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RESUMO

Foram administradas doses progressivas (12, 24, 36, 48 e 60 ugPb/L) e agudas (60
ugPb/L) de chumbo no Betta splendens (N = 23) e testados os comportamentos de
display agressivo e escototaxia em cinco testes consecutivos, com intervalos de 18
horas - para dosagem progressiva - e 24 horas - para dosagem aguda. Realizaram-
se sete experimentos: (1) validagéo do teste de preferéncia claro-escuro; (2) teste e
re-teste da preferéncia claro-escuro; (3) efeito de doses progressivas de chumbo
sobre teste de preferéncia claro-escuro; (4) efeito de doses agudas de chumbo
sobre teste de preferéncia claro-escuro; (5) teste e re-teste do display agressivo; (6)
efeito de doses progressivas de chumbo sobre o display agressivo; (7) efeito de
doses agudas de chumbo sobre o display agressivo, com exposi¢cédo ao espelho.

Os experimentos (1) e (2) indicaram que o Betta splendens apresenta
comportamento de escototaxia, sendo que n&do houve habituagdo ao re-teste da
preferéncia claro-escuro. Nos experimentos (3) e (4) indicaram que o chumbo em
doses progressivas e agudas nao alterou o comportamento de escototaxia, mas
provocou déficits de memaria de longo-prazo no teste de preferéncia claro-escuro. O
experimento (5) ndo apresentou habituacdo no re-teste do display agressivo. Os
experimentos (6) e (7) indicaram que o chumbo em doses progressivas e agudas
aumentou a frequéncia de comportamentos agressivos. Estes dados apontam para o
teste de preferéncia claro-escuro como um novo modelo de ansiedade para o Betta
splendens e que a exposi¢do progressiva e aguda ao chumbo produz déficits de
memoria de longo-prazo e aumenta a agressividade deste.

Palavras-chave: Chumbo; Betta splendens; Display Agressivo; Escototaxia.



ABSTRACT
Betta splendens (N = 23) were treated with progressive (12, 24, 36, 48 e 60 ugPb/L)
and acute (60 ugPb/L) lead poisoning. They were submitted to darkness preference
and aggressive display test into five consecutive trials separated by 18 h to
progressive poisoning and 24 h to acute poisoning between trials. Seven
experiments were conducted so: (1) validation of darkness preference test; (2)
exposition and re-exposition to darkness preference test; (3) effect of progressive
lead doses on the darkness preference test; (4) effect of acute lead dose on the
darkness preference test; (5) exposition and re-exposition to aggressive display test;
(6) effect of progressive lead doses on aggressive display test; (7) effect of acute
lead dose on aggressive display test. Experiments (1) and (2) data showed the
darkness preference of Betta splendens, since there was no habituation to re-
exposition to darkness preference test. Experiments (3) and (4) data showed deficits
on long-term memory produced by progressive and acute lead poisoning. Experiment
(5) data showed no habituation to re-exposition to aggressive display test.
Experiments (6) and (7) data showed the increase of aggressiveness display
produced by progressive and acute lead poisoning. Therefore, these seven
experiments data showed how darkness preference test can be a possible anxiety
model to Betta splendens and how progressive and acute lead exposition can

produce deficits in long-term memory and aggressiveness display increased.

Key Words: Lead; Betta splendens; Aggressive Display; Darkness Preference
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INTRODUCAO

1. Chumbo

O chumbo € um elemento quimico de simbolo Pb, nimero atémico 82 (82
protons e 82 elétrons), com massa atbmica igual a 207,2u. Na tabela periodica é
classificado como um metal representativo, pertencente a familia do carbono, grupo
14 e periodo 6 (IUPAC, 2009). E considerado um metal pesado, toxico, macio,
maleavel, inodoro, sensivel ao ar e um pobre condutor de eletricidade. Encontrado
na forma soélida, apresenta coloracdo branco-azulada, quando recentemente
cortado, ou acinzentada, quando exposto ao ar (PAOLIELLO E CHASIN, 2001).

O Pb é um dos elementos quimicos mais encontrados no meio ambiente,
inclusive no ar, nos mares e no solo (WHO, 2001). Este elemento é depositado
basicamente por atividades industriais humanas e 0s seus principais modos de
contaminacgao sao por inalacéo ou ingestao.

Sendo extraido, industrializado e utilizado em larga escala, o chumbo é
um dos contaminantes mais comuns do ambiente, podendo ser encontrado, como
resultado da ampla exposicdo exdégena, em todos os seres humanos (Moreira e
Moreira, 2004). De acordo com o International Lead Zinc Study Group — ILZSG
(PAOLIELLO, 2001) foram produzidos mundialmente aproximadamente 10 milhdes de

toneladas de chumbo sé no ano de 2000.

1.1 Chumbo e Saude Publica

Segundo o Comité de Riscos Ambientais e o Comité de Acidentes e
Prevencdo de Envenenamento (1987), as formas mais comuns de contaminacao
sdo através de comida, ar, agua, poeira, tinta para pintar casas, contaminacédo do

solo e das industrias. Sendo que a tinta utilizada para pintura de casas e sua
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remocao impropria é historicamente a principal fonte responséavel por médio ou alto
grau de contaminacdo (CHISOLM & HARRISON, 1956). Outras formas de
contaminacdo também podem ser gasolina, ceramicas, baterias, maquinas de pao,
cosmeéticos e medicamentos (FALK, 2003).

Apoés absorvido, o chumbo é distribuido pela corrente sangliinea para o
figado, pele, musculos, ossos, glandulas, pulmdes, rins e trato digestivo. Sua
eliminacdo se da através de fezes, urina, suor e lagrimas. Porém, de todo chumbo
absorvido pelo organismo, apenas 40% é eliminado. Os outros 60% ficam retidos no
organismo (PAOLIELLO E CHASIN, 2001).

Sadao (2002) descreve que HipOcrates nomeou 0s sintomas da exposi¢ao
ao chumbo de saturnismo. Sua primeira descricdo moderna foi realizada por
Tanqurel, em 1839, com base em 1200 casos. Os sintomas do saturnismo s&o:
desvios comportamentais, irritabilidade, dificuldade de compreensédo, baixo Q.l.,
retardamento mental, baixo rendimento escolar e disfuncao de percep¢édo sensorio-
motora.

Byers, em 1959, publicou uma revisdo de 45 casos de pessoas que
sofreram de saturnismo. O autor mostra que, jA neste periodo, ha estudos
indicativos de encefalopatia em humanos causada por um alto grau de exposicao ao
chumbo e, também, uma tentativa de tratamento utilizando-se edathamil. Byers,
conclui sua revisdo alertando para os perigos do tratamento com edathamil, pois
este facilita a absorcdo de chumbo pelo trato intestinal e o transporte do chumbo
para o cérebro. Outro alerta refere-se a exposicdo dos sujeitos, que mesmo depois
do tratamento medicamentoso, continuavam em contato com o chumbo em

ambientes de risco.
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O tratamento para a intoxicacdo por chumbo consiste na utilizacdo de
vitaminas, minerais e aminoacidos, além do uso de fibras, da penilcilamina, DMSA e
BAL, como agentes quelantes. De modo geral, o0 uso de nutrientes visa a sua
reposi¢do, bem como uma acéo desintoxicante e antioxidante altamente benéfica ao
organismo intoxicado. Entre as vitaminas destacam-se o complexo B, principalmente
a tiamina (B), niacina (B) e peridixina (B), o acido ascérbico e as vitaminas D e E. Os
principais minerais utilizados sao calcio, ferro, zinco e selénio. A tiamina, nas doses
de 200 mg/dia, demonstrou ser muito eficiente na redugcédo dos niveis de chumbo no
organismo (SADAO, 2002).

A preocupacdo com o tratamento e prevencao de contaminagcdo por
chumbo, devido ao numero de casos, incentiva muitas outras publicagbes e
pesquisas (MOREIRA E MOREIRA, 2004). Os efeitos do chumbo foram amplamente
estudados, sendo que estes efeitos se revelam tanto sobre o comportamento,
quanto sobre bases fisioldgicas. Os danos fisioldgicos se estendem praticamente a
todos os oOrgdos e sistemas do corpo, incluindo o sistema nervoso (MOREIRA E
MOREIRA, 2004).

Atualmente a CDC (Center of Diseases Control) considera como fator de
risco a concentracdo, em humanos, maior ou igual a 10 ug de Pb por decilitro de
sangue (CANFIELD et al., 2003; LANPHEAR et al., 2000; TELLEZ-ROJO et al.,
2006). Mas j& existem estudos que detectam riscos para a salude e déficts no
desempenho neurocognitivo em concentragcdes menores de 10 ugPb/dL. Surkan et
al. (2007) encontram esses resultados em concentra¢cdes maiores ou iguais a 5ug de
Pb por decilitro de sangue. Wigle e Lanphear (2005) indicam a inexisténcia de niveis
seguros de contaminacdo por chumbo em humanos, sendo estes determinados pelo

grau de tecnologias dos instrumentos de diagndsticos. Quanto mais sofisticado for o
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instrumento de diagndstico, menores sdo o0s niveis de concentracdo de chumbo no
sangue necessario para a identificacdo de alteracbes comportamentais e

fisioldgicas.

1.2 Chumbo e SNC

No SNC, o chumbo apresenta impactos sobre os complexos de célcio que
medeiam as Potenciacdes de Longo-Prazo® (LTP, Long-Term Potentiation) que s&o
fundamentais para a plasticidade neural (GILBERT E LASLEY, 2002). Estudos
acerca da atividade-dependente da plasticidade sdo focados no hipocampo. Sendo
assim, Vasquez e Ortis (2004) realizaram microinfusfes de acetato de chumbo no
hipocampo de ratos, seguido de teste espacial dependente do hipocampo. As
medidas utilizadas foram desempenho de aprendizagem e memoéria no teste
espacial e a inducdo de calcio dependente da atividade de PKC (Proteina quinase
C), necessaria para a transicdo de memaria de curto-prazo em LTP. Os resultados
indicaram um bloqueio na acédo do calcio dependente da atividade do PKC, assim
impedindo a inducéo de LTP.

Outros estudos indicam que o chumbo reduz a densidade de receptores
do tipo NMDA. O NMDA é um receptor glutamatérgico importante para o LTP
hipocampal (GILBERT E LASLEY, 2007; LASLEY, GREEN E GILBET, 2001). Estes
dados novamente indicam um efeito do chumbo sobre a plasticidade hipocampal e,
consequentemente, na formacao de memoéria de longo-prazo.

Munhoz et al. (1981) expuseram ratos a uma quantidade de 750 ppm de
acetato de chumbo e lesionaram o hipocampo de outros sujeitos. Quando testados

em um labirinto de oito bracos, observou-se que apenas 0s sujeitos expostos ao

! LTP é uma alteracdo na forca sinaptica, produzida por estimulacdo elétrica, que induz a manutencéo de

um mapa espacial coerente ao longo do tempo. Sendo que sua lesdo provoca déficits na memoria espacial de
longo prazo (KANDEL, SCHWARTS e JESSEL, 2003, p.1264-1267).
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chumbo apresentaram déficits de aprendizagem, mas ambos o0s grupos
apresentaram dificuldades em formacdo de memodria de longo prazo. Indicando
novamente uma relacdo entre os efeitos do chumbo e impedimento de LTP
hipocampal.

Danos no hipocampo também foram encontrados por Meng et al. (2003).
Os pesquisadores observaram, através de ressonancia magnética e analises
microscopicas em luz e em elétrons, lesdes hipocampais produzidas por intoxicacédo
de chumbo durante o desenvolvimento de ratos (17, 30 e 90 dias pds-natais). Os
resultados indicam que os sujeitos com 17 e 30 dias apresentaram danos mais
severos na regiao inferiores e que sujeitos de 90 dias nao apresentam diferengcas em
relacdo as regifes danificadas (regides esquerda, direita, superior e inferior). O
reticulo endoplasmético, complexo de Golgi, mitocondrias do CA1l hipocampal e
neurénios do giro dentado foram danificados. Estes dados demonstram que danos
nos neurdnios do hipocampo sédo dependentes da idade e que, portanto, estdo
relacionados ao o tempo de exposicéo.

Foram observados também efeitos do chumbo sobre a diminuicdo da
substancia branca em testes de ressonancia magnética em humanos. Blecker et al.
(2007) indicaram que déficits psicomotores estavam relacionados com essa
alteracdo em concentractes de 29ugPb/dL de sangue.

Com relacdo a alteracdo celular, a exposi¢cdo pds-natal de chumbo em
doses moderadas e altas (250 ppm e 500 ppm) em ratos provocou a perda de
neurénios dopaminérgicos (TAVAKOLI-NEZHAD, BARRON E PITTS, 2001). Em
uma revisdo, Marchetti (2003) indica a reducdo da atividade de neurbnios
dopaminérgicos relacionado a alteracdes na atividade da tirosina hidroxilase. Baixas

concentragfes também provocam déficits na inervagdo colinérgica hipocampal. A
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expressao dos receptores de acetilcolinesterase e da acetilcolina em tecido neural
de galinha in vitro também apresentou essa reducédo de neurénios.

No SNC, portanto, a contaminacao por chumbo pode provocar alteracdes
em receptores de NMDA, PCK, LTP hipocampal, no préprio hipocampo e na
substancia branca, bem como alteracbes celulares. Todas estas alteragcfes sao

observadas em concentragdes dose-dependentes.

1.3 Chumbo e Comportamento de Seres Humanos

Muitos estudos associam efeitos do chumbo a déficits de aprendizagem,
memoria, desenvolvimento motor (KOLLER et al.,, 2004; BELLINGER, 2004;
SCHAWARTZ, 1994; BYERS, 1959) e a agressividade (NEEDELEMAN et al., 2002;
DIETRICH et al., 2001; STRETESKY E LYNCH , 2001)

O Comité de Saude Ambiental (2005) indica a associa¢ao entre chumbo e
baixos scores em testes de QIl. Estes indices tornam-se testaveis apenas a partir
dos 5 anos de idade. A concentragao de 10ugPb/dL de sangue resultam em scores
de 2 a 3 pontos abaixo do esperado para a idade.

Contudo, existem controvérsias com relacdo aos indices de contaminacéo
por chumbo relacionado a déficits cognitivos e motores, bem como com relacdo a
idade na qual é possivel detectar esses indices e efeitos. Lanphear et al. (2005)
indicam que criancas de 5 a 10 anos com concentracdes de chumbo a partir de
7.5ugPb/dL de sangue ja apresentam déficits cognitivos no Full-Scale IQ Score.

Em outro estudo, Surkan et al. (2007) demonstraram que criancas de 6 a
10 anos com concentragcbes de chumbo entre 1-2ugPb/dL apresentaram 5.0 pontos
a mais, quando comparadas a criancas com concentracdes entre 5-10ugPb/dL, nos

scores do WISC-IIl. Também no teste de WIAT, medidor de QI verbal, as criancas
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com concentracdes entre 1-12ugPb/dL apresentaram melhor desempenho. Sendo
seus scores aproximadamente 7.4 pontos maior. Criangas com concentragdes entre
5-10ugPb/dL apresentaram um pior desempenho nos testes de atencao e memoria.

Min et al. (2007) obtiveram os resultados mais acurados em criancas
coreanas de 7 a 16 anos com concentracdo média de 2.89ugPb/dL de sangue.
Segundo os autores, criancas com concentragdes inferiores a 5ugPb/dL apresentam
déficits neurocomportamentais no SPES-K, versdo coreana do SPES, teste que
avalia atencdo, velocidade perceptual, memoria de curto-prazo e maxima taxa de
comportamento repetitivo.

Téllez-Rojo et al. (2006) apresentaram resultados que diferem das
determinacdes postuladas pelo Comité de Saude Ambiental (2005). Os autores
apresentam uma pesquisa que indica, no Baley Scales of Infant Development II,
déficits no desenvolvimento cognitivo e motor associados a concentracfes de
chumbo em criancas com 2 anos de idade e com concentracdes inferiores a 10
ugPb/dL de sangue.

