréncia
recente e transitoria de um Unico estressor (Shields et al., 2016), a forma aguda
aplicada durante o estudo foi considerada de 3 dias. Enquanto a forma cronica foi

aplicada em um periodo de 60 dias, (adaptado de Lankford et al., 2005).

Grupo de
individuos
shy .
Grupo de 602 Dia
individuos 1° Dia: 3¢ Dia: 59Dia: ‘ Condiciona-
bold estresse Estresse estresse mento Classico
L1 ] | ] L see ]
T 1 T T T7] I -
Defini¢do da ‘ Peso & ZE!Ji_a: 49Dia: Peso &
personalidade Lol el Condicionamento Comprimento
mento Danty Labirinto Final
Inicial Classico ——
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Figura 2: Linha do tempo, mostrando a ordem cronoldgica como o estudo foi realizado e como os
procedimentos experimentais foram distribuidos. Sendo que a aplicagdo do estresse foi alternada dia
sim, dia ndo com o condicionamento. Além disso os diferentes tipos de estresse foram aplicados de

forma aleatdria e os dois tipos de condicionamentos foram alternados.

Dia 1: ' Dia3: Dia 5: Dia 7: Dia 59:
Estresse™®  Estresse*|  Estresse’ | Estresse ** Estresse **
L1 1 1 | L1l -1 1 1
1 T 1T 1 11 I

Dia2: | Dia4: | Diaé6: Dia 58: Dia 60:
Condiciona- | Condiciona- | Condiciona- | | Condiciona- | condiciona-
mento |, Mmento | mento mento | mento

*Estresse pré-condicionamento

** Estresse Cronico

Figura 3: Linha do tempo mostrando de forma cronoldgica como o estresse cronico foi aplicado a
partir do primeiro dia de teste até o ultimo, sendo que os primeiros dias (trés primeiros dias) ele foi
considerado como estresse agudo pré-condicionamento e apds esse periodo sendo considerado

como estresse cronico.

Dia 40: Dia 46:

Dia 42: Dia 44:
D::s:r éssszm Dia 3: Sem | Dia 5: Sem | ﬁ:'::"g ﬁ:'f‘“d::g (ri‘gnmd:r:‘lg Condicio-
estresse | estresse | AU namento
’ 1 oS N AR N O A N T . ]
1 1 1 7 1T 1T 1 |
Dia2: || Dia4 Dia39: | Dia4l: || Dia43: |Dia45:Sem Dia 60:
Condicio- ||Condiciona-| | Estresse®  Estresse™ Estresse*” estresse Gondiclo
DS o 7 “ namento

-namento |

* Estresse pds-condicionamento

Figura 4: Linha do tempo mostrando, de forma cronoldgica, como o estresse agudo, ou seja, o

estresse agudo pods-condicionamento, foi aplicado no meio do processo de condicionamento nos

diferentes grupos de personalidades.

c4) Andlise Dos Dados
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Para avaliar se as técnicas de estresse aplicadas nos grupos foram suficientes
para promover estresse cronico nos animais ao longo do tempo, avaliamos se houve
diferenca de crescimento (peso e/ou comprimento) entre o inicio e o final do
periodo experimental, pois animais submetidos ao estresse cronico podem
apresentar medidas reduzidas de peso e comprimento (Wendelaar-Bonga, 1997).
Primeiramente, testamos a normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov, p > 0,05) e a
homocedasticidade (teste de levene, p > 0,05) de todos os dados de peso e
comprimento e, tais dados foram normais e homocedasticos. Assim utilizamos o
teste T-dependente para comparar as medidas iniciais com as finais de peso ou
comprimento para cada grupo de peixes shy ou bold. Além disso, usamos o teste de
T-independente para comparar os dados de peso ou comprimento entre os grupos
shy e bold e por ultimo utilizamos o teste t-independente para comparar os dados de
de peso ou comprimento dos grupos de estresse cronico com o de estresse agudo.

No condicionamento com jato d’agua, foi testada a normalidade dos dados
(teste de Kolmogorov-Smirnov, p>0,05) e a sua homocedasticidade (teste de Levene,
p>0,05). Os dados resultaram em ndo normais e ndo heteroscedasticos. Usamos uma
ANOVA mista (personalidade x tempo) seguida pelo pds-teste de Tukey e
consideramos p>0,01 para significancia estatistica. Realizamos esses testes para
averiguar se houve influéncia do estresse ou do estresse relacionado com a
personalidade, no processo de aprendizagem.