Schannas et al. (2000) realizaram um estudo longitudinal com criancas de
3 a 5 anos avaliadas a cada 6 meses. As principais medidas sdo concentracédo de
chumbo no sangue e desempenho no GCI (General Cognitive Index of the McCarthy
Scale of Children’s Abilities - GCI). Os resultados indicam que a concentracao de
chumbo de sangue decaiu de acordo com a idade dos participantes (6-18 meses,
10.1ugPb/dL; 24-36 meses 9.7ugPb/dL; 42-54 meses 8.4ugPb/dL). Os resultados do
GCIl apresentaram resultados negativos nos periodos de 6-18 meses e 24-36
meses. Entre os 42-54 meses ndo houve associacdo entre o efeito do chumbo e os
resultados do GCI. Evidenciando uma associacao entre diminuicdo da concentracéo

de chumbo no sangue e melhora no desempenho deste teste.
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Chuang, Chao e Tsai (2005) realizam estudos observando a intoxicagéo
aguda de chumbo em trabalhadores de uma fabrica na China. O estudo avalia
concentracdo de chumbo no sangue e desempenho no teste neurocomportamental
Chinese Edition of Neurobehavioral Evaluation System. Os dados indicam que, em
quatro anos, a concentracdo de chumbo no sangue destes trabalhadores caiu de
26.3ugPb/dL  para 8.3ugPb/dL e houve melhora no desempenho
neurocomportamental no decorrer do periodo de avaliacdo. Indicando o efeito
dependente entre concentracdo de chumbo e desempenho no teste
neurocomportamental.

Trabalhos relacionados com exposicao crénica sdo mais comuns, ja que a
maior parte dos casos de contaminacdo por chumbo se da por exposi¢cdo crbnica
aos fatores ambientais (BLEECKER et al., 2005). Sendo que déficits no
desenvolvimento motor (BLEECKER, FORD E VAUGHAN, 2007; FRASER,
MUCKLE E DEPRES, 2006; CORDEIRO, FILHO E SALGADO, 1996) e déficits no
desenvolvimento postural (BHATTACHARYA et al., 2006) estdo dependentemente
associados a contaminacao de chumbo.

Alguns estudos também indicam a associacdo do chumbo com o aumento
de comportamentos delinquientes. Needeleman et al. (2002) compararam testes de
concentracdo de chumbo no osso em adolescentes de uma penitenciaria nos EUA e
adolescentes que ndo apresentaram problemas com a justica. Seus dados indicam
gue os adolescentes institucionalizados por comportamento violento apresentam
maiores concentracdes de chumbo no osso.

Dietrich et al. (2001) realizaram um estudo longitudinal verificando a
exposicao por chumbo pré- e pds-natal com relatos paternos e auto-relatos de

emissdo de comportamentos delinqientes. Os resultados indicaram que
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comportamentos delinqiientes estdo associados a altas concentracées de chumbo
no sangue. Stretesky e Lynch (2001) relacionaram, entre 48 estados dos EUA, a
concentracdo de chumbo no ar e no sangue com os indices de homicidio
apresentados. Os autores encontraram indicios de que estados que apresentam
uma maior concentracdo de chumbo no ar possuem um maior numero de
homicidios.

Desta maneira, observa-se que estudos em humanos indicam que se
pode detectar efeitos do chumbo sobre o comportamento a partir dos 2 anos e em
concentracoes inferiores a 5 ungPb/dL de sangue. Os principais resultados sao que o
chumbo esta associado a déficits cognitivos, de aprendizagem, de memodria, de
desenvolvimento motor e postural e, possivelmente, ao aumento de comportamentos
agressivos.

Para uma melhor identificacdo dos niveis seguros de chumbo no
organismo, bem como nos efeitos de baixas concentracdes de contaminacgéo,
estudos com humanos e modelos animais s&o comumente realizados. Estudos com
humanos baseiam-se em observacfes diretas através de testes cognitivos e
procedimentos fisiol6gicos ndo invasivos (Bellinger, 2004). Sendo caracteristicas
destes estudos a observacdo de medidas (ex. indice de chumbo no sangue e teste
de Q.l., ou indice de chumbo no ar e niumero de homicidios) e a formacao de
causalidade (correlacdo) entre estas medidas. Estas correlacbes sdo muito
importantes para a producdo de hipéteses, mas elas pouco descrevem o fendmeno
em termos funcionais. Por isso, a elaboracdo de modelos que descrevam as
relacbes funcionais entre fendbmenos sdo importantes para o entendimento dos

efeitos do chumbo sobre o comportamento.
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Delineamentos experimentais com uso de modelos animais buscam
conhecimentos a partir de controle experimental (ambiental e genético),
procedimentos invasivos e medidas comportamentais (Bellinger, 2004). Desta forma,
contribuindo para um melhor entendimento das relagcdes funcionais entre intoxicagao
de chumbo e seus efeitos comportamentais. O uso destes modelos ajuda, inclusive,

na confirmacao ou refutacdo de hipéteses formuladas em estudos com humanos.

1.4 Chumbo e Comportamento em Modelos Animais Nao Piscinos

Em modelos animais observam-se dados parecidos com aqueles
encontrados em humanos. Sheng, Hang e Ruan (2005) expuseram ratos machos ao
acetato de chumbo do primeiro dia perinatal até o ultimo dia de amamentacao.
Observou-se déficit de aprendizagem na tarefa de esquiva inibitéria. Microdialise in
vivo do nivel de aminoacidos extracelulares no giro dentado do hipocampo, durante
o pré e pos-treino (50 dias) de esquiva inibitéria, indicou que o0s sujeitos
contaminados por chumbo apresentaram, no pdés-treino, aumento de 222.6% de
glutamato e diminuicdo de 49.4% de GABA, quando comparado ao pré-treino.
Enquanto que o grupo controle (sem contaminagéo) apresentou no pés-treino um
aumento de 164.2% de glutamato e diminuicdo de 44.3% de GABA. Estes
resultados associam a contaminacdo por chumbo com a alteracdo de
neurotransmissores durante o processo de aprendizagem. Indicando que esta
alteracéo pode produzir déficits de aprendizagem.

Efeitos sobre a memdria também foram encontrados. Yang et al. (2003)
expuseram ratos machos a doses altas, médias e baixas de chumbo. Os resultados
indicaram que concentracbes altas, médias e baixas provocam um déficit de

aprendizagem e memoéria dose-dependente em um teste de aprendizagem espacial.
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Como dito anteriormente, a memdéria de longo-prazo no teste espacial é
dependente da inducdo de LTP no hipocampo. O chumbo altera as concentracdes
de calcio e a densidade do receptor glutamaérgico NMDA, assim impedindo a
formacdo de memodria de longo-prazo dependente do hipocampo (GILBERT E
LASLEY, 2002; VASQUEZ E ORTIS, 2004; GILBERT E LASLEY, 2007; LASLEY,
GREEN E GILBET, 2001; MUNHOZ et al., 1981; MENG et al.,2003).

Mantovani, Mateussi e Rodrigues (1999) também estudaram o efeito do
chumbo sobre o receptor de NMDA em um teste de nado for¢ado. Observou-se que
o chumbo esta associado ao efeito inibitério do receptor de NMDA nos sujeitos,
desta forma alterando o desempenho destes na tarefa de nado for¢cado e indicando
um efeito antidepressivo do chumbo.

Poucos sédo os estudos em modelos animais que observam o efeito do
chumbo sobre o desenvolvimento motor, mas existem pesquisas que avaliam o
desempenho locomotor. A contaminacdo por chumbo esta associada ao aumento da
atividade locomotora (MARCO, HALPERN E BARROS, 2005; VIRGOLINI et al.,
2004; ADHAMI et. Al., 2000).

Moreira, Vassilieff e Vassilieff (2001), expuseram ratos machos ao acetato
de chumbo durante o periodo perinatal até o final da amamentacdo. Os sujeitos
foram testados aos 23 e 70 dias. Os testes realizados foram de atividade
locomotora, comportamento exploratorio, ansiedade (teste de labirinto em cruz),
aprendizagem, memoria e concentracdo de chumbo no sangue e nas regides
hipocampais e estriadas. Os resultados indicam que, nos sujeitos com 23 dias e
concentracdo de 21+3 ug/dL de sangue, o chumbo estd associado a hiperatividade,

diminuicdo do comportamento exploratério e déficits de aprendizagem e memoria.
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Nos sujeitos com 70 dias e com concentragdo no sangue indetectavel, o chumbo
esta associado ao aumento da ansiedade.

Com relacdo ao desempenho de sujeitos contaminados no teste de campo
aberto, Salinas e Huff (2002a) expuseram ratos machos contaminados, via oral, por
chumbo (250 ppm) dissolvido em agua aproximadamente 103 dias antes do inicio
dos experimentos. Foram realizados testes de espaciais em campo aberto e testes
de campo aberto com dicas. Os resultados demonstram que o chumbo esta
associado ao aumento da atividade locomotora e a diminuicdo do tempo despendido
na periferia do labirinto em ambos os testes, indicando efeito ansiolitico. Estes
mesmo autores (SALINAS E HUFF, 2002b) também realizaram um estudo sobre o
efeito do chumbo sobre o medo condicionado. Ratos machos Fischer sofreram
contaminacgao oral por chumbo (250 ppm) dissolvido em agua 90 dias antes do inicio
dos experimentos e foram testados em tarefas de medo condicionado e contraste
consumatorio. Os resultados indicam que a contaminacdo por chumbo néo teve
efeito no teste de contraste consumatério, mas impede a extincgdo do medo
condicionado.

Estudos com fémeas de macacos Rhesus (LASKY E LAUGHLIN, 2001)
indicaram que 0s sujeitos contaminados por chumbo apresentaram um maior medo,
maior agitacdo e maior rapidez em tarefa de escapar de uma jaula. Estes animais
foram contaminados com acetato de chumbo, por via oral, a partir do oitavo dia de
vida (as concentragées de chumbo no sangue mantiveram-se em 35 e 40ug/dL
durante todo o periodo do experimento).

Efeitos do chumbo sobre o aumento do comportamento agressivo também
foram encontrados. Delville (1999) expbs Hamsters machos ao chumbo do oitavo dia

perinatal até o quadragésimo segundo dia pds-natal. Os sujeitos foram testados em
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lutas diretas com coespecificos nos dias 19, 20 e 42 de vida. Os comportamentos
agressivos foram medidos e os resultados indicam que 0s sujeitos expostos ao
chumbo durante seu desenvolvimento apresentaram uma maior taxa de
comportamentos agressivos. Cervantes et al. (2005) também expuseram Hamsters
machos ao acetato de chumbo do ultimo més perinatal até o dia 56 de vida (final dos
experimentos). O acetato de chumbo (0, 25, 100 ou 400 ppm) foi diluido em &gua e
administraram-se doses de 0, 25, 100 e 400 ppm nos hamsters filhotes e na mae.
Foram testados o comportamento agonistico pré-desmame (dias 19, 20 e 21),
atividade locomotora e comportamento agonistico pés-desmame (dias 35, 45 e 56).
Os resultados indicam que nao houve diferencas significativas no teste de atividade
locomotora. Em ambos testes de comportamento ofensivo, 0s sujeitos expostos a 25
ppm obtiveram uma maior rapidez e um aumento significativo na taxa de
comportamentos agressivos, enquanto que 0s sujeitos expostos a 100 e 400 ppm
nao apresentaram diferencas com relacdo ao controle. Estes dados indicam que
baixos niveis de contaminacdo por chumbo estd associado a aceleracao
maturacional e ao aumento da agressividade.

Desta maneira, pode-se observar que em estudos do efeito da
contaminagao por chumbo sobre o comportamento de animais néo-piscinos estéao
associados, em sua maioria, a0 aumento da atividade locomotora, do medo
condicionado e de comportamentos agressivos; as alteracbes no comportamento

exploratério; e a déficits de aprendizagem e memodria.
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1.5 Chumbo e Comportamento em Modelos Animais Piscinos

Sa0 poucos os estudos realizados com o efeito de chumbo sobre
comportamento de peixes. Atchison, Henry e Sandheinrich (1987) fazem uma
revisdo dos estudos realizados com metais em comportamento de peixes. Os
autores apresentaram nesta revisdo apenas quatro referéncias acerca do estudo do
chumbo sobre o comportamento. Segundo estes autores, ha controvérsias sobre o
aumento de atividade locomotora em peixes. O chumbo estd associado a déficits na
mem©éria de longo-prazo em trutas Salmo gairdneri. E o limiar de contaminacédo do
Carassius arautus é de uma concentracdo de 70ugPb/L de dgua em um periodo de
exposicao de 48h.

Martinez et al (2004) realizaram estudos sobre o efeito morfolégicos e
fisiolégicos de doses agudas de chumbo (24 e 71 mgPb/L) no peixe neotropical
Prochilodus lineatus. Os animais foram avaliados durante 6, 12, 24, 48, 72 e 96
horas. Exames branquiais demonstraram que apos 96h de exposicdo em ambas as
concentracbes, 0S sujeitos apresentaram maior incidéncia de lesdes
histopatolégicas, elevacdo epitelial, hiperplasia e aneurisma. Peixes expostos a
71mgPb/L apresentaram decréscimo de sédio plasmatico apds 48h de exposicao.
Teste de hiperglicemia detectou que 0s sujeitos expostos a ambas concentracdes
apresentaram respostas classicas dose-dependentes ao estresse associado a
hipoglicemia e ao decréscimo de proteinas plasméticas. Respostas apresentadas
por sujeitos expostos a 24mgPb/L representam um processo adaptativo, enquanto
gue sujeitos expostos a 71mgPb/L apresentam respostas de exaustao.

A exposicdo de larvas de carpa (Cyprinus carpio) ao chumbo pode
provocar em concentracoes dose-dependente: (a) deformacdo do cordao espinal,

diminuicdo na captacdo de calcio, aumento de mortalidade e reducdo do sucesso de
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saida da ova (STOUTHART, SPANINGS E WENDELAAR BONGA, 1994): (b)
inibico na captagdo de sbédio e calcio também foram encontrados em trutas
(ROGER, RICHARDS E WOOQOD, 2003); (c) efeitos na modulagéo sobre o aumento
de MAPKs (Proteina Quinase de atividade Mitogénica — proteina responsavel por
expressdo génica, embriogénese, proliferacdo de células, diferenciacdo de células,
morte de células e plasticidade sinaptica em trutas) (LEAL et al. 2006); e (d) efeitos
sobre aumento na regulacdo de serotonina e noradrenalina em Pimephales
promelas (WEBER et al. 1991).

Estudos comportamentais com trutas (Oncorhynchus mykiss) indicam que
sujeitos expostos ao chumbo tendem a manter a sua hierarquia. Indicando assim um
aumento da capacidade de ganhar em confrontos agonisticos (SLOMAN, 2007) e,
consequentemente, aumento da agressividade.

Grande parte dos poucos estudos relacionados ao efeito do chumbo em
piscinos como modelo animal sdo desenvolvidos com base no mapeamento dos
efeitos fisioldgicos. Poucos sdo os estudos que buscam a associagdo do chumbo

com bases comportamentais.

2. Modelos Animais Piscinos

Peixes s&o modelos emergentes em Neurociéncias. Os peixes
apresentam padrdes neurais, bioquimicos e comportamentais funcionalmente
anélogos aos mamiferos, incluindo humanos. Além disto, h& véarias vantagens no
seu uso: sdo animais de pequeno porte, podem ser mantidos em grandes grupos,
sua manutencdo é simples e um peixe consome, em geral, menos que um mamifero

(GOUVEIA JR., MAXIMINO E BRITO, 2006).
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Os peixes representam as mais velhas e diversas classes de vertebrados,
chegando a ser praticamente 48% das espécies conhecidas do subfilo vertebrata.
Atualmente h4 muitos campos de estudos utilizando o peixe como modelo animal:
pesquisas respiratorias e cardiovasculares, cultura de células, disruptores
endocrinos, gerontologia em peixes, biomedicina, neurofarmacologia, biologia
molecular (BOLIS et al. 2001) e analise do comportamento.

O telencéfalo do peixe é desenvolvido através da por¢éo rostral do tubo
neural embrionario, o qual forma-se com dois hemisférios. Além de telencéfalo, o
SNC também possui mesencéfalo e diencéfalo tegmentar, cerebelo e corpo e
valvula cerebelar. Pesquisas envolvendo bases olfatérias, visuais e paladar sao
realizadas devido ao alto grau de especializacao destas fungcdes no sistema nervoso
(KOTRSCHAL, VAN STAADEN E HUBER, 1998).

Estudos indicam que existem estruturas telencefalicas homologas entre
mamiferos e peixes teledsteos. Existem indicios de que o pallium medial e o pallium
lateral, estruturas telencefalicas dos teledsteos, podem ser homologas as amigdalas
e ao hipocampo dos mamiferos, respectivamente (VARGAS et al., 2006; GOMEZ et
al., 2006; PORTAVELLA E VARGAS, 2005; PORTAVELLA, TORRES E SALAS,
2004; PORTAVELLA et al., 2003; PORTAVELLA et al., 2002).

A facilidade de armazenamento e custeio do peixe, assim como a
especializacdo de seu sistema nervoso e os indicios de estrutura neurais homologas
entre peixes e mamiferos, torna os animais piscinos excelentes modelos para

praticamente qualquer pesquisa.



27

2.1 Emocao e Cognicao em Peixes

Galhardo e Oliveira (2005), em sua revisdo de estudos sobre bem estar
em peixes, apontam que existem pesquisas com diversas espécies de peixes. Estas
pesquisas revelam comportamentos indicadores de atencédo seletiva a estimulos,
capacidade de respostas antecipatérias, capacidade de possuir expectativas e
capacidade de direcionamento flexivel e integrado das respostas comportamentais.

Sao exemplos destas caracteristicas cognitivas: o uso de informacgfes em
interacbes sociais adquiridas a partir de observacbes entre coespecificos;
reconhecimento individual com subseqiente alteracdo do comportamento
(estratégias de luta e mudanca de cor); memaria espacial complexa, flexivel e com
recursos de diversas estratégias adaptativas (incluindo formacdo de mapas
cognitivos); e associacao de estimulos distintos e ndo emparelhados, evidenciando

comportamento antecipatério e predicdo das conseqiiéncias dos seus atos.

2.2 Escototaxia

A escototaxia € um comportamento natural de preferéncia por escuridao
encontrada em algumas espécies de peixes. Assim como o labirinto em cruz elevado
para ratos, o teste de preferéncia claro-escuro pode ser um método experimental
para investigar ansiedade e ansiedade induzida por drogas em peixes, tendo em
vista o fator ansiogénico do lado claro do aparato (GOUVEIA JR. et al., 2005).

Em situacdes em que um animal € predado, ou se vé defronte de um
perigo intenso, uma sequéncia previsivel de reacdes ocorre com mecanismos de
deflagracao, topografia e fisiologia correlata extremamente similares em todos os

mamiferos (BLANCHARD et al. , 1993).
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A reacdo de defesa € uma sequéncia de 3 niveis: ansiedade, medo e
panico, todos dependentes da proximidade do estimulo aversivo (GRAEFF, 1994;
BLANCHARD & BLANCHARD, 1988). Estes niveis estdo relacionados com 4
estratégias comportamentais: imobilizagéo, fuga, agressdo defensiva ou submisséo
(ZANGROSSI JR., 1996; BLANCHARD E BLANCHARD, 1988).

Essas estratégias comportamentais sdo altamente dependentes da histéria
de vida do organismo. Tal tipo de comportamento implica em uma base relacionada
com a agao da serotonina (5-HT), um sistema dual de ativacdo de todos os
comportamentos em fungéo da proximidade do estimulo (McNaught e Corr, 2004)

Tal relagdo ndo ocorre somente no sistema nervoso central, mas implica
em alteracdes hormonais ndo especificas, chamadas comumente de estresse, com
énfase nas alteragc6es do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal e simpético-adreno-
medular em vertebrados, relativas a necessidade de manutencdo de homeostase do
organismo e acompanhada de alteracbes comportamentais (imobilizacdo, fuga,
agressao defensiva ou submissao) e fisioloégicas (GOUVEIA JR., MAXIMINO E
BRITO, 2006).

Experimentos realizados (MAXIMINO et al., 2007; GOUVEIA et al., 2006;
SERRA, MEDALHA E MATTIOLI, 1999), indicam uma preferéncia natural (néo
aprendida pelo sujeito) dos peixes Dourado (Carassius arautus), Paulistinha (Danio
rerio), Lambari (Axtyanax autiparanae), Néon (Paracheirodon axelrodi), Tuvira
(Gymnotus carapo) e Lebiste (Poecila reticulata) por escuriddo. A Tilapia
(Oreochromis niloticus) ndo apresentou comportamento de escototaxia.

Brito et al. (2007) estudaram o efeito da re-exposicdo ao teste de
preferéncia claro-escuro nas espécies de teledsteos Danio rerio e Carassius arautus.

Seus resultados indicam a re-exposi¢ao néo altera o comportamento de escototaxia
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do Carassius arautus. Mas que o Danio rerio apresentou mudancas significativas
frente a repeticdo do teste de preferéncia claro-escuro.

Embora o nimero de espécies estudadas pareca alto, em comparacao
com a quantidade de espécies de peixes existentes, poucos sdo os dados
encontrados que validam o teste de preferéncia claro-escuro como um método
global de ansiedade em modelos animais piscinos. Faltando para este, ainda, uma
validagédo farmacologica que indique sua capacidade de ser modulado por farmacos

moduladores de ansiedade.

3. Betta splendens e Display Agressivo

O peixe de briga do Sido (Betta Splendens) é uma espécie que tem sido
bastante utilizada em estudos de agressédo (GOUVEIA, MAXIMINO E BRITO, 2006).
Devido a facil observacdo de seus comportamentos agressivos (display agressivo),
os estudos relacionados a esta espécie sao, em sua grande maioria, referentes a
estes comportamentos.

O display agressivo caracteriza-se pela movimentacdo em direcdo ao
outro peixe estimulo, um aumento na coloracao do corpo, e abertura do opérculo e
abertura das nadadeiras dorsal e caudal (BRONSTEIN, 1994; EVANS, 1985).

Em 1932, Lissman apresenta um dos primeiros estudos acerca da
influéncia do ambiente sobre a emisséo do display agressivo, na época denominado
como comportamento de fuga (flight behavior). Lissman indica que a resposta
agressiva do Betta possui trés fases: (1) aproximacdo acompanhada pelo aumento
da coloracé&o do corpo e abertura das nadadeiras; (2) um contato bem aproximado
no qual o animal nada em paralelo ao objeto aversivo; e (3) o ataque. Neste estudo

0 autor sugere que a visdo possui um importante controle sobre este comportamento
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agressivo, indicando a emissao do display tanto na presenca de um espelho, quanto
na presenca de outros machos. Na presenca de fémeas, 0os experimentadores
sugerem a ndo ocorréncia da terceira fase, indicando assim que a exibicdo do
display pode também possuir uma alta funcionalidade sexual.

A funcionalidade sexual do display € observada por Doutrelant e
McGregor (2000) em estudo no qual verificou-se que fémeas, ao assistir as lutas,
visitavam primeiro e permanecem mais tempo com os machos vencedores.

Muitos sdo os estudos acerca das condicdes de emissdo do display
(espelho, luta direta com coespecificos e luta com barreira transparente com
coespecificos), hierarquia, habituacdo e condi¢des determinantes para alteracdo da
emissao do display agressivo. Existem trés principais métodos de estudos acerca
dos comportamentos agonisticos do Betta splendens, sendo estes o confronto direto
com outro coespecifico, o encontro indireto separado por barreiras transparentes e a
apresentacao de espelho.

Estudos demonstram que tamanho do corpo e tempo de residéncia no
aparato (aprendizagem de pistas ambientais) determinam macho dominante e
submisso (BRONSTEIN, 1984; BRONSTEIN 1985a). Sujeitos dominantes
apresentaram uma maior taxa de displays agressivos, um maior numero de ataques
e que constréi o maior ninho. Enquanto que sujeitos subordinados apresentaram
uma maior taxa de esquivas. Portanto, animais com maiores taxas de display
agressivo tornam-se tem uma maior probabilidade de tornarem-se dominantes.
Existe uma estabilidade na taxa de display por até um més, mas as exposicdes a
situacdes de luta podem alterar esta estabilidade: sujeitos com alta taxa de display
apos um longo periodo de exposi¢cdo diminuem a taxa de respostas agressivas e

sujeitos com baixa taxa de display aumentam sua resposta agressiva (BRONSTEIN,
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1994). Lembrando que sujeitos expostos ao espelho ndo alteram a taxa de
comportamentos e nem indicam relagdo de dominancia (BRONSTEIN, 1985b;
WALLEN E WOJCIECHOWSKI-METZLAR, 1985)

A taxa de display pode ser alterada dependentemente a resposta de
coespecificos e ao estimulo apresentado. Hogan e Bols (1980) observaram que
sujeitos que apresentam um maior nimero de display, em um teste de escolha entre
um coespecifico, espelho e alimentos, sdo mais facilmente motivados quando em
frente a outro coespecifico.

Bronstein (1981) observou em lutas diretas entre coespecificos que o
display agressivo é diretamente proporcional a persisténcia de ataque do oponente e
€ inversamente proporcional a distancia entre os sujeitos. Em outro experimento,
Bronstein (1983) observou que em lutas diretas entre coespecificos 0s sujeitos
emitem display a uma distancia maior do que quando expostos ao estimulo espelho.

Referente a habituacdo dos comportamentos de display, Meliska e Meliska
(1976) observaram que a taxa de emisséo de display permaneceu a mesma tanto
para sujeitos pré-expostos ao espelho, quanto pré-expostos a coespecificos. Clayton
e Hinde (1968) identificaram habituacdo apos 24h de exposi¢do ao espelho. Sendo
gue a quantidade de display emitido volta a ser alto entre o primeiro e segundo dias
apos a retirada do espelho, mas ainda sdo menores que a linha de base. Klein,
Figler e Peeke (1975) em estudos acerca de lutas com barreira visual sugeriram que
mesmo apds 6h de contato visual ndo houve habituacdo do comportamento de
display. Peeke e Peeke (1970) indicaram que houve habituacdo de mordidas apos
90 min; e habituacdo do display apés 105 min em sujeitos expostos a luta por

contato visual durante 15 min durante 20 dias consecutivos. Houve também
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habituacdo das mordidas apds 270 min e habituacdo do display apés 120 min em
sujeitos expostos a luta por contato visual durante 60 min por 5 dias consecutivos.

Shapiro e Schuckman (1971) estudaram a habituacdo do display
agressivo em seis bettas. Estes foram expostos a 6 exposi¢cdes, de 2 min, durante
10 dias consecutivos, sendo que duas exposi¢cdes foram realizados com espelho,
duas com exposicao visual a um estimulo vivo e duas a uma figura. Os resultados
indicam que embora houvesse diferencas comportamentais entre os estimulos, ndo
houve diminuicdo na taxa de emissao de display no decorrer das exposicoes.

Condicdes da agua também ndo alteram a taxa de emissdo do display.
Simon (1971) estudou o efeito de quimioreceptores na eliciacdo do display. Quatro
sujeitos permaneceram durante 21 dias consecutivos em aquarios individuais. Apos
esse periodo foram trocados entre si de aquarios por 15 min e recolocados em seus
aguarios originais e observados novamente por mais 15 min. Os resultados indicam
gue quimioreceptores nao eliciam o comportamento de display. Dore, Lefebvre e
Ducharme (1978) expuseram 0s animais a trés tipos de agua: (1) em que um outro
betta havia previamente emitido o display agressivo , (2) em que houve uma luta
entre dois animais e (3) em agua limpa. Nao houve diferencas entre a laténcia e
frequéncia do display agressivo em nenhuma das trés aguas.

Alteracfes das taxas de emissdo do display agressivo podem ocorrer de
acordo com o ambiente e suas consequéncias. Abraham, Hobb & Hare (2005)
estudaram a funcionalidade do comportamento de abertura de opérculo durante o
display. Os autores realizaram testes de display com espelho em solugdo com
concentracbes normais de oxigénio e concentracbes baixas de oxigénio. Os
resultados indicaram que ha uma diminuicdo da taxa do comportamento de abertura

de opérculo em solugdo com baixa concentracdo de oxigénio, sugerindo assim que
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este comportamento compromete a irrigacdo de oxigénio nas branquias. Melvin et al.
(1986) parearam choque a emissao do display agressivo em trés niveis: intensidade
(voltagem), duracdo e frequéncia (combinando dois niveis de intensidade) e
observaram que menores intensidades, duracdo e frequéncias moderadas de
choque aumentam a duracdo do display agressivo, enquanto que maiores
intensidades, duragéo e frequéncias o suprimem.

Outros estudos indicam a acdo da audiéncia sobre a taxa de emisséo de
display. Machos pré-expostos a audiéncia aumentam a taxa de agressividade
independente da presenca desta durante a luta (MATOS, PEAKE E MCGREGOR,
2003) e que o tipo de audiéncia (macho ou fémea) altera a taxa de emissdo do
display (Matos e McGregor, 2002; Doutrelant, McGregor e Oliveira, 2001).

Experimentos com audiéncia indicam que o display pode ser aprimorado a
partir de observacdes de lutas de outros coespecificos. Oliveira, McGregor e Latruffe
(1998) expuseram um sujeito ao centro de um aparato, no qual era possivel
observar uma luta com barreiras entre coespecificos. O sujeito espido, ao ser
exposto aos sujeitos da luta que observava, passa a comportar-se diferentemente de
acordo com o desempenho de cada sujeito na luta. O espido, portanto, passa a
emitir um maior nimero de displays para o sujeito que emitiu um maior namero de
displays na luta observada e um menor nimero de displays para o sujeito que emitiu
menor namero de displays na luta observada.

Mcgregor, Peake e Lampe (2001) também observaram 0sS mesmos
resultados, o espido responde com menores laténcias, maior tempo de proximidade
e apresenta um maior nimero de batidas de cauda e mordidas para com 0s sujeitos
que aparentaram vitoria nas lutas posteriormente observadas. Clotflter e Paolino

(2003) indicam que o espido torna-se dominante na maioria dos encontros.
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Karino e Someya (2007) observaram a linhagem genética na taxa de
emissao de display e o efeito de experiéncia de lutas anteriores na alteracdo desta
taxa. Os sujeitos foram separados em linhagens: (1) macho vermelho e fémea
amarela; (2) macho verde e fémea azul; e (3) macho azul e fémea roxa. Neste caso
as linhagens genéticas (1), (2) e (3) apresentam fenétipos diferentes para machos e
fémeas. Foram realizados os seguintes testes: linha de base com espelho em cada
um dos sujeitos; interacbes diretas entre as linhagens (machos com machos e
fémeas com fémeas); e re-teste com espelho apds as interagbes. Os resultados
indicam que cada linhagem apresentou a mesma taxa de agressividade entre seus
sujeitos, sendo que machos foram mais agressivos que fémeas. A primeira linhagem
foi a menos agressiva. Nas interacdes entre linhagens, tanto machos quanto fémeas
da linhagem 1 apresentaram um maior nimero de derrotas. No re-teste com
espelho, individuos que foram derrotados apresentaram uma menor taxa de abertura
de opérculo, enquanto que os ganhadores apresentaram uma maior taxa, indicando
assim influéncia de experiéncia de lutas anteriores na emissao do display.