Ja no condicionamento com labirinto com os dados da varidvel de laténcia
para sair da area neutra, que chamamos de laténcia de saida, testamos a
normalidade dos dados (Kolmogorov-smirnov p>0,05) e sua homocedasticidade
(Levene p>0,05). Como obtivemos dados normais e homocedasticos, realizamos uma
ANOVA Mista (tratamentos x dias), seguida pelo teste de Tukey como pds-teste,
sendo que considerando a significancia de p>0,05. Além disso, realizamos o teste de
proporcdio de Goodman (1964; comparacdo entre multinomiais) e (1965;
comparacdo dentro de multinomiais) (p < 0,05), para comparar a frequéncia com o
gue os individuos responderam o teste com a frequéncia daqueles que ndo
responderam.

Para os dados das variaveis de laténcia para encontrar o alimento e o nimero

de tentativas para achar o compartimento com o alimento, foi realizado apenas o
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teste de proporgdo de Goodman, em que comparamos a frequéncia dos individuos
gue responderam com a frequéncia dos individuos que ndo responderam. Como no
capitulo Il, ndo houve uma constancia nas respostas dos individuos durante o
periodo de testes, ou seja, alguns deles ndo responderam em um ou mais dias, mas
responderam em outros, dessa forma impossibilitando a analise que comparava os

valores centrais entre os grupos.

Resultados

a) Peso e comprimento

Em relacdo as medidas de peso e comprimento, comparamos as medidas de
peso ou comprimento inicial contra as medidas de peso ou comprimento final de
ambos os grupos de personalidade, houve diferenca significativa (Tabela 1), nos
mostrando que a causa dessa diferenca poderia ser o crescimento natural dos peixes

ou a acdo do estresse aplicado.

Tabela 3: Valores de p, t, médias e desvio padrdo da comparagdo das medidas de peso ou
comprimento iniciais com aqueles finais, em ambas as personalidades (shy e bold), tanto para dados
dos grupos de estrese crénico quanto para os grupos de estresse agudo pds-condicionamento. Todos

os valores de p sendo significativos.

Média (Inicial| Média( Final
Cronico P T 1SD) 1SD)
Bold PI x PF 0,0040 -4,19 9,55+1,89 | 12,51+1,75
Bold CI x CF 0,0009 -5,48 6,82+0,49 7,85+0,49
Shy Pl x PF 0,0185 -3,20 10,36+1,19 | 12,72+1,65
Shy Cl x CF 0,0064 -4,088 7,01+0,35 | 7,74+0,35
Média (Inicial| Média (Final
Agudo P T +SD) +SD)
Bold Pl x PF | 5,27365E-06 -9,54 11,96+2,01 | 15,48+2,39
Bold CI x CF | 5,30297E-05 -7,16 7,3+0,64 840,53
Shy Pl x PF 0,0009 -5,99 11,82+2,48 | 16,43+2,46
Shy Cl x CF 0,0007 -6,29 7,24+0,56 8,24+0,34
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Por fim, quando comparamos os dados dos grupos de estresse cronico com
aqueles dos grupos de estresse agudo pods-condiconamento, independente da
personalidade, o peso final dos individuos foi menor no grupo que sofreu estresse
cronico do que naquele que sofreu estresse agudo pds-condicionamento.
Entretanto, considerando o comprimento final dos individuos, tal diferenca ocorreu

apenas para os individuos shy (Figura 5).

* Bold * Shy
20 ’ \ 20 ‘ . l

10 10

T -
S I 5 I
0 0

agudo crénico agudo crdnico agudo crénico agudo crdnico

Peso final (g) Comprimento final (cm) Peso final (g) Comprimento final (cm)

Figura 5: Comparagdo entre peso e comprimento finais dos individuos que passaram por estresse
cronico com aqueles que passaram por estresse agudo pods-condicionamento, em ambos as
personalidades. No grupo bold houve diferenga significativa apenas quando comparados o peso dos
individuos, enquanto no grupo shy houve diferenca significativa em ambas as medidas, tanto de peso

quanto de comprimento.

b) Condicionamento com dgua (condicionamento cldssico)

Como resultado da ANOVA, obtivemos diferenca significativa quando as
varidveis tempo e personalidade estdo relacionadas (p = 0,000267 e F = 1,9536) e
ndo significativa quando consideramos cada uma delas de forma isolada.