Poucos sdo os estudos do efeito de drogas na emissdo do display.
Baenninger (1968) demonstrou que adrenalina e noradrenalina suprimem as taxas
de display agressivo. Brown et al. (1984) demonstraram que sujeitos intoxicados
intraperitonialmente por MIF-1, agente que aumenta a atividade e o comportamento
defensivo em ratos e peixe dourado, apresentaram uma diminuicdo em sua atividade
locomotora e aumento significativo na resposta agressiva.

Braud e Weibel (1969) associaram a taxa de comportamento agressivo
sob efeito de morfina ou fenergan a um estimulo neutro (luz vermelha ou verde). O
experimento realizou-se em trés etapas: (1) pré-teste, exposicdo do sujeito ao

espelho com luz verde ou vermelha; (2) treino, intoxicacdo hidrica e exposicdo ao
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espelho com luz verde ou vermelha; e (3) pds-teste, exposicao ao espelho com luz
verde ou vermelha. Tanto no pré-teste como no pdés-teste ndo h& intoxicacdo. Os
resultados indicaram que no treino 0s animais intoxicados com morfina aumentaram
a taxa de comportamentos agressivos, enquanto que 0s sujeitos intoxicados por
fenergan diminuiram a taxa. No pos-teste observou-se que mesmo sem a
intoxicacdo, manteve-se a mesma taxa de agressividade encontrada no treino,
indicando pareamento entre a luz e o efeito das drogas sobre a emissao do display
agressivo.

Gouveia Jr. et al. (2007) publicaram o unico trabalho que observa o efeito
de metais pesados sobre a alteracdo da taxa de emissdo do display agressivo.
Foram ministradas doses de metilmercurio em doses agudas (16 ug/kg) e repetidas
(cinco doses de 16 ug/kg/dia) por via tréfica (1g de artémias/ 10g de Betta). Os
animais eram colocados em luta por contato visual com barreira. Foram medidos 12
comportamentos do display em um etograma, sendo que estes comportamentos
foram divididos em: componentes correlatos do display (boiar, descansar no fundo,
emergir para engolir ar, mexer 0 corpo, arquear 0 corpo, carga e afastar),
componentes de mobilidade do display (nhadar lentamente com as nadadeiras
peitorais, padrdo de nado ondulatorio, abertura de opérculos) e componentes
préprios do display (display vertical e display horizontal). Observou-se que o
metilmercurio possui um efeito dose-dependente de intoxicacdo cronica e aguda
sobre estas respostas, sendo este efeito mais severo na diminuicdo dos
componentes de mobilidade do display.

Como se pode observar, a alteracao do display pode se dar em funcéo de
pareamento, audiéncia, observacéo de lutas, acasalamento e por contaminag&o ou

intoxicacao de substancias.



36

OBJETIVOS

1. Padronizar o uso do Teste e Re-Teste da Preferéncia Claro-Escuro e

do Teste e Re-teste do Display Agressivo para o Betta splendens

2. Descrever o efeito da intoxicagdo progressiva e aguda de chumbo

sobre o Teste de Preferéncia Claro-Escuro do Betta splendens

3. Descrever o efeito da intoxicacdo progressiva e aguda de chumbo

sobre o Teste de Display Agressivo do Betta splendens
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METODO

Sujeitos

Foram utilizados 23 peixes de briga do Sido (Betta splendens), todos
machos, ingénuos, com peso médio de 1,42+0.2 g mantidos em aqudrios individuais
(14 x 6 x 11lcm, 500ml de agua), isolados visualmente uns dos outros, com luz
natural , nivel de Ph médio de 7.1+0.2 e temperatura média de 28+2°C.

Os animais foram comprados em pet shop local (Vitoria Regia, Belém) e
adaptados por 15 dias antes do inicio dos experimentos em laborat6rio, com
alimentacdo de racdo Mini Betta, (Alcon, Brasil). Todos os experimentos foram

realizados no Laboratério de Neurociéncias e Comportamento, do ICB, da UFPA?Z.

Equipamento Geral

Para o Teste de Preferéncia Claro-Escuro, foram utilizados, de maneira
geral, trés aquarios de acrilico de igual tamanho (15 x 10 x 45 cm). Todos eles
tinham diferentes colora¢des, dependendo do teste ao qual foram submetidos: duas
metades branco (BB), duas metades preto (PP) e metade branco e metade preto
(BP). Uma coluna de agua de 7 cm foi mantida durante todos os testes. Os aquarios
possuiam um compartimento central (15 x 10 x 10 cm) com duas comportas, ambas
removiveis, que delimitavam a area central do aparato e possuiam a mesma

coloracao do lado do aquario que estavam delimitando.

2 Belém do Paré localiza-se aproximadamente a 15” ao sul da Linha do Equador, apresentando ciclo de

luz de 12/12h e temperatura de aproximadamente 28+4°C.
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Figura 1. Caixas utilizadas como aparato nos Experimentos (1), (2), (3) e (4). Da esquerda para a

direita: Caixa Branco/Preto (BP), Caixa Preto/Preto (PP) e Caixa Branco/Branco (BB).

Para registro do Teste de Display Agressivo, foram utilizados aquarios
proprios para Betta (14 x 6 x 11 cm), um espelho (15 x 7 cm) e uma barreira de

papel opaco com as mesmas medidas do espelho.

Intoxicacao

A Intoxicacao foi realizada por via hidrica (a solu¢cdo de chumbo era
misturada a agua do aquario em que O sujeito estava armazenado), foi utilizado
Citrato de Chumbo (CH3(00),Pb3H,0) em doses corrigidas pelo peso atdmico (grau
de correcédo de 1,796). 0,215 citrato de chumbo era dissolvido em 120 ml de agua
bidestilada. Um mililitro desta solucdo colocada em 500 ml de agua caracterizava-se
em uma dose igual a 12ug de chumbo por litro de agua do aquario (12ugPb/L). Cada
grupo foi submetido a um de dois procedimentos: (1) Grupo Intoxicacdo Progressiva,
composta de cinco intoxicagdes repetidas de 12ug/l em intervalos de 24h; (2) Grupo
Intoxicacdo aguda, composta de uma Unica intoxicacdo de 60 pg/l com tempo de

exposicao de 24h.



39

Procedimento Geral

Os animais eram colocados no aparato no qual seriam submetidos aos
testes: (1) Teste de Preferéncia Claro-Escuro e (2) Teste de Display Agressivo

No Teste de Preferéncia Claro-Escuro, cada animal era colocado
individualmente no aparto, na area central, e, apés 300 segundos, iniciavam-se 0s
testes com a retirada das comportas do compartimento. O teste termina 900
segundos apds seu inicio. Entre uma sessdo e outra, 0S aguarios eram
preferencialmente girados em 180°, evitando a influéncia de sinais externos ou
lateralidade do animal.

As medidas observadas foram: (1) Primeira Laténcia: periodo de tempo
referente ao cruzamento do compartimento de primeira escolha para o outro
compartimento do aquario; (2) Numero de Alternancias: namero de vezes que 0
sujeito cruzava de um compartimento para o outro; (3) Tempo Total nos
Compartimentos: tempo total de permanéncia em cada um dos compartimentos.
Considerou-se o cruzamento de um compartimento para o outro quando a nadadeira
anal ultrapassava o centro do aquario.

No Teste de Display Agressivo, cada animal era colocado individualmente
em um aquario proprio para Betta e, apés 300 segundos, iniciavam-se 0s testes com
a retirada da barreira opaca e apresentacao do espelho. O teste terminava apds 300
segundos de exposicdo. Foi medida a frequéncia de emissdo dos seguintes

comportamentos:
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Tabela 1. Comportamentos do display analisados por sesséo.

Comportamentos do Display

Abrev. | Comportamento Explicacéo
Componentes | DH Display Horizontal Movimento em eixo horizontal com
Préprios abertura de nadadeiras dorsais, caudais e
do opérculo
Display DV Display Vertical Movimento em eixo vertical com abertura
(CPD) de nadadeiras dorsais, caudais e opérculo
Ab Abertura de Abertura de opérculo, sem DH ou DV
Componentes Opérculo
de NL Nado Lento Movimento lento, vertical ou horizontal,
Mobilidade sem DH ou DV, usando as nadadeiras
do peitorais.
Display NO Nado Ondulado Movimento rapido, vertical ou horizontal,
(CMD) sem DH ou DV, usando as nadadeiras
caudais
B Boiar Sem movimento e sem nenhuma
nadadeira aberta
D Descansar Sem movimento, apoiado no fundo do
Componentes
aguario e sem nenhuma nadadeira aberta
Correlatos
E Emergir Emergir a superficie e engolir ar
do
Af Afastar Movimento de periférico, caracterizado
Display
pelo afastamento. Seguido de movimento
(CCD)
rapido em direcdo ao espelho (geralmente
carga)
C Carga Movimento rapido em diregcdo ao espelho
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em situacdo de DH ou DV

MC Mostrar o Corpo Movimento ondulatério frente ao espelho

em situacdo de DH

Ar Arquear Posicdo diagonal (aprox. 45°) frente ao
espelho, com ou sem movimento, sem

situacéo de DH ou DV

Os testes foram filmados por uma camera digital (Kodak EasyShare
C613). Os comportamentos foram transcritos com o software Etholog 2.2 (Ottoni,

1999).

Procedimento Estatistico

Para o Teste de Preferéncia Claro-Escuro foram realizadas uma analise
estatistica dos dados com ANOVA (two-way) ou ANOVA (one-way), seguida de um
pés-teste de Tukey quando necessario.

Para o Teste de Display Agressivo utilizou-se ANOVA (one-way), seguida

do pés-teste de Tukey quando apropriado.

Experimento 1 - Validag&o do Teste de Preferéncia Claro-Escuro

O objetivo é identificar o comportamento de escototaxia para o Betta
splendens e validar o Teste de Preferéncia Claro-Escuro.

Sujeitos

Foram submetidos 7 sujeitos machos ingénuos, mantidos nas mesmas

condi¢cOes descritas anteriormente.

Aparato
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Foram utilizados os aquarios branco/branco (BB), preto/preto (PP) e
branco/preto (BP), com caracteristicas descritas anteriormente.

Intoxicacéo

N&o houve intoxicacao

Procedimento

Os animais foram randomicamente submetidos aos aparatos BB, PP e BP.
Todos sujeitos foram expostos uma vez a cada uma das caixas. Trinta minutos
depois da primeira exposi¢cdo, 0 mesmo animal era colocado em outra caixa na qual
este ainda ndo havia sido exposto. Apds outros 30 minutos, o animal era exposto a
terceira caixa.

Seguiu-se 0 mesmo protocolo do Teste de Preferéncia Claro-Escuro

anteriormente descrito.

Experimento 2 — Efeito do Teste e Re-Teste de Preferéncia Claro-
Escuro

O obijetivo € verificar o efeito de cinco exposi¢cées consecutivas ao Teste
de Preferéncia Claro-Escuro sobre o comportamento de escototaxia do Betta
splendens.

Sujeitos:

Os mesmos 7 sujeitos utilizados no experimento 1.

Aparato

Aquario branco/preto (BP).

Intoxicacéo

N&o houve intoxicacao.
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Procedimento

Os sujeitos foram expostos ao aquario branco/preto por cinco vezes
consecutivas, com um intervalo de 24h entre as exposi¢des. O protocolo € 0 mesmo

anteriormente descrito para o Teste de Preferéncia Claro-Escuro.

Experimento 3 - Efeito da Intoxicacdo Progressiva sobre o Teste de
Preferéncia Claro-Escuro

O objetivo é verificar o efeito da intoxicacdo progressiva de chumbo sobre
0 comportamento de escototaxia do Betta splendens no Teste de Preferéncia Claro-
Escuro.

Sujeitos

Foram submetidos 8 sujeitos machos e ingénuos, armazenados nas
mesmas condi¢cdes anteriormente descritas.

Aparato

Aquario branco/preto (BP).

Intoxicacéo

Foram administradas cinco doses de 12ug/l de Pb, via hidrica, em
intervalos de 24h. A agua do aquario era trocada a cada nova dosagem.

Procedimento

Os sujeitos foram expostos a cinco testes de preferéncia claro-escuro com
um intervalo de 24h entre testes. Cada teste ocorria apos 18h de exposicdo do
animal a cada dosagem. Cumulativamente, considerou-se que as doses
administradas foram de 12 ugPb/L para o teste 1, 24 ugPb/L para o teste 2, 36

HUgPb/L para o teste 3, 48 ugPb/L para o teste 4 e 60 pgPb/Lpara o teste 5.
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Como controle utilizou-se os dados do experimento 2. O protocolo € o

mesmo descrito anteriormente.

Experimento 4 - Efeito da Intoxicacdo Aguda sobre o Teste de
Preferéncia Claro-Escuro

O objetivo é verificar o efeito da intoxicacdo aguda de chumbo sobre o
comportamento de escototaxia do Betta splendens no Teste de Preferéncia Claro-
Escuro.

Sujeitos

Foram submetidos 8 sujeitos machos e ingénuos, armazenados nas
mesmas condi¢cdes anteriormente descritas.

Aparato

Foi utilizado o aquario branco/preto (BP).

Intoxicacao

Foi administrada, por via hidrica, uma dose de 60ug/l de Pb. A cada 24h a
agua do aquaério era trocada.

Procedimento

Os sujeitos foram expostos a cinco testes de preferéncia claro-escuro com
um intervalo de 24h entre testes. O primeiro, segundo, terceiro, quarto e quinto
testes ocorreram, respectivamente, 24, 48, 72, 96, 120 horas apds a intoxicacéo de
60ugPb/L.

Como controle utilizou-se os dados do experimento 2. O protocolo é o

mesmo descrito anteriormente.
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Experimento 5 - Efeito do Teste e Re-Teste do Display Agressivo

O obijetivo € verificar o efeito de cinco exposicdes consecutivas ao Teste
de Display Agressivo sobre o comportamento de display do Betta splendens.

Sujeitos

Foram utilizados os mesmos 7 sujeitos do experimento 2.

Aparato

Aquario proprio para Betta, um espelho e uma barreira de papel opaco.
Intoxicacéo
N&o hé intoxicagéo.

Procedimento

Os sujeitos foram expostos a cinco testes consecutivos de display
agressivo com um intervalo de 24h entre testes. Somando ao todo 25 min de
exposicao para cada sujeito.

O protocolo € o mesmo descrito anteriormente.

Experimento 6 - Efeito da Intoxicacdo Progressiva sobre o Teste de
Display Agressivo

O objetivo é verificar o efeito da intoxicacdo progressiva de chumbo sobre
o comportamento de display do Betta splendens no Teste de Display Agressivo.

Sujeitos

Foram utilizados os mesmos 8 sujeitos do experimento 3.

Aparato

Aquério proprio para Betta, um espelho e uma barreira de papel opaco.

Intoxicacéo
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Foram administradas cinco doses de 12ug/l de Pb, via hidrica, em
intervalos de 24h. A agua do aquario era trocada a cada nova dosagem.

Procedimento

Os sujeitos foram expostos a cinco testes consecutivos de display
agressivo, com um intervalo de 24h entre eles. Cumulativamente, considerou-se que
as doses administradas foram de 12 pgPb/L para o teste 1, 24 ugPb/L para o teste 2,
36 pgPb/L para o teste 3, 48 ugPb/L para o teste 4 e 60 ugPb/Lpara o teste 5.
Somou-se, ao todo, 25 min de exposicdo ao teste de display agressivo para cada
sujeito.

Como grupo controle foram utilizados os dados do experimento 5. O

protocolo é o mesmo descrito anteriormente.

Experimento 7 - Efeito Intoxicacdo Aguda sobre o Teste de Display
Agressivo

O objetivo é verificar o efeito da intoxicagdo aguda de chumbo sobre o
comportamento de display do Betta splendens no Teste de Display Agressivo.

Sujeitos

Foram utilizados os mesmos 8 sujeitos do experimento 4.