No grupo com os individuos de personalidade bold observamos que os
individuos que passaram por estresse agudo pré-condicionamento tiveram diferenca
significativa nos trés primeiros dias, ou seja, responderam de forma mais devagar, o
gue pode ser um efeito do estresse relacionado com a personalidade (Figura 6).
Enquanto nos individuos que passaram por estresse agudo pds-condicionamento, s
obtivemos essa diferenca significativa no primeiro dia (Figura 6), e ndo obtivemos

diferenca significativa quando o periodo em que o estresse aplicado.
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@ Cronico

=== Agudo

Laténcia de resposta (s)

Estresse pré-condicionamento Estresse pds-condicionamento

Figura 6: Curva de aprendizagem para o tempo de resposta (laténcia) ao movimento d’agua
dos individuos com personalidade bold que passaram por estresse cronico (n=8) ou agudo (n=10),
feita através de uma ANOVA Mista com um pds teste de Tukey. Em que houve diferenca significativa
nos trés primeiros dias para o grupo de estresse agudo pré-condicionamento, enquanto para o grupo
de estresse agudo pods-condicionamento e o grupo de estresse crénico, ndo houve diferenca
significativa. Sendo o retangulo pontilhado destaca os dias em que o estresse foi aplicado no grupo de
estresse agudo pds-condicionamento e o circulo pontilhado os dias em que o estresse agudo pré-

condicionamento foi aplicado.

No grupo com os individuos de personalidade shy, individuos que passaram
por estresse agudo pré-condicionamento diferiram significativamente nos dois
primeiros dias, ou seja, responderam de forma mais lenta, enquanto no grupo que
passou por estresse, agudo pos-condicionamento, a diferenca significativa foi apenas
no primeiro dia (Figura 7). Ndo houve diferenca significativa no periodo em que o

estresse agudo pds-condicionamento foi aplicado e no grupo de estresse crénico.
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Figura 7: Curva de aprendizagem dos individuos com personalidade shy que passaram por
estresse cronico (n=7) e agudo pds e pré-condicionamento (n=7) para o tempo de resposta (laténcia)
ao movimento d’agua, feita através de uma ANOVA mista com o pos teste de Tukey. Em que houve
diferenca significativa nos dois primeiros dias no grupo de estresse agudo pré-condicionamento,
enquanto para o grupo de estresse agudo pds-condicionamento e estresse crénico, ndo houve
diferenca significativa. Sendo o retangulo pontilhado destacando os dias em que o estresse foi
aplicado no grupo de estresse agudo pds-condicionamento e o circulo pontilhado os dias em que o

estresse agudo pré-condicionamento foi aplicado.

¢) Condicionamento em Labirinto (condicionamento espacial)

Quando comparamos os grupos com personalidades shy e bold ndo
obtivemos nenhuma diferenca significativa entre eles, em nenhum dos parametros
avaliados (laténcia de saida da area neutra, laténcia para encontrar o alimento e
numero de tentativas para achar o compartimento com o alimento).

J4 quando essa comparacdo foi dentro dos prdprios grupos, para a variavel
laténcia de saida da area neutra, nos individuos bold, houve diferenca significativa
todos os dias (p < 0,05), ou seja, mais individuos sairam da area neutra do que
aqueles que ndo sairam, tanto para o estresse cronico como para o agudo, pré e pods-
condicionamento (Figura 8). Quando observamos o grupo dos individuos shy houve
diferenca significativa a partir do segundo dia (p < 0,05), em que mais individuos
sairam da area neutra do que 0s que ndo sairam, para os individuos que passaram

pelo estresse cbnico, enquanto para os individuos do estresse agudo pos-
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condicionamento a diferencga significativa iniciou apenas no terceiro dia (p < 0,05)