Aparato

Aquério proprio para Betta, um espelho e uma barreira de papel opaco.
Intoxicacéo
Foi administrada, por via hidrica, uma dose de 60ug/l de Pb. A cada 24h a

agua do aquario era trocada.
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Procedimento

Os sujeitos foram expostos a cinco testes de display agressivo, com um
intervalo de 24h entre testes. O primeiro, segundo, terceiro, quarto e quinto testes
ocorreram, respectivamente, 24, 48, 72, 96, 120 horas ap0s a intoxicacdo de
60ugPb/L. Somou-se, ao todo, 25 min de exposicado ao teste de display agressivo
para cada sujeito.

Como grupo controle foram utilizados os dados do experimento 5. O

protocolo é o mesmo descrito anteriormente.
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Experimento 1 - Validag&o do Teste de Preferéncia Claro-Escuro
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Figura 2. Experimento 1. Validacdo da preferéncia claro-escuro do Betta splendens (n=7,

experimentalmente ingénuos). O painel A representa o tempo de permanéncia (Média + Erro Padrao)

nos compartimentos branco e preto para a caixa BP (Branco/Preto) ou nos compartimentos esquerdo

e direito para as caixas BB (Branco/Branco) e PP (Preto/Preto). O painel B representa a frequéncia

do nimero de alternancias (Média + Erro Padrédo) entre caixas PP, BB e BP. O painel C representa a

primeira laténcia (Média + Erro Padréo) entre caixas PP, BB e BP.
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Tabela 2. Valores estatisticos do Experimento 1.

EXPERIMENTO 1

Variavel Fator Grau de F Sig. Tukey
Dependente Liberdade
1 Tempo nos Caixa 2,36 0 1 (BP) Preto*Branco..sim
Compartimentos Ambiente 1,36 99,466 <0,001 (PP) Esg*Dir........... nédo
Caixa*Ambiente 2,36 40,054 <0,001 (BB)Esqg*Dir.......... sim
BP*PP.....ccceiien. sim
BP*BB.......cccoovvneenn. sim
BB*PP.....cceveirinne nao
2 Alternéncia Caixa 2,18 3,297 0,060 ---
3 Primeira Laténcia Caixa 2,18 0,807 0,462

A Figura 2 apresenta os dados de validacdo do teste de preferéncia claro-
escuro. Sendo que o painel A mostra o tempo de permanéncia nos compartimentos
branco e preto para a caixa BP, ou os compartimentos esquerdo e direito para as
caixas BB e PP. O painel B mostra a frequéncia de alternancias nas caixas BP, BB e
PP. E o painel C mostra o tempo de primeira laténcia nas caixas BP, BB e PP.

Como indicado na Tabela 2, linha 1, os fatores analisados no painel A foram
caixa (BP, BB ou PP) e ambiente (esquerda/direita ou preto/branco). Nado houve
diferenca estatisticamente significativa no fator caixa, mas sim no fator ambiente e
na interacdo entre fatores. Entretanto, o pos teste indicou diferencas tanto entre os
ambientes branco e preto na caixa BP, quanto entre os ambientes esquerdo e direito
da caixa BB. Houve também diferencas entre BP vs BB e caixas BP vs PP.

No painel B, linha 2, e painel C, linha 3, o fator analisado foi caixa. Nao houve
diferencas estatisticamente significativas, entre as caixas, em nenhuma das duas

variaveis.
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Experimento 2 — Efeito do Teste e Re-Teste de Preferéncia Claro-Escuro

Tempo Compartimento A
1000 P P B FPreto
L1Branceo

800
w
ry 00
&
E 400
=

200

0
Teste 1 Teste 2 leste 3 Teste 4 leste 5
Mumerode Alterndncia

25
= 20
2
‘"j' 15
= 10
“ . m

3

Teste 1 Teste 2 Teste 3 leste 4 leste 5

Primeira Laténcia
300

250
200
150
100
N - —
{l

Teste 1 Teste 2 Teste 3 leste 4 Teste 5

Tempao (s)

Figura 3. Experimento 2. Teste e re-teste da preferéncia claro-escuro do Betta splendens (n=7,
mesmos sujeitos do Experimento 1). O painel A representa o tempo de permanéncia nos
compartimentos branco e preto (Média + Erro Padréo) para a caixa BP (Branco/Preto) nos Testes 1,
2, 3, 4 e 5. O painel B representa a frequéncia do numero de alternancias (Média + Erro Padréo) nos
Testes 1, 2, 3, 4 e 5. O painel C representa a primeira laténcia (Média + Erro Padrdo) nos Testes 1, 2,

3, 4 e 5. Cada teste corresponde a sequéncia de cinco exposi¢cdes consecutivas, em intervalos de 24

horas, ao Teste de Preferéncia Claro-Escuro.
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Tabela 3. Valores estatisticos do Experimento 2.

EXPERIMENTO 2

Variavel Fator Grau de F Sig. Tukey
Dependente Liberdade
1 Tempo Preto e Teste 2,36 0,503 0,734 (T1) Preto*Branco.....sim
Branco Ambiente 1,36 255,055 <0,001 (T2) Preto*Branco.....sim
Teste*Ambiente 2,36 3,204 2,963 (T3) Preto*Branco.....sim

(T4) Preto*Branco.....sim
(T5) Preto*Branco.....sim
2 Alternancia Teste 4,30 1,175 0,342
3  Primeira Laténcia Teste 4,30 0,757 0,561

A Figura 3 apresenta os dados da re-exposicéo ao teste de preferéncia claro-
escuro. O painel A mostra o tempo de permanéncia nos compartimentos branco e
preto nos testes 1, 2, 3, 4 e 5. O painel B mostra a frequéncia de alternancias nos
testes 1, 2, 3, 4 e 5. E o0 painel C mostra o tempo de primeira laténcia nos testes 1,
2, 3, 4 e 5. Cada um dos testes corresponde a sequéncia de cinco exposi¢cdes
consecutivas, em intervalos de 24h, ao Teste de Preferéncia Claro-Escuro.

Como indicado na Tabela 3, linha 1, os fatores analisados no painel A foram
teste (1, 2, 3, 4 ou 5) e ambiente (preto ou branco). Nota-se que nao houve diferenca
estatisticamente significativa no fator teste, mas houve diferenca no fator ambiente e
na interacdo entre fatores. Sendo que o pods teste indicou diferencas entre os
ambientes branco e preto nos testes 1, 2, 3, 4 e 5 e nos ambientes esquerdo e
direito da caixa BB. H4& também diferencas para o ambiente branco entre os testes 1
e 4.

No painel B, linha 2, e painel C, linha 3, o fator analisado foi teste e ndo houve

diferencas estatisticamente significativas em nenhuma das duas variaveis.
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Experimento 3 - Efeito da Intoxicacdo Progressiva sobre o Teste de Preferéncia

Claro-Escuro
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Figura 4. Experimento 3. Efeito da intoxicacdo progressiva sobre o teste de preferéncia claro-escuro
do Betta splendens (n=8, experimentalmente ingénuos). O painel A representa o tempo de
permanéncia nos compartimentos branco e preto (Média + Erro Padrdo) para a caixa BP
(Branco/Preto), nos Testes 1, 2, 3, 4 e 5. O painel B representa a frequéncia do nimero de

alternancias (Média + Erro Padrdo), nos Testes 1, 2, 3, 4 e 5. O painel C representa a primeira
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laténcia (Média + Erro Padréo), nos Testes 1, 2, 3, 4 e 5. Cada teste corresponde a uma exposicao
do sujeito ao Teste de Preferéncia Claro-Escuro, na dosagem progressiva de 12, 24, 36, 48 e 60

HgPb/L, respectivamente.

Tabela 4. Valores estatisticos do Experimento 3.

EXPERIMENTO 3

Variavel Fator Grau de F Sig. Tukey
Dependente Liberdade
1 Tempo Preto e Teste 4,194 0 1 Grupo Controle:
Branco Grupo 2,194 0 1 (T1) Preto*Branco.....sim
Ambiente 1,194 327,725 <0,001 (T2) Preto*Branco.....sim
Teste*Grupo 8,194 0 1 (T3) Preto*Branco.....sim
Teste*Ambiente 4,194 1,552 0,191 (T4) Preto*Branco.....sim
Grupo*Ambiente 2,194 6,413 0,013 (T5) Preto*Branco.....sim
Teste*Ambiente* 8,194 0,990 0,416
Grupo Testel*Teste2........... sim
Testel*Teste3........... sim
Testel*Teste4........... nao
Testel*Testeb........... sim
Teste2*Teste3........... nao
Teste2*Teste4........... sim
Teste2*Testeb........... sim
Teste3*Teste4........... sim
Teste3*Testeb........... sim
Teste4*Testes........... sim
Grupo IP:

(T1) Preto*Branco.....sim
(T2) Preto*Branco.....sim
(T3) Preto*Branco.....sim
(T4) Preto*Branco.....sim
(T5) Preto*Branco.....sim

Testel*Teste2,3,4,5..nd0
Teste2*teste3,4,5......n4o
Teste3*Teste4,5........ nao

Tested*Testes........... nao
2 Alternancia Teste 4,97 0,425 0,790
Grupo 2,97 0,524 0,472
Teste*Grupo 8,97 2,071 0,095
3 Primeira Laténcia Teste 4,97 2,053 0,093
Grupo 2,97 0,038 0,963
Teste*Grupo 8,97 0,148 0,996

A figura 4 apresenta os dados do efeito da intoxicag&o progressiva no teste de
preferéncia claro-escuro. O painel A mostra o tempo de permanéncia nos
compartimentos branco e preto nos testes 1, 2, 3, 4 e 5. O painel B mostra a

frequéncia de alternancias nos testes 1, 2, 3, 4 e 5. E o painel C mostra o tempo de
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primeira laténcia nos testes 1, 2, 3, 4 e 5. Cada um dos testes corresponde,
respectivamente, a exposicao ao Teste de Preferéncia Claro-Escuro, nas dosagens
progressivas de 12, 24, 36, 48 e 60 ugPb/L.

Como indicado na Tabela 3, linha 1, os fatores analisados no painel A foram
teste (1, 2, 3, 4 ou 5), grupo (controle ou intoxicagdo progressiva) e ambiente (preto
ou branco). Nao houve diferenca estatisticamente significativa nos fatores teste e
grupo, nem nas interacdes teste vs grupo, teste vs ambiente e teste vs grupo vs
ambiente. Contudo, houve diferenca no fator ambiente e na interacdo entre 0s
fatores grupo vs ambiente. J& o pos teste indicou diferencas entre os ambientes
branco e preto nos testes 1, 2, 3, 4 e 5, nos grupos controle e IP. Para o grupo
controle h4 diferencas nostestes1e 2,1e3,1e5,2e4,2e5,3¢e4,4e5. Nao
havendo diferencas entre os testes 1, 2, 3, 4 e 5 do grupo IP.

No painel B, linha 2, e painel C, linha 3, os fatores analisados foram teste e
grupo. N@o houve diferencas estatisticamente significativas nos fatores teste e

grupo, nem em sua interagdo, para as duas variaveis testadas.
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Experimento 4 — Efeito da Intoxicagcdo Aguda sobre o Teste de Preferéncia

Claro-Escuro
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Figura 5. Experimento 4. Efeito da intoxicacdo aguda sobre o teste de preferéncia claro-escuro do
Betta splendens (n=8, experimentalmente ingénuos). O painel A representa o tempo de permanéncia
nos compartimentos branco e preto (Média + Erro Padrdo), para a caixa BP (Branco/Preto), nos
Testes 1, 2, 3, 4 e 5. O painel B representa a frequéncia do niumero de alternancias (Média + Erro

Padrdo), nos Testes 1, 2, 3, 4 e 5. O painel C representa a primeira laténcia (Média + Erro Padréo),
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nos Testes 1, 2, 3, 4 e 5. Cada teste corresponde a uma exposicao do sujeito ao Teste de Preferéncia

Claro-Escuro 24, 48, 72, 96 e 120 horas ap6s a intoxicacéo aguda de 60 ugPb/L, respectivamente.

Tabela 5. Valores estatisticos do Experimento 4

EXPERIMENTO 4

Variavel Fator Grau de F Sig. Tukey
Dependente Liberdade
1 Tempo Preto e Teste 4,124 7,26E-33 1 Grupo Controle:
Branco Grupo 1,124 9,90E-32 1 Testel*Ambiente....sim
Ambiente 1,124 461,442 <0,001 Teste2*Ambiente....sim
Teste*Grupo 4,124 1,19E-32 1 Teste3*Ambiente....sim
Teste*Ambiente 4,124 2,258 0,041 Teste4*Ambiente....sim
Grupo*Ambiente 1,124 2,466 0,119 Teste5*Ambiente....sim
Teste*Ambiente* 4,124 0,596 0,667
Grupo Testel*Teste2........... sim
Testel*Teste3........... sim
Testel*Tested........... nédo
Testel*Testes........... sim
Teste2*Teste3........... nédo
Teste2*Tested4........... sim
Teste2*Testes........... sim
Teste3*Teste4........... sim
Teste3*Testes........... sim
Tested*Testes........... sim
Grupo IA:

Testel*Ambiente....sim
Teste2*Ambiente....sim
Teste3*Ambiente....sim
Tested*Ambiente....sim
Teste5*Ambiente....sim

Testel*Teste2,3,4,5..nd0
Teste2*teste3,4,5......n4o
Teste3*Teste4,5........ nao

Teste4*Testes........... ndo
2 Alternancia Teste 4,62 0,347 0,845
Grupo 1,62 0,756 0,388
Teste*Grupo 4,62 2,367 0,062
3 Primeira Laténcia Teste 4,62 1,484 0,218
Grupo 1,62 0,046 0,832
Teste*Grupo 4,62 0,127 0,972

A Figura 5 apresenta os dados do efeito da intoxicagdo aguda no teste de
preferéncia claro-escuro. O painel A mostra o tempo de permanéncia nos
compartimentos branco e preto nos testes 1, 2, 3, 4 e 5. O painel B mostra a
frequéncia de alternancias nos testes 1, 2, 3, 4 e 5. E o painel C mostra o tempo de

primeira laténcia nos testes 1, 2, 3, 4 e 5. Sendo que cada um dos testes
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corresponde, respectivamente, a exposi¢cdo ao Teste de Preferéncia Claro-Escuro
24, 48, 72, 96 e 120 horas apoés a intoxicacao aguda de 60 pugPbi/L.

Como indicado na Tabela 3, linha 1, os fatores analisados no painel A foram
teste (1, 2, 3, 4 ou 5), grupo (controle ou intoxicacdo aguda) e ambiente (preto ou
branco). Nao houve diferenca estatisticamente significativa nos fatores teste e grupo,
nem nas interacdes teste vs grupo, teste vs ambiente e teste vs grupo vs ambiente.
Mas houve diferenca no fator ambiente e na interacdo entre os fatores grupo vs
ambiente. Sendo que o pos teste indicou diferencas entre os ambientes branco e
preto nos testes 1, 2, 3, 4 e 5 nos grupos controle e IA. Para o grupo controle, ha
diferencas nos testes 1 e 2,1 e 3,1e5,2e4,2eb5,3e4,4e5 Nao havendo
diferencas entre os testes 1, 2, 3, 4 e 5 do grupo IA.