(Figura 9).
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Figura 8: Comparagdo entre a proporgdo de individuos bold (n= 18)que sairam da drea neutra e
daqueles que ndo sairam da area neutra, feita através do teste de propor¢do de Goodman (1965;
comparacdo dentro de multinomiais), tanto que passaram por estresse agudo pds-condicionamento
como pelo estresse agudo pré-condicionamento e pelo estresse crénico. Em todos houve diferenca

significativa desde o primeiro dia de condicionamento (p < 0,05).
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Figura 9: Comparagao entre a proporgdo de individuos shy (n= 14) que sairam da area neutra e
daqueles que ndo sairam da drea neutra, feita através do teste de proporgdo de Goodman (dentro de
multinomiais), tanto para os que passaram por estresse agudo pds-condicionamento como pelo
estresse agudo pré-condicionamento e pelo estresse crénico. Sendo que para o estresse agudo pré-
condicionamento ndo houve diferenga significativa apenas no primeiro dia (p > 0,05), enquanto para
os individuos do estresse agudo pods-condicionamento ndo houve diferenga significativa dos dois
primeiros dias (p > 0,05) e no resto houve. Em ambos o retdngulo pontilhado representa igualdade
entre os individuos que responderam saindo da area neutra com aqueles que responderam ndo

saindo da area.

No grupo de individuos bold, quando analisamos a variadvel de laténcia para
encontrar o alimento, observamos que tanto para o grupo que sofreu estresse
agudo pré-condicionamento como para aquele que sofreu estresse agudo pods-
condicionamento, a diferenca significativa entre individuos que encontraram o
alimento e aqueles que ndo encontraram, ocorreu a partir do segundo dia (p <0,05),
em que o numero de individuos que encontraram o alimento foi maior do que
aqueles que ndo encontraram (Figura 10). Porém, no grupo com estresse agudo pré-
condicionamento essa resposta foi ligeiramente menos estavel, pois apenas no
qguarto dia ndo ocorreu novamente diferenca significativa (p>0,05), sendo que a
partir do quinto dia houve novamente diferenca em todos os dias seguintes
(p<0,05). Mas sempre houve mais numero de individuos que responderam do que
aqueles que ndo responderam, desde o inicio.

Para o grupo de personalidade shy que passou pelo estresse agudo pods-
condicionamento, ocorreu diferenca significativa entre aqueles que responderam e
aqueles que ndo responderam apenas a partir do quarto dia, ou seja, antes do
estresse agudo ser aplicado (p < 0,05) (Figura 9). Enquanto que no grupo que passou
por estresse agudo pré-condicionamento a diferenca significativa ocorreu a partir do

segundo dia em diante (p < 0,05) (Figura 11).
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Figura 10: Comparagdo da proporgdo de individuos com personalidade bold (n=18) que encontraram
o alimento versos individuos que ndo encontraram, feita através do teste de propor¢do de Goodman
(dentro de multinomiais) No grupo de estresse agudo pré-condicionamento ndo houve diferenga
significativa no primeiro e quarto dia (p > 0,05), enquanto houve no restante dos dias (p < 0,05). Ja no
grupo de estresse agudo pds-condicionamento, ndo houve diferencga significativa apenas no primeiro
dia (p > 0,05). O retangulo em ambos os graficos representa igualdade entre os individuos que

responderam encontrando o alimento com aqueles que ndo encontraram.
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Figura 11: Comparagdo da propor¢do de individuos shy (n=14) que encontraram o alimento e
daqueles que ndo encontraram o alimento, feita através do teste de propor¢do de Goodman (1965;
comparagdo dentro de multinomiais). O grupo que sofreu estresse agudo pds-condicionamento
houve diferenca significativa a partir do quarto dia (p < 0,05), enquanto no grupo que sofreu estresse
agudo pré-condicionamento ndo houve diferenga significativa no primeiro e quarto dia (p > 0,05).
Sendo que o retangulo pontilhado em ambos os graficos representa igualdade entre os individuos que

encontraram o alimento com aqueles que ndo encontraram.

Por fim, quando analisamos os dados da varidvel de nimero de tentativas
para achar o compartimento com o alimento, tanto para o grupo bold quanto para o
grupo shy, no estresse agudo pods-condicionamento e pré-condicionamento,
obtivemos diferenca significativa (p < 0,05) entre os grupos que responderam e que
ndo responderam a partir do quinto dia, quando a resposta dos individuos de cada
grupo estabilizou (Figura 12 e 13). Entretanto o grupo de individuos shy que passou
por estresse agudo pds-condicionamento, comegou a responder a partir do quarto

dia (p < 0,05).
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Figura 12: Comparagao da proporgao de individuos bold (n=18), que responderam em relagdo aqueles
gue ndo responderam e aqueles que responderam, mas ndo acharam o alimento, feita através do
teste de propor¢do de Goodman (dentro de multinomiais). Em ambos os tipos de estresse agudo, pré-
condicionamento e pds-condicionamento, houve diferenga significativa a partir do quinto dia.
Enguanto no grupo de estresse cronico ndo houve diferenga significativa (p > 0,05). Sendo que as

letras iguais representam onde houve igualdade e as letras diferentes onde houve diferenca.

33



Agudo pré-condicionamento Agudo pés-condicionamento

a a a a
4 a a
a
N Resp. N Resp.
oA al -
N Alim. u R Alim.
» bl b
W Resp. | W Resp.
o bl ol oll )
12 3 8 4 5

a
4 5 6 7 g 10 11 12 13 . 1 2 3 6 7 8 9 10 11 12 13

Dias Dias
0,6
04
0,2
1 2 3 4 5

Figura 13: Comparagao da proporg¢do de individuos shy (n=14), que responderam em relagdo aqueles

-

" w
[~ o

308 308 ,
2 2

s °

£06 £06

L @

o °

R 04 R 04

2 =y a
o o

a a

3 e

a a

=]
~

o

Cronico

a a

a
N Resp.
" Alim.
b
[ ]
ol b Resp.

6 7 8 9 10 11 12 13
Dias

Proporgdo de Individuos

gue ndo responderam e aqueles que responderam, mas ndo acharam o alimento, feita através do
teste de proporg¢dao de Goodman (1965; comparagdo dentro de multinomiais). No grupo que sofreu
estresse agudo pré-condicionamento houve diferenca significativa a partir do quinto dia (p <0,05),
enquanto no grupo que sofreu estresse agudo pos-condicionamento (dias 7,8 e 9) houve diferenca
significativa a partir do quarto dia (p< 0,05). Enquanto o grupo que sofre estresse cronico ndo houve
diferenca significativa. Sendo que letras iguais representam igualdade enquanto letras diferentes

representam diferenca.

Para todas as varidveis, ndo houve diferenca significativa no grupo de
estresse agudo pds-condicionamento, no periodo em que o estresse foi aplicado

nesses individuos (dias 7,8 e 9).

Discussao

Neste estudo observamos que o estresse agudo influencia significativamente
a aprendizagem em individuos shy e bold, enquanto o estresse crénico nao
influéncia nesse processo de aprendizagem. Ainda, o estresse agudo influencia de
forma diferente o aprendizado, dependendo do momento em que é aplicado em
relacdo ao condicionamento: se aplicado nos dias iniciais do condicionamento

acarreta um atraso maior na aprendizagem para se estabilizar o condicionamento,
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em ambas as personalidades, mas de forma mais intensa nos individuos com
personalidade bold (figuras 4 e 5), enquanto que o estresse agudo pos-
condicionamento ndo influencia a consolidacdo do conhecimento.

Em relacdo ao efeito do estresse na aprendizagem espacial dos peixes,
medida através de desempenho no labirinto, observamos que houve um
desempenho melhor nos peixes de personalidade shy que sofreram o estresse agudo
pré-condicionamento quando comparado aos individuos shy que sofreram estresse
agudo pds-condicionamento . Ja a motivacdo dos peixes bold em relagdo ao estimulo
do labirinto se deu independente do estresse aplicado. Enquanto para os peixes shy
o estresse agudo inicial aumentou sua motivacdo. Sendo que a motivacdo é
tipicamente medida como uma condig¢do corporal, ou como fome ou como a laténcia
para abordar um aparato (Grifn e Guez, 2014; van Horik et al.,, 2017). Aqui
consideramos motivacao sendo a laténcia para abordar um aparato.