No painel B, linha 2, e painel C, linha 3, os fatores analisados foram teste e
grupo. Nao houve diferencas estatisticamente significativas nos fatores teste e

grupo, nem em sua interacdo, para as duas variaveis testadas.
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Experimento 5 - Efeito do Teste e Re-Teste do Display Agressivo
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Figura 6. Experimento 5. Teste e re-teste do display agressivo do Betta splendens (n=7, mesmos
sujeitos do Experimento 2). Dados dos Componentes Proprios do Display (Média + Erro Padréo) do
experimento 5. O painel A representa a frequéncia de display horizontal (DH) nos Testes 1, 2, 3,4 e
5. O painel B representa a frequéncia de display vertical (DV) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel C
representa a frequéncia dos Componentes Proprios do Display (CPD=DH+DV) nos Testes 1, 2, 3,4 e
5. Cada teste corresponde a sequéncia de cinco exposi¢des consecutivas, em intervalos de 24 horas,

ao Teste de Display Agressivo.
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Tabela 6. Valores estatisticos dos Componentes Préprios do Display no Experimento 5

EXPERIMENTO 5 — COMPONENTE PROPRIO DO DISPLAY

Variavel Fator Grau de F Sig. Tukey
Dependente Liberdade
1 DH Teste 4,30 0,186 0,944
2 DV Teste 4,30 0,481 0,749
3 CPD Teste 4,30 0,319 0,863

A Figura 6 apresenta os dados de re-exposi¢cao do teste de display agressivo
para os componentes proprios do display. O painel A mostra a frequéncia de display
horizontal (DH) nos testes 1, 2, 3, 4 e 5. O painel B mostra a frequéncia de display
vertical (DV) nos testes 1, 2, 3, 4 e 5. E o painel C mostra a frequéncia dos
componentes proprios do display (CCP=DH+DV) nos testes 1, 2, 3,4 e 5. E cada um
dos testes corresponde a sequéncia de cinco exposi¢cdes consecutivas, em
intervalos de 24h, ao teste de display agressivo.

Como indicado na Tabela 6, linhas 1, 2 e 3, o fator analisado nos painéis A, B
e C foi teste (1, 2, 3, 4 ou 5). Nao houve diferenca estatisticamente significativa para

nenhuma das trés variaveis.
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Figura 7. Experimento 5. Teste e re-teste do display agressivo do Betta splendens (n=7, mesmos
sujeitos do Experimento 2). Dados dos Componentes de Mobilidade do Display (Média + Erro Padrao)
do experimento 5. O painel A representa a frequéncia de Abertura de Opérculo (Ab) nos Testes 1, 2,
3, 4 e 5. O painel B representa a frequéncia de Nado Lento (NL) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel C
representa a frequéncia de Nado Ondulado (NO) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel D representa a
frequéncia dos Componentes Préprios do Display (CMD=Ab+NL+NO) nos Testes 1, 2, 3, 4 e 5. Cada
teste corresponde a sequéncia de cinco exposicées consecutivas, em intervalos de 24 horas, ao

Teste de Display Agressivo.
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Tabela 7. Valores estatisticos dos Componentes de Mobilidade do Display no Experimento 5

EXPERIMENTO 5 — COMPONENTES DE IMOBILIDADE DO DISPLAY

Variavel Fator Grau de F Sig. Tukey
Dependente Liberdade

1 Ab Teste 4,30 1,620 0,195

2 NL Teste 4,30 0,537 0,709

3 NO Teste 4,30 4,194 0,008  Testel*Teste2........... nao
Testel*Teste3........... sim
Testel*Teste4........... nao
Testel*Testeb........... nao
Teste2*Testes........... sim
Teste2*Teste4........... nao
Teste2*Testeb........... nao
Teste3*Teste4........... sim
Teste3*Testeb........... nao
Teste4*Testeb........... nao

4 CMD Teste 4,30 2,464 0,066

A Figura 7 apresenta os dados de re-exposi¢cao do teste de display agressivo
para os componentes de mobilidade do display. O painel A mostra a frequéncia de
abertura de opérculo (Ab) nos testes 1, 2, 3, 4 e 5; o painel B mostra a frequéncia de
nado lento (NL) nos testes 1, 2, 3, 4 e 5; o painel C mostra a frequéncia de nado
ondulado (NO) nos testes 1, 2, 3, 4 e 5; e 0 painel D mostra a frequéncia dos
componentes de mobilidade do display (CMP=Ab+NL+NO) nos testes 1, 2, 3, 4 e 5.
Sendo que cada um dos testes corresponde a sequéncia de cinco exposicdes
consecutivas, em intervalos de 24h, ao teste de display agressivo.

Como indicado na Tabela 7, linha 1 e 2, o fator analisado nos painéis A e B foi
teste (1, 2, 3, 4 ou 5). Nao houve diferenca estatisticamente significativa para
nenhuma das duas variaveis. No painel C, linha 3, o fator analisado foi teste e
encontrou-se diferenca significativa. O pds-teste indicou diferencas entre os testes 1

e3,2e3e4el.
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No painel D, dos Componentes de Mobilidade do Display, linha 4, o fator

significativas para esta variavel.
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Figura 8. Experimento 5. Teste e re-teste do display agressivo do Betta splendens (n=7, mesmo
sujeitos do Experimento 2). Dados dos Componentes Correlatos do Display (Média + Erro Padrdo)

experimento 5. O painel A representa a frequéncia de Boiar (B) nos Testes 1, 2, 3, 4 e 5. O painel B
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representa a frequéncia de Descansar (D) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel C representa a frequéncia
de Emergir (E) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel D representa a frequéncia de Afastar (Af) no Teste 1,
2, 3, 4 e 5. O painel E representa a frequéncia de Carga (C) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel F
representa a frequéncia de Mostrar Corpo (M) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel G representa a
frequéncia de Arquear (Ar) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel H representa a frequéncia dos
Componentes Correlatos do Display (CCD=B+D+E+Af+C+MC+Ar) nos Testes 1, 2, 3, 4 e 5. Cada
teste corresponde a sequéncia de cinco exposi¢cées consecutivas, em intervalos de 24 horas, ao

Teste de Display Agressivo.

Tabela 8. Valores estatisticos dos Componentes Correlatos do Display no Experimento 5

EXPERIMENTO 5 — COMPONENTES CORRELATOS DO DISPLAY

Variavel Fator Grau de F Sig. Tukey
Dependente Liberdade
1 B Teste 4,30 0,027 0,998
2 D Teste 4,30 0,703 0,596
3 E Teste 4,30 0,826 0,519
4 Af Teste 4,30 0,493 0,741
5 C Teste 4,30 0,332 0,854
6 MC Teste 4,30 0,508 0,730
7 Ar Teste 4,30 0,849 0,506
8 CCD Teste 4,30 0,578 0,681

A Figura 8 apresenta os dados de re-exposicéo do teste de display agressivo
para 0s componentes correlatos do display. Sendo que o painel A representa a
frequéncia de Boiar (B) nos Testes 1, 2, 3, 4 e 5. O painel B representa a frequéncia
de Descansar (D) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel C representa a frequéncia de
Emergir (E) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel D representa a frequéncia de Afastar
(Af) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel E representa a frequéncia de Carga (C) no
Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel F representa a frequéncia de Mostrar Corpo (M) no
Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel G representa a frequéncia de Arquear (Ar) no Teste 1,
2, 3,4 e 5. E o painel H representa a frequéncia dos Componentes Correlatos do

Display (CCD=B+D+E+Af+C+MC+Ar) nos Testes 1, 2, 3, 4 e 5. Cada teste
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corresponde a sequéncia de cinco exposi¢des consecutivas, em intervalos de 24
horas, ao Teste de Display Agressivo.

Como indicado na Tabela 8, o fator analisado em todos os componentes de
mobilidade do display foi teste (1, 2, 3, 4 e 5). Nao foram encontrados diferencas

estatisticamente significantes em nenhuma variavel.
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Experimento 6 - Efeito da Intoxicacdo Progressiva sobre o Teste de

Display Agressivo
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Figura 9. Experimento 6. Efeito da intoxicagdo progressiva sobre o teste de display agressivo do Betta
splendens (n=8, mesmos sujeitos do Experimento 3). Dados dos Componentes Proprios do Display
(Média + Erro Padréo) do experimento 6. O painel A representa a frequéncia de display horizontal
(DH) nos Testes 1, 2, 3, 4 e 5. O painel B representa a frequéncia de display vertical (DV) no Teste 1,

2, 3,4 e 5. O painel C representa a frequéncia dos Componentes Préprios do Display (CPD=DH+DV)
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nos Testes 1, 2, 3, 4 e 5. Cada teste corresponde a uma exposicdo do sujeito ao Teste de Display

Agressivo, na dosagem progressiva de 12, 24, 36, 48 e 60 ugPb/L, respectivamente.

Tabela 9. Valores estatisticos dos Componentes Préprios do Display no Experimento 6

EXPERIMENTO 6 — COMPONENTES PROPRIOS DO DISPLAY

Variavel Fator Grau de F Sig. Tukey
Dependente Liberdade
1 DH Grupo 1,65 9,730 0,003 Controle*IP............... sim
Teste 4,65 0,161 0,957
Teste*Grupo 4,65 0,376 0,825
2 DV Grupo 1,65 36,209 <0,001 Controle*IP............... sim
Teste 4,65 0,651 0,628
Teste*Grupo 4,65 0,347 0,845
3 CPD Grupo 1,65 22,722 <0,001 Controle*IP............... sim
Teste 4,65 0,390 0,815
Teste*Grupo 4,65 0,380 0,822

A Figura 9 apresenta os dados dos efeitos da intoxicagéo progressiva no teste

de display agressivo para os componentes proprios do display. O painel A mostra a

frequéncia de display horizontal (DH) nos testes 1, 2, 3, 4 e 5. O painel B mostra a

frequéncia de display vertical (DV) nos testes 1, 2, 3, 4 e 5. E o0 painel C mostra a

frequéncia dos componentes préprios do display (CCP=DH+DV) nos testes 1, 2, 3, 4

e 5. Cada um dos testes corresponde, respectivamente, a exposi¢cdo ao Teste de

Display Agressivo, nas dosagens progressivas de 12, 24, 36, 48 e 60 ugPb/L.

Como indicado na Tabela 9, linha 1, 2 e 3, os fatores analisados nos painéis

A, B e C foram teste (1, 2, 3, 4 ou 5) e grupo (controle ou IP). Em todas as variaveis

apenas o fator grupo apresentou diferencas estatisticamente significantes.
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Figura 10. Experimento 6. Efeito da intoxicacdo progressiva sobre o teste de display agressivo do

Betta splendens (n=8, mesmos sujeitos do Experimento 3). Dados dos Componentes de Mobilidade
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do Display (Média + Erro Padrédo) do experimento 6. O painel A representa a frequéncia de Abertura

de Opérculo (Ab) nos Testes 1, 2, 3, 4 e 5. O painel B representa a frequéncia de Nado Lento (NL) no

Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel C representa a frequéncia de Nado Ondulado (NO) no Teste 1, 2, 3,4 e

5. O painel D representa a frequéncia dos Componentes Préprios do Display (CMD=Ab+NL+NO) nos

Testes 1, 2, 3, 4 e 5. Cada teste corresponde a uma exposi¢éo do sujeito ao Teste Display Agressivo

na dosagem progressiva de 12, 24, 36, 48 e 60 ugPb/L, respectivamente.

Tabela 10. Valores estatisticos dos Componentes de Mobilidade do Display no Experimento 6

EXPERIMENTO 6 — COMPONENTES DE IMOBILIDADE DO DISPLAY

Variavel Fator Grau de F Sig. Tukey
Dependente Liberdade

1 Ab Grupo 1,65 0,496 0,484 Controle*IP............... nao
Teste 4,65 0,914 0,461
Teste*Grupo 4,65 2,908 0,028

2 NL Grupo 1,65 6,706 0,012 Controle*IP............... sim
Teste 4,65 0,802 0,528
Teste*Grupo 4,65 0,466 0,761

3 NO Grupo 1,65 25,083 <0,001 Controle*IP............... sim
Teste 4,65 4,781 0,002

Teste*Grupo 4,65 4,594 0,002 Testel*Teste2........... nédo

Testel*Teste3........... sim

Testel*Teste4........... nao

Testel*Testes........... nao

Teste2*Teste3........... sim

Teste2*Teste4........... nao

Teste2*Testes........... nao

Teste3*Teste4........... sim

Teste3*Testes........... nao

Tested*Testes........... nao

4 CMD Grupo 1,65 25,777 <0,001 Controle*IP............... sim
Teste 4,65 3,219 0,018

Teste*Grupo 4,65 2,121 0,088 Testel*Teste2,3,4,5..nd0

Teste2*Teste3........... sim
Teste2*Teste4,s........ nao
Teste3*Teste4,s........ nao
Teste4*Testeb........... nao

A Figura 10 apresenta os dados dos efeitos da intoxicagdo progressiva no

teste de display agressivo para os componentes de mobilidade do display. O painel

A mostra a frequéncia de abertura de opérculo (Ab) nos testes 1, 2, 3, 4 e 5. O

painel B mostra a frequéncia de nado lento (NL) nos testes 1, 2, 3, 4 e 5. O painel C

mostra a frequéncia de nado ondulado (NO) nos testes 1, 2, 3, 4 e 5. E 0 painel D

mostra a frequéncia dos componentes de mobilidade do display (CMP=Ab+NL+NO)
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nos testes 1, 2, 3, 4 e 5. Cada teste corresponde, respectivamente, a exposi¢ao ao
Teste de Display Agressivo nas dosagens progressivas de 12, 24, 36, 48 e 60
ugPb/L.

Como indicado na Tabela 10, linha 1 e 2, os fatores analisados no painel A e
B foram teste (1, 2, 3, 4 ou 5) e grupo (controle ou IP). Em ambas as variaveis o
fator grupo apresentou diferenca estatisticamente significante.

No painel C, linha 3, os fatores analisados foram teste e grupo. Houve
diferenca estatisticamente significativas nos dois fatores, inclusive em sua interacao.
O pos-teste indicou diferencas entre osteste 1 e 3,2e 3 e 4 e 3.

No painel D, dos Componentes de Mobilidade do Display, linha 4, os fatores
analisados foram teste e grupo. Houve diferencgas significativas no nos fatores grupo
e teste, ndo havendo diferencas em sua interacdo. O pos-teste indicou diferencas

entre os testes 2 e 3.
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Figura 11. Experimento 6. Efeito da intoxicagdo progressiva sobre o teste de display agressivo do
Betta splendens (n=8, mesmos sujeitos do Experimento 3). Dados dos Componentes Correlatos do
Display (Média + Erro Padréo) experimento 6. O painel A representa a frequéncia de Boiar (B) nos
Testes 1, 2, 3, 4 e 5. O painel B representa a frequéncia de Descansar (D) no Teste 1, 2, 3,4¢e 5.0
painel C representa a frequéncia de Emergir (E) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel D representa a
frequéncia de Afastar (Af) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel E representa a frequéncia de Carga (C) no
Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel F representa a frequéncia de Mostrar Corpo (M) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5.
O painel G representa a frequéncia de Arquear (Ar) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel H representa a

frequéncia dos Componentes Correlatos do Display (CCD=B+D+E+Af+C+MC+Ar) nos Testes 1, 2, 3,
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4 e 5. Cada teste corresponde a uma exposi¢do ao Teste Display Agressivo, na dosagem progressiva

de 12, 24, 36, 48 e 60 pugPb/L, respectivamente.