Sabe-se que as respostas fisioldgicas de um organismo ao estresse é a
primeira forma deste reagir as pressdes causadas pelas mudancas ambientais as
guais estdo sujeitos. A exposicdo aos agentes estressores de curta duracdo (estresse
agudo) pode gerar uma resposta adaptativa do organismo, ou seja, ocorre uma
mobilizacdo dos recursos metabdlicos utilizados para as fung¢Ges vitais do individuo
gue sdo esséncias para sua sobrevivéncia (Moberg, 1985; Wendelaar-Bonga, 1997)
para outras funcdes, pois o organismo esta tentado reestabelecer sua homeostase.
Quando a exposicdo aos agentes estressores é de longa duracdo e mais severas
(estresse cronico) ela pode causar uma resposta mal-adaptativa do organismo, o
custo da manutencdo da homeostase é muito grande fazendo com que ele entdo
diminua sua atividade metabdlica, o que esta de acordo com o que foi encontrado
em nossos dados, onde peixes que passaram por estresse cronico apresentaram
déficit de crescimento e peso em relagdo aos peixes que passaram por estresse
agudo, indicando assim um prejuizo maior na atividade metabdlica dos individuos
cronicamente estressados.

Além disso, observamos que peixes bold, que sdo caracterizados por
arriscarem-se mais, explorarem novos ambientes e objetos, possuem uma taxa de
alimentacdo e crescimento maior (Biro & Stamps, 2008), maior sobrevivéncia (Smith

& Blumstein, 2008), melhor condicdo fisica (Pellegrini et al, 2010) e geralmente sdo
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individuos dominantes (Sundstrom et al.,, 2004). Enquanto individuos shy,
caracterizados por ndo correrem risco, ficarem em freezing, sdo mais susceptiveis a
infeccOes parasitarias (Wilson et al., 1993), desta forma sendo mais afetados pelo
estresse, como reafirmamos neste trabalho.

Entretanto, apesar de ambos os estresses influenciarem fisiologicamente os
peixes, observamos que durante a situacdo de estresse agudo, aplicado pos-
condicionamento, ndo houve influencia do estresse no processo de aprendizagem
em nenhuma das duas personalidades, ou seja, o estresse agudo ndo influenciou no
processo cognitivo desses individuos. Esses achados estdo contra ao descrito na
literatura, como Laird e colaboradores (1972) que demonstraram que peixes-
dourados (Carassius auratus) submetidos ao estresse agudo quando estes ja haviam
iniciado o condicionamento, o0 estresse estimulou essa aprendizagem.
Provavelmente estes resultados se devem ao periodo do processo de aprendizagem
em que o estresse agudo foi impingido. Todavia, devemos levar em conta que o
estagio do processo de aprendizagem em que ocorre o evento estressor é
importante e que a influéncia do estresse no individuo vai variar de acordo com o
estagio em que ele ocorre. Experiéncias estressantes tendem a melhorar processos
relacionados a aquisicdo de conhecimentos, mas geralmente prejudicam os
processos relacionados a recordacdo (Roozendaal, 2002, 2003).

Por outro lado, quando o estresse agudo ocorreu de forma inicial no
condicionamento classico, o que chamamos de estresse pré-condicionamento, em
ambas as personalidades, houve um prejuizo no desempenho inicial desses
individuos, porém de forma mais acentuada para individuos bold, o que vai contra o
descrito na literatura, em estudos com ratos, em que também foi utilizado o estresse
agudo pré-condicionamento, houve a facilitacdo consistentemente do
condicionamento classico (Shors et al. 1992; Servatius & Shors 1994; Shors &
Servatius 1995, 1997) e esse tipo de condicionamento pode ser menos suscetivel
aos efeitos do estresse (Beylin & Shors 1998; Shors 2001).

J4 no condicionamento espacial (labirinto), as repostas ao estresse agudo
pré-condicionamento foram distintas em relacdo as personalidades. O estresse
agudo aplicado antes do condicionamento no labirinto em peixes com personalidade

shy melhorou o desempenho, que vai de acordo com o que é encontrado na
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literatura, em que estudos realizados com ratos no labirinto aquatico de Morris
mostram que o estresse agudo fez com que eles aprendessem de forma igual aos
individuos ndo estressados (Kim et al., 2005) ou até que eles aprendessem de forma
mais rapida (Buwalda et al., 2005). No entanto, este tipo de estresse agudo pré-
condicionamento no labirinto ndo melhorou o aprendizado em individuos bold
(figura 10). Assim, nossos dados apontam para uma parcimOnia em relacdo a
interpretacdo do papel do estresse na aprendizagem, pois este depende do
momento em que ocorre no processo de aquisicao do conhecimento e também da
resposta de diferentes personalidades ao estresse. Por exemplo, Sandi & Pinelo-
Nava (2007), demonstraram que o estresse agudo influencia de forma negativa o
condicionamento em labirinto.

De modo geral, a literatura mostra que ndo existe um consenso em relagao
ao papel do estresse agudo na a cognicdao dos animais, hora afetando de forma
positiva e em outros estudos, de forma negativa. Em aves da espécie Coturnix
japoénica, por exemplo, o estresse melhorou o desempenho cognitivo dos animais
(Calandreau et al., 2011). J& em um estudo com zebrafish (Danio rerio) o estresse
agudo afetou de forma negativa a memoria desses individuos (Gaikwad et al., 2011),
enquanto em outro estudo foi observado que o estresse aumentou a ansiedade em
zebrafish (Danio rerio) mas nao prejudicou sua cognicdo (Piato et al.,2011a). Desta
forma a influencia do estresse agudo na cognicdo ainda ndo é bem definida, mas
nossos dados salientam que depende da fase do condicionamento em que tal
estresse é aplicado, bem como da personalidade dos individuos testados.

Em relagdo ao estresse cronico, sabemos que ele prejudica o processo de
aprendizagem e memoaria (De Kloet et al., 1999; Joéls et al., 2006; Shors, 2006;
Lindqvist & Jensen, 2009) e que animais que passam por um longo periodo de
estresse sofrem mudancas neurobioldgicas como inibicdo da neurogénese, atrofia
de dendritos e prejuizos na plasticidade sinaptica hipocampal (Kozorovitskiy e Gould,
2004; Margarinos et al., 1996). Porém, em oposicdo ao que é encontrado na
literatura, no presente trabalho nds ndo obtivemos influéncia do estresse cronico.
Sabe-se que quando um organismo é estressado por um longo periodo de tempo e
nao consegue reestabelecer sua homeostase pode ocorrer consequéncias

prejudiciais, mas o que observamos no presente trabalho é que a aprendizagem foi
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conservada durante o periodo de estresse crénico, enquanto houve um prejuizo no
crescimento e peso dos peixes. Por tanto, no presente estudo, recursos metabdlicos
podem ter sido utilizados para proteger e preservar as fun¢bes cognitivas dos
individuos, mas prejudicando seu desenvolvimento corporal, tais como peso e

comprimento.

Os resultados deste estudo mostrando que o estresse crénico ndo influenciou
no processo de aprendizagem também podem ser explicados pelas caracteristicas de
neurogénese dos peixes. Em peixes teledsteos, a neurogénese é intensa e ocorre
continuamente durante a vida adulta do animal, sendo que varias células cerebrais
aumentam com a idade e o tamanho do corpo (Zupanc e Horschke, 1995; Zupanc,
2006). Este crescimento é possivel gracas a uma atividade proliferativa pronunciada
gue ocorre em zonas proliferativas discretas situadas em todas as regides do cérebro
dos peixes (Grandel et al., 2006; Maruska et al., 2012; Teles et al., 2012; Zupanc et
al., 2005). Entre elas estdo as areas homologas as zonas neurogénicas encontradas
nos mamiferos; o bulbo olfatdrio e a area lateral do telencéfalo dorsal. Sendo assim,
os peixes teledsteos tém uma taxa notavelmente alta de proliferacdo de células
cerebrais adultas em comparacdo com mamiferos (Cameron e McKay, 2001;
Herculano-Houzel e Lent, 2005; Hinsch e Zupanc 2007;Zupanc, 2008; Zupanc e
Horschke, 1995). Os neurOnios adultos contribuem também para a incrivel
capacidade de regeneracdo do cérebro dos peixes apods a lesdo. A proliferacdo
celular aumenta apds uma lesdo no cérebro, e os neurdnios recém-nascidos sdo
guiados para a area lesionada, onde amadurecem em neur6nios adultos (Clint e

Zupanc, 2001; Zupanc e Ott, 1999).