Tabela 11. Valores estatisticos dos Componentes Correlatos do Display no Experimento 6

EXPERIMENTO 6 — COMPONENTES CORRELATOS DO DISPLAY

Variavel Fator Grau de F Sig. Tukey
Dependente Liberdade

1 B Grupo 1,65 0,027 0,998 Controle*IP............... ndo
Teste 4,65 0,260 0,903
Teste*Grupo 4,65 0,426 0,789

2 D Grupo 1,65 26,987 <0,001 Controle*IP............... sim
Teste 4,65 0,230 0,920
Teste*Grupo 4,65 1,367 0,255

3 E Grupo 1,65 6,745 0,012 Controle*IP............... sim
Teste 4,65 0,199 0,938
Teste*Grupo 4,65 0,408 0,802

4 Af Grupo 1,65 4,176 0,045 Controle*IP............... sim
Teste 4,65 0,553 0,697
Teste*Grupo 4,65 0,483 0,748

5 C Grupo 1,65 6,44 0,014 Controle*IP............... sim
Teste 4,65 0,917 0,459
Teste*Grupo 4,65 0,492 0,742

6 MC Grupo 1,65 10,653 0,002 Controle*IP............... sim
Teste 4,65 1,412 0,240
Teste*Grupo 4,65 0,474 0,755

7 Ar Grupo 1,65 28,743 <0,001 Controle*IP............... sim
Teste 4,65 0,603 0,662
Teste*Grupo 4,65 1,362 0,257

8 CCD Grupo 1,65 4,617 0,035 Controle*IP............... sim
Teste 4,65 0,830 0,511
Teste*Grupo 4,65 0,251 0,908

A Figura 11 apresenta os dados dos efeitos da intoxicagdo progressiva no

teste de display agressivo para os componentes proprios do display. O painel A

representa a frequéncia de Boiar (B) nos Testes 1, 2, 3, 4 e 5. O painel B representa

a frequéncia de Descansar (D) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel C representa a

frequéncia de Emergir (E) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel D representa a frequéncia

de Afastar (Af) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel E representa a frequéncia de Carga

(C) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel F representa a frequéncia de Mostrar Corpo (M)

no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel G representa a frequéncia de Arquear (Ar) no Teste

1,2, 3,4 eb5. E o painel H representa a frequéncia dos Componentes Correlatos do

Display (CCD=B+D+E+Af+C+MC+Ar) nos Testes 1, 2, 3, 4 e 5. Levando em conta
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que cada um dos testes corresponde, respectivamente, a exposicdo ao Teste de
Display Agressivo, nas dosagens progressivas de 12, 24, 36, 48 e 60 ugPbl/L.

Como indicado na Tabela 11, linha 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8, os fatores analisados
nos painéis A, B, C, D, E, F, G e H foram teste (1, 2, 3, 4 ou 5) e grupo (controle ou
IP). Entre todas as variaveis, apenas o fator grupo apresentou diferenca

estatisticamente significante.
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Experimento 7 - Efeito Intoxicacdo Aguda sobre o Teste de Display Agressivo

Display Horizontal A
B Controle
25 OlA
o 20
£ 15
=
s .
t
. 5
1]
Teste 1 Teste 2 Teste 3 Teste 4 Teste 5
. . B
Display Vertical
B Controle
25 OlA
= 20
E l!'
F. - |
g I
L=
R i
W]
Teste 1 Teste 2 Teste 3 Teste 4 Teste 5
Componentes Préprios do Display
50 B Controle
OlA
o 40
£ 30
£ 1
T 20
1
w10
W]
Teste 1 Teste 2 Teste 3 Teste 4 lTeste 5

Figura 12. Experimento 7. Efeito da intoxicagcdo aguda sobre o teste de display agressivo do Betta
splendens (n=8, mesmos sujeitos do Experimento 4). Dados dos Componentes Proprios do Display
(Média + Erro Padréo) do experimento 7. O painel A representa a frequéncia de display horizontal
(DH) nos Testes 1, 2, 3, 4 e 5. O painel B representa a frequéncia de display vertical (DV) no Teste 1,

2, 3,4 e 5. O painel C representa a frequéncia dos Componentes Préprios do Display (CPD=DH+DV)
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nos Testes 1, 2, 3, 4 e 5. Cada teste corresponde a uma exposi¢cdo ao Teste de Display Agressivo 24,

48, 72, 96 e 120 horas ap0s a intoxicagao aguda de 60 pugPb/L, respectivamente.

Tabela 12. Valores estatisticos dos Componentes Préprios do Display no Experimento 7

EXPERIMENTO 7 — COMPONENTES PROPRIOS DO DISPLAY

Variavel Fator Grau de F Sig. Tukey
Dependente Liberdade
1 DH Grupo 1,59 3,460 0,068 Controle*lA............... nao
Teste 4,59 12,615 0,183
Teste*Grupo 4,59 0,247 0,911
2 DV Grupo 1,59 16,156 <0,001 Controle*IA............... sim
Teste 4,59 19,702 0,304
Teste*Grupo 4,59 0,190 0,943
3 CPD Grupo 1,62 9,965 <0,001 Controle*lA............... sim
Teste 4,62 0,246 0,911
Teste*Grupo 4,62 0,272 0,895

A Figura 12 apresenta os dados dos efeitos da intoxicagdo aguda no teste de
display agressivo para os componentes proprios do display. O painel A mostra a
frequéncia de display horizontal (DH) nos testes 1, 2, 3, 4 e 5. O painel B mostra a
frequéncia de display vertical (DV) nos testes 1, 2, 3, 4 e 5. E o0 painel C mostra a
frequéncia dos componentes préprios do display (CCP=DH+DV) nos testes 1, 2, 3, 4
e 5. Cada um dos testes corresponde, respectivamente, a exposicdo ao Teste de
Display Agressivo 24, 48, 72, 96 e 120 horas ap0s a intoxicacdo aguda de 60
HMgPDb/L.

Como indicado na Tabela 12, linha 1, os fatores analisados no painel A foram
teste (1, 2, 3, 4 ou 5) e grupo (controle ou IA). Ndo foram encontradas nenhuma
diferenga estatisticamente significativa para a variavel DH. Nas linhas 2 e 3, dos
painéis B e C, analisaram-se os fatores teste e grupo. Foram encontradas diferencas

significativas apenas para o fator grupo, nas variaveis DV e CCD.
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Figura 13. Experimento 7. Efeito da intoxicacdo aguda sobre o teste de display agressivo do Betta

splendens (n=8, mesmos sujeitos do Experimento 4). Dados dos Componentes de Mobilidade do
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Display (Média + Erro Padrao) do experimento 7. O painel A representa a frequéncia de Abertura de
Opérculo (Ab) nos Testes 1, 2, 3, 4 e 5. O painel B representa a frequéncia de Nado Lento (NL) no
Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel C representa a frequéncia de Nado Ondulado (NO) no Teste 1, 2, 3,4 e
5. O painel D representa a frequéncia dos Componentes Préprios do Display (CMD=Ab+NL+NO) nos
Testes 1, 2, 3, 4 e 5. Cada teste corresponde a uma exposi¢cdo do sujeito ao Teste de Display

Agressivo 24, 48, 72, 96 e 120 horas ap0s a intoxicacdo aguda de 60 pugPb/L, respectivamente.

Tabela 13. Valores estatisticos dos Componentes de Mobilidade do Display no Experimento 7

EXPERIMENTO 7 — COMPONENTES DE MOBILIDADE DO DISPLAY

Variavel Fator Grau de F Sig. Tukey
Dependente Liberdade
1 Ab Grupo 1,59 0,587 0,447 Controle*lA............... néo
Teste 4,59 0,392 1,838
Teste*Grupo 4,59 1,776 0,146
2 NL Grupo 1,59 2,079 0,155 Controle*IA.............. nédo
Teste 4,59 0,668 0,039
Teste*Grupo 4,59 0,287 0,885
3 NO Grupo 1,59 0,032 0,860 Controle*IA............... nao
Teste 4,59 10,849 0,731
Teste*Grupo 4,59 1,399 0,246
4 CMD Grupo 1,62 0,773 0,383 Controle*lA............... nao
Teste 4,62 0,187 0,944
Teste*Grupo 4,62 0,609 0,657

A Figura 13 apresenta os dados dos efeitos da intoxicacdo aguda no teste de
display agressivo para os componentes de mobilidade do display. O painel A mostra
a frequéncia de abertura de opérculo (Ab) nos testes 1, 2, 3, 4 e 5. O painel B
mostra a frequéncia de nado lento (NL) nos testes 1, 2, 3, 4 e 5. O painel C mostra a
frequéncia de nado ondulado (NO) nos testes 1, 2, 3, 4 e 5. E o painel D mostra a
frequéncia dos componentes de mobilidade do display (CMP=Ab+NL+NO) nos
testes 1, 2, 3, 4 e 5. Cada um dos testes corresponde, respectivamente, a exposicao
ao Teste de Display Agressivo 24, 48, 72, 96 e 120 horas ap0s a intoxicacdo aguda
de 60 pugPb/L.

Como indicado na Tabela 13, em todas as linhas, os fatores analisados em

todos os painéis foram teste (1, 2, 3, 4 e 5) e grupo (controle ou IA). Os dados
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indicam que ndo ha diferencas estatisticamente significativas nos fatores, nem em

suas interagoes.
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Figura 14. Experimento 7. Efeito da intoxicacdo aguda sobre o teste de display agressivo do Betta
splendens (n=8, mesmos sujeitos do Experimento 4). Dados dos Componentes Correlatos do Display

(Média £ Erro Padrao) experimento 7. O painel A representa a frequéncia de Boiar (B) nos Testes 1,
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2, 3, 4 e 5. O painel B representa a frequéncia de Descansar (D) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel C
representa a frequéncia de Emergir (E) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel D representa a frequéncia de
Afastar (Af) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel E representa a frequéncia de Carga (C) no Teste 1, 2, 3,
4 e 5. O painel F representa a frequéncia de Mostrar Corpo (M) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel G
representa a frequéncia de Arquear (Ar) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel H representa a frequéncia
dos Componentes Correlatos do Display (CCD=B+D+E+Af+C+MC+Ar) nos Testes 1, 2, 3, 4 e 5.
Cada teste corresponde a uma exposi¢cdo ao Teste de Display Agressivo 24, 48, 72, 96 e 120 horas

apos a intoxicacdo aguda de 60 ugPb/L, respectivamente.

Tabela 14. Valores estatisticos dos Componentes Correlatos do Display no Experimento 7

EXPERIMENTO 7 — COMPONENTES CORRELATOS DO DISPLAY

Variavel Fator Grau de F Sig. Tukey
Dependente Liberdade

1 B Grupo 1,59 0,136 0,714 Controle*lA............... nao
Teste 4,59 4,599 0,375
Teste*Grupo 4,59 0,447 0,774

2 D Grupo 1,59 1,019 0,317 Controle*lA............... nao
Teste 4,59 0,308 0,344
Teste*Grupo 4,59 0,918 0,460

3 E Grupo 1,59 16,135 <0,001 Controle*lA............... sim
Teste 4,59 74,300 1,001
Teste*Grupo 4,59 0,950 0,442

4 Af Grupo 1,59 6,997 0,010 Controle*IA............... sim
Teste 4,59 3,151 0,588
Teste*Grupo 4,59 0,940 0,447

5 C Grupo 1,59 11,667 0,001 Controle*lA............... sim
Teste 4,59 2771,35 2,196
Teste*Grupo 4,59 1,644 0,175

6 MC Grupo 1,59 12,594 0,001 Controle*lA............... sim
Teste 4,59 187,4980 0,577
Teste*Grupo 4,59 ,401 0,807

7 Ar Grupo 1,59 17,656 <0,001 Controle*lA............... sim
Teste 4,59 21,854 0,829
Teste*Grupo 4,59 0,709 0,589

8 CCD Grupo 1,62 13,767 <0,001 Controle*lA............... sim
Teste 4,62 1,481 0,219
Teste*Grupo 4,62 0,875 0,484

A figura 14 apresenta os dados dos efeitos da intoxicagdo aguda no teste de
display agressivo para os componentes correlatos do display. O painel A representa
a frequéncia de Boiar (B) nos Testes 1, 2, 3, 4 e 5. O painel B representa a
frequéncia de Descansar (D) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel C representa a

frequéncia de Emergir (E) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel D representa a frequéncia
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de Afastar (Af) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel E representa a frequéncia de Carga
(C) no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel F representa a frequéncia de Mostrar Corpo (M)
no Teste 1, 2, 3, 4 e 5. O painel G representa a frequéncia de Arguear (Ar) no Teste
1, 2, 3,4 eb5. E o painel H representa a frequéncia dos Componentes Correlatos do
Display (CCD=B+D+E+Af+C+MC+Ar) nos Testes 1, 2, 3, 4 e 5. Cada um dos testes
corresponde, respectivamente, a exposi¢cao ao Teste de Display Agressivo apos 24,
48, 72, 96 e 120 horas ap0s a intoxicacdo aguda de 60 pugPb/L.

Como indicado na Tabela 14, linhas 1 e 2, os fatores analisado nos painéis A
e B foram teste (1, 2, 3, 4 ou 5) e grupo (controle ou IA). Para estas variaveis
nenhum dos fatores e nem sua interacdo apresentaram diferencas estatisticamente
significantes. Ja nas linhas 3, 4, 5, 6, 7 e 8, os fatores analisados nos painéis C, D,
E, F, G e H foram teste e grupo. Nestas variaveis, apenas o fator grupo apresentou

diferenca significante.
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DiscussAo

Neste trabalho, foram investigados os efeitos do teste e re-teste da
preferéncia claro-escuro e do display agressivo, bem como o efeito da intoxicagao

progressiva e aguda de chumbo para estes testes.

Validacéo da Preferéncia Claro-Escuro

Os resultados obtidos indicaram a alteracdo de comportamento nos
compartimentos branco e preto na caixa BP devido ao aumento no tempo de
permanéncia no compartimento preto. Os dados da Figura 2 e da Tabela 2, mostram
uma lateralizagdo do comportamento na caixa BB, indicando o carater territorial dos
Betta, mas nao a preferéncia por um dos dois compartimentos (esquerdo ou direito).

A preferéncia pelo compartimento escuro confirmada € consistente com o0s
dados de outras espécies de teledsteos, sendo estes: Peixe Dourado (Carassius
arautus), Paulistinha (Danio rerio), Lambari (Axtyanax autiparanae), Néon
(Paracheirodon axelrodi), Tuvira (Gymnotus carapo) e Lebiste (Poecila reticulata)
(MAXIMINO et al., 2007; GOUVEIA et al., 2005; SERRA, MEDALHA E MATTIOLI,
1999)

O comportamento de escototaxia é possivelmente um comportamento anti-
predatério da ecologia de alguns peixes, 0 que aumenta a probabilidade de
sobrevivéncia da espécie (GOUVEIA et al., 2005). Este comportamento, selecionado
naturalmente, nada mais é que uma resposta ao medo, na qual a estratégia
comportamental adotada é a esquiva ou fuga de ambientes aversivos (sejam eles
claros ou abertos), proporcionando, assim, um maior tempo de permanéncia no

compartimento preto do aparato.
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Teste e Re-Teste da Preferéncia Claro-Escuro

O teste e re-teste da preferéncia claro-escuro no Betta splendens nao
apresenta alteracdes do comportamento de escototaxia. Afinal, cinco testes
consecutivos foram realizados (teste 1, 2, 3, 4 e 5), com intervalo de 24 horas entre
eles, e os resultados obtidos demonstram que o comportamento de escototaxia se
manteve ao longo dos cinco testes. Logo, ndo ha alteragdo no tempo de
permanéncia no compartimento preto e branco, no niumero de alternancias e no
tempo de primeira laténcia (Figura 3, Tabela 3).

Esses dados podem ser encontrados no Carassius auratus (BRITO et al.,
2007). Possivelmente, a manutencdo destes comportamentos ao longo de cinco
exposi¢cbes consecutivas a caixa claro-escuro deve-se a manutencdo, ou néo-
habituacao, do valor aversivo do compartimento escuro do aparato. A habituacdo é
uma aprendizagem né&o-associativa, na qual a repeticdo ou a re-exposicdo a um
estimulo in6cuo atenua o seu possivel valor aversivo (LENT, 2001). No caso do
Betta splendens, no teste e re-teste da preferéncia claro-escuro, ndo houve a
formacao de memdria permanecendo, assim, o valor aversivo ao compartimento

branco durante os cinco testes.

Intoxicacdo Progressiva e Aguda no Teste de Preferéncia Claro-Escuro

Os dados apresentados nos experimentos 4 e 5 indicam que, quando
comparado com 0s grupos intoxicagao (progressiva, no experimento 4; e aguda, no
experimento 5), o grupo controle apresenta uma aparente habituacdo ao teste de

preferéncia claro-escuro (Tabela 4 e 5).
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Os dados do grupo IP (Figura 4,Tabela 4) e IA (Figura 5, Tabela 5) indicam
que o tempo de permanéncia no compartimento preto e no compartimento branco
nao diferem entre os cinco testes realizados, ou seja, ndo se encontrou habituacéo
no teste de preferéncia claro-escuro.