Portanto, uma caracteristica importante da neurogénese adulta em peixes é
que ela pode ser regulada por diversos fatores, entre eles o estresse e que esta pode
influenciar no comportamento e na cognicdo. Sendo assim, podemos considerar que
a neurogénese é parte de uma resposta adaptativa de enfrentamento ao estresse
(agudo e cronico), ja que o cérebro do peixe é um 6rgdo notavelmente plastico, e
essa plasticidade provavelmente é importante para a plasticidade comportamental,
incluindo as respostas comportamentais vitais envolvidas no enfrentamento do

estresse (Sgrensen, C. et al., 2013).
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Por fim, observamos diferenca de resposta comportamental nas distintas
personalidades aqui estudadas. De modo geral, individuos com personalidade bold
guando exposto a situacOes estressantes tiveram seu processo de aprendizado mais
prejudicados do que peixes com personalidade shy. Isso provavelmente se deve ao
fato de que individuos timidos apresentam um comportamento mais flexivel que
pode lhes permitir adaptar-se a um ambiente mais estocastico (Benus et al., 1991;
Koolhas et la., 1999), enquanto individuos ousados seriam menos flexiveis,
possuindo a capacidade de formar rotinas mais facilmente (Koolhaas et al., 1999; Sih
et al., 2004), e portanto beneficiando-se em ambientes mais constantes. Assim,
individuos com personalidade shy podem ser considerados mais plasticos e, portanto
possuem comportamentos mais flexiveis que permitem adaptar-se a situacbes mais
imprevisiveis. Sendo essa plasticidade uma aspecto ja descrito em relagdo aos tragos

da propria personalidade (Sih & Bell, 2008; Dzieweczynski et al., 2010).

Assim, observamos que os processos de aprendizagem e memoria tém se
mostrado altamente suscetiveis a modulacdo pelo estresse (Henckens et al., 2009;
Luksys & Sandi, 2011; Shors, 2006), sendo que em algumas situacdes o estresse pode
prejudicar o aprendizado, enquanto em outras aumenta a capacidade de aprender e
lembrar (Salehi et al.,, 2010). Embora a natureza exata dos efeitos do estresse na
aprendizagem ainda ndo esteja clara, nossos resultados apontam que ha de se
considerar o tipo de estresse, agudo ou crbonico, em que fase do processo de

aprendizagem o estresse ocorre, bem como a personalidade dos individuos.
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Conclusoes

De modo geral podemos perceber que a influéncia do estresse no processo
de aprendizagem depende de diversos fatores tais como: a duracdo desse estresse
(agudo ou crénico), sua intensidade, a fase no processo de aprendizado e aquisi¢do
da memdria em que o estresse € aplicado, se o estresse é intrinseco (se devido a
elementos relacionados a tarefa cognitiva) ou extrinseco (se devido a condi¢bes ndo
relacionadas a tarefa cognitiva, ou seja, temporalmente dissociado da tarefa) e o
sistema de aprendizado empregado (Sandi & Pinelo-Nava, 2007; Navarro-Francés &
Arenas, 2014), gerando assim influéncias positivas ou negativas nesse processo.

Além disso, como observamos no capitulo Il as diferentes personalidades
possuem um padrao de aprendizagem distinto e que varia¢des individuais podem
influenciar em processos cognitivos importantes dos individuos e que
provavelmente a diferenca entre os individuos shy e bold esteja ligada a tomada de
decisdo desses individuos e ndo na aprendizagem propriamente dita. Além disso, a
influéncia do estresse agudo em relagdo aos tracos de personalidade pode beneficiar
o processo de aprendizagem, tal como demonstramos aqui em individuos shy.

Portanto, nossos achados apontam que devemos levar em
consideracdo varios fatores que podem influenciar a acdo do estresse no processo
de aprendizagem, dentre estes, traco de personalidade, intensidade de estresse e
periodo em que o estresse é infringido no processo de aprendizagem. E que, ndo
necessariamente, o processo de aprendizagem seja diferente entre as
personalidades e sim que o estilo de enfrentamento a novas situacdes é diferente
entre individuos shy e bold.

Assim, embora existam muitos estudos em animais relacionando
aprendizado, memodria e o papel do estresse agindo sobre estes, os estudos em
peixes ainda sdo incipientes e aqui reforcamos que estes podem ser excelentes
modelos para o entendimento da aquisicdo do conhecimento e processos cognitivos

em geral.
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