O chumbo, em mamiferos, reduz da densidade de receptores do tipo NMDA,
receptor glutamatérgico importante para o LTP hipocampal, impedindo, dessa forma,
a formacdo da memoéria de longo prazo GILBERT E LASLEY, 2002; VASQUEZ E
ORTIS, 2004; GILBERT E LASLEY, 2007; LASLEY, GREEN E GILBET, 2001;
MUNHOZ et al., 1981; MENG et al.,2003). O chumbo também bloqueia a acdo de
calcio dependente da atividade do PKC, assim impedindo a transicdo de memoria de
curto-prazo em LTP (VASQUES E ORTIS, 2004). E factivel pensar que tal efeito
ocorra de forma similar em peixes.

De acordo com esses dados, os efeitos comportamentais da intoxicagao por
chumbo independem da forma de intoxicac&o (progressiva ou aguda), nas dosagens
de 12, 24, 36, 48 ou 60 ugPb/L ou periodo de exposicéo ao teste pos intoxicacdo de
60 pgPb/L (24, 48, 72, 96 ou 120 horas). O efeito do chumbo da-se, muito
sutiimente, sobre a aprendizagem e a formacdo da memoria de longo-prazo da
habituacao.

Nos grupos de intoxicacdo progressiva (Figura 4, Tabela 4) e aguda (Figura 5,
Tabela 5), submetidos ao teste de preferéncia claro-escuro, ndo foram obtidos
resultados indicativos de aumento da atividade locomotora (medida pelas
alternéancias) ou ansiedade (pela permanéncia no compartimento preto).

Enquanto o chumbo esta relacionado ao aumento da atividade locomotora em
animais ndo piscinos (MARCO, HALPERN E BARROS, 2005; VIRGOLINI et al.,

2004; ADHAMI et. Al., 2000), ha contradigcbes acerca do aumento desta atividade
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em peixes (ATCHISON, HENRY e SANDHEINRICH,1987). Os experimentos 4 e 5,
indicam que no teste de preferéncia claro-escuro o Betta splendens ndo apresenta

alteracao da atividade locomotora para os dois grupos.

Teste e Re-teste do Display Agressivo

No experimento 5, investigou-se o efeito do teste e re-teste do display
agressivo no Betta splendens. Observou-se que nas cinco exposicdes consecutivas
(testes 1, 2, 3, 4 e 5) do teste de display agressivo em espelho, separadas em
intervalos de 24h, ndo houve alteracdo dos comportamentos do display, nem de
seus componentes (Figuras 6, 7 e 8, Tabelas 6, 7 e 8), com exce¢ao de Nado
Ondulado (Figura 7, Tabela 7).

O comportamento Nado Ondulado (NO) apresentou aumento,
estatisticamente significante, no teste 3 quando comparado aos testes 1, 2 e 4.
Estes dados indicam uma possivel variavel interveniente desconhecida que
controlou este comportamento durante o teste 3, aumentando sua frequéncia. Esta
hip6tese confirma-se com a nao diferenca na frequéncia de NO entre os testes 1, 2,
4 e 5, indicando que, no teste 4 e 5, quando esta variavel aparentemente dissipou-
se, o comportamento NO volta a sua linha de base.

Estes dados corroboram pesquisas anteriores, as quais nao encontra-se
habituacdo do display agressivo do Betta splendens em menos de 24 horas de
exposicdo ao espelho (CLAYTON e HINDE 1968; MELISKA e MELISKA 1976),
contato visual ou contato direto (PEEKE e PEEKE 1970; Klein, FIGLER e PEEKE

1975).
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Intoxicacdo Progressiva sobre o Teste de Display

No experimento 6, observou-se o efeito da intoxicacdo progressiva no teste
de display agressivo. Houve um aumento na frequéncia dos dois comportamentos
dos componentes proprios do display (Display Horizontal e Display Vertical) e,
inclusive, um aumento deste componente (Figura 9, Tabela 9).

Houve também aumento na frequéncia dos componentes correlatos do
display (Figura 11, Tabela 11). Embora tenha ocorrido uma diminuicdo nos
comportamentos Descansar (D), Afastar (Af) e Arquear (Ar), o aumento de Emergir
(E), Carga (C) e Mostrar Corpo (MC) mantiveram o aumento geral dos componentes
correlatos ao display. Observando-se estes efeitos em de C e Af a partir do segundo
teste, devido ao aumento da atividade geral, houve uma diminui¢cdo na frequéncia de
Descansar.

A diminuicdo de Af e Ar devem-se as atividades concorrentes. Como Ar € um
comportamento que ocorre sem DH e DV, 0 aumento destes comportamentos gera,
consequentemente, a diminuicdo da frequéncia de Ar. JA& o Af, que é um
comportamento de ataque longo com possivel funcdo de marcacao territorial, teve
sua frequéncia diminuida, provavelmente, devido ao aumento do comportamento de
carga, sendo substituido por este movimento de ataque direto.

O aumento de E explica-se pelo aumento de DH e DV, os quais aumentam a
abertura de opérculo em situacdo de display. A abertura de opérculo impede a
obtencdo de oxigénio (ABRAHAM, HOBB & HARE, 2005), implicando em um
aumento na frequéncia do comportamento de emergir.

Os componentes de mobilidade do display (Figura 10, Tabela 10)

apresentaram diminuicdo no teste de display agressivo. Novamente observa-se que
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h& diferenca (Tabela 10, linha 3 e 4) no comportamento NO e nos CMD com relacao
ao teste 3. Este dado ocorre devido ao aumento do comportamento de NO no
terceiro teste do grupo controle, ja explicado anteriormente.

Contudo, observa-se que 0s componentes proprios e correlatos do display, 0os
quais possuem comportamentos diretamente vinculados a apresentacdo do display
(DH e DV) e a agresséo (C, MC e Af), aumentaram suas frequéncias, enquanto que
os componentes de mobilidade do display as diminuiram.

A diminuicdo dos componentes de mobilidade do display ndo implica em uma
diminuicdo da atividade motora, j& que todos 0s seus comportamentos ocorrem em
situacdo de nao display horizontal ou vertical. Ou seja, estes sdo comportamentos
concorrentes. Portanto, um aumento na exibicdo do display, invariavelmente,

implicaria na diminuicdo dos comportamentos destes componentes.

Intoxicacédo Aguda sobre o Teste de Display Agressivo

No experimento 7, o efeito da intoxicagdo aguda de chumbo se da,
aparentemente, com menos intensidade sobre o comportamento agressivo do Betta
splendens.

Nos componentes préprios do display (Figura 12, Tabela 12), apenas o DV
apresentou aumento. Os CPD também apresentou aumento na frequéncia de
comportamentos em situacdo de display. Todavia, os componentes de mobilidade
do display (Figura 13, Tabela 13) ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas, e por isso, o aumento da frequéncia de NO no teste 3 do grupo
controle néo foi indicado na analise estatistica.

JA4 nos componentes correlatos do display (Figura 14, Tabela 14), os

resultados foram praticamente os mesmos do experimento 6, com excecao de D,
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que néo apresentou diferenca com relagdo ao controle. Para 0s outros
comportamentos, as diferencas, comparadas ao grupo controle, se mantiveram: Af e
Ar diminuiram e E, C e MC aumentaram suas frequéncias. Estes efeitos, em C e Af,
ocorreram no segundo teste, indicando novamente a substituicdo de Af por C.
Talvez, um possivel aumento dos componentes de mobilidade do display, em
relacdo ao grupo IP, esteja diretamente relacionado a diminuicdo do DH e ao
aumento de D. Tornando, assim, as frequéncias destes comportamentos mais
préximas as frequéncias do grupo controle. Estes dados indicam um sutil aumento
da atividade locomotora acompanhado pela queda da agressividade do grupo IA

guando comparado ao grupo IP.
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CONCLUSAO

Os comportamentos estudados nos dois testes utilizados sao diferentes. No
teste de preferéncia claro-escuro o comportamento em foco é a ansiedade. Esta € o
primeiro nivel da reacdo de defesa (GRAEFF, 1994; BLANCHARD & BLANCHARD,
1988), o qual medeia quatro estratégias comportamentais: imobilizacdo, fuga,
agressao defensiva ou submissdo (ZANGROSSI JR., 1996; BLANCHARD E
BLANCHARD, 1988).

Estas estratégias comportamentais sdo mediadas pelos mecanismos da
ansiedade, ou seja, pela acéo serotoninérgica (5-HT). Em mamiferos, o aumento de
5-HT na regido do septo-hipocampal e da amigdala aumenta a probabilidade de
esquiva, enquanto que a acao do 5-HT na matéria cinzenta periaquidutal aumenta a
probabilidade de fuga e agresséao defensiva (GRAEFF, 2002).

Nos resultados obtidos, o chumbo possivelmente ndo age sobre o sistema
serotoninérgico. Desta maneira, ao expor o Betta splendens a um teste
possivelmente modulado pela acdo de 5-HT, a intoxicagdo por chumbo néo
apresentou efeito que indicasse alteracao desta ansiedade.

No teste de display agressivo, o comportamento estudado € a agresséo, que
possui outros mecanismos. De maneira geral, 0 aumento de dopamina no sistema
mesolimbico (nucleo accumbens, o estriado ventral, os nucleos da estria terminal,
partes da amigdala e do hipotalamo, os nlcleos septais laterais, o cortex entorrinal,
cortex medial frontal e o cértex cingulado anterior) e a diminuicdo de serotonina
nestes terminais, aumentam o comportamento de agressao ofensiva em mamiferos
(OADES et al. 2008; DeLEON, et al., 2002; FERRARI et al., 2003; ERP e MICZEK,

2000).
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Estudos indicam que o chumbo inibe a recaptacdo dopaminérgica (EDDINE,
MILOUDE e ABDELKADER, 2005; MARCHETTI 2003) e diminui o numero de
neurénios dopaminérgicos no SNC (TAVAKOLI-NEZHAD, BARRON e PITTS, 2001).
Esta dopamina ndo capturada acaba por ser distribuida passivamente através do
liguor as areas periféricas do sistema mesolimbico, aumentando assim o nivel da
dopamina no nucleo accumbens, o que pode provocar o amento da agressividade.

Os dados com o Betta splendens, no teste de display agressivo, indicam que
chumbo produz aumento de comportamentos agressivos ofensivos, que
possivelmente decorrem da inibicdo da recaptagcdo dopaminérgica (EDDINE,
MILOUDE e ABDELKADER, 2005; MARCHETTI 2003). Esses dados séo
semelhantes aos dados encontrados na literatura, que indicam o aumento da
agressividade em humanos (NEEDELEMAN et al., 2002; DIETRICH et al., 2001,
STRETESKY E LYNCH , 2001) e em modelos animais né&o-piscinos (DELVILLE
1999; CERVANTES et al. 2005), nos quais o chumbo aumenta a frequéncia de
comportamentos agressivos.

Desta forma, pode-se concluir que o chumbo, tanto em doses progressivas,
quanto em doses agudas, produz um possivel aumento dos comportamentos

agressivos e déficits de aprendizagem e na formacao de memoria de longo-prazo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nossos dados indicam que a espécie estudada:

1. Apresenta comportamento de escototaxia (preferéncia por escuriddo) no

teste de preferéncia claro-escuro.

2. N&o apresenta habituacdo do comportamento de escototaxia no teste e re-
teste de preferéncia claro-escuro, exceto quando comparados aos grupos de

intoxicacao progressiva e intoxicacao aguda.

3. Apresenta déficits sutis na formagdo de memoéria de longo-prazo,
provocados pela intoxicacéo progressiva e aguda de chumbo no teste de preferéncia

claro-escuro.

4. Nao apresenta efeito que indique a alteracdo de ansiedade provocado pela

intoxicag&o por chumbo no teste de preferéncia claro-escuro.

5. Ndo h& habituacdo dos comportamentos e componentes do display no

teste e re-teste do display agressivo com apresentacao de espelho.

6. Apresenta aumento nos comportamentos dos componentes préprios e
correlatos do display, proporcional ao aumento da agressividade provocada pelo

chumbo no teste de display agressivo.
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ANEXOS

Experimento 1 - Validac&o do Teste de Preferéncia Claro-Escuro

Caixa Medida Soma Preto/ Soma Branco/ NUmero de Primeira
Esquerda (s) Direita (s) Alternancias Laténcia (s)

BB MEDIA 551,14 348,86 17,29 31,43
BB EP* 58,17 58,17 4,10 6,41

BB DP** 153,91 153,91 10,86 16,97
BP MEDIA 842,43 57,57 5,29 65,71
BP EP 30,76 30,76 3,10 45,99
BP DP 91,20 91,20 7,85 95,63
PP MEDIA 480,29 419,71 14,14 92,29
PP EP 34,47 34,47 2,97 36,15
PP DP 81,38 81,38 8,19 121,67

* EP = Erro Padrao

** DP = Desvio Padrdo

Experimento 2 — Efeito do Teste e Re-Teste de Preferéncia Claro-Escuro

Teste Grupo Medida Preto (s) Branco (s) NUmero de Primeira
Alternancias  Laténcia (s)
1 Contole  MEDIA 842,43 57,57 5,29 65,71
1 Contole EP 34,47 34,47 2,97 36,15
1 Contole DP 91,20 91,20 7,85 95,63
2 Contole  MEDIA 761,14 138,86 10,57 90,71
2 Contole EP 41,26 41,26 3,07 42,28
2 Contole DP 109,17 109,17 8,12 111,87
3 Contole  MEDIA 737,71 162,29 10,14 81,14
3 Contole EP 58,07 58,07 2,78 33,39
3 Contole DP 153,65 153,65 7,36 88,34
4 Contole  MEDIA 693,53 206,47 14,86 179,71
4 Contole EP 63,60 63,60 4,41 92,13
4 Contole DP 168,26 168,26 11,67 243,75
5 Contole  MEDIA 674,29 225,71 14,00 73,86
5 Contole EP 65,80 65,80 3,38 39,51
5 Contole DP 174,08 174,08 8,94 104,53
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Experimento 3 - Efeito da Intoxicagcao Progressiva sobre o Teste de Preferéncia
Claro-Escuro

Teste Grupo Dose Medida Preto(s) Branco(s) Numero de Primeira

(ugPb/L) Alternancias Laténcia (s)
1 IP 12 MEDIA 698,25 201,75 13,25 67,88
1 IP 12 EP 25,91 25,91 1,73 19,48
2 IP 24 MEDIA 654,50 245 50 14,50 107,63
2 IP 24 EP 22,16 22,16 1,73 44,26
2 IP 24 DP 59,76 59,76 2,98 57,35
3 IP 36 MEDIA 662,75 237,25 14,63 50,50
3 IP 36 EP 43,18 43,18 1,96 28,13
3 IP 36 DP 151,46 151,46 10,21 66,43
4 IP 48 MEDIA 637,50 262,50 8,50 143,63
4 IP 48 EP 94,88 94,88 1,45 116,11
4 IP 48 DP 287,04 287,04 6,16 203,44
5 IP 60 MEDIA 698,00 202,00 8,88 118,38
5 IP 60 EP 83,68 83,68 1,68 66,15
5 IP 60 DP 266,99 266,99 8,95 181,53

Experimento 4 — Efeito da Intoxicacdo Aguda sobre o Teste de Preferéncia
Claro-Escuro

Teste  Grupo Dose Medida Preto(s) Branco(s) Nuamero de Primeira
(ngPb/L) Alternancias  Laténcia (s)
1 1A 60 MEDIA 729,75 170,25 11,25 4738
1 IA 60 EP 34,15 34,15 1,44 25,45
1 IA 60 DP 73,29 73,29 4,89 55,09
2 IA 60 MEDIA 722,75 177,25 11,63 109,13
2 IA 60 EP 21,13 21,13 1,05 20,28
2 IA 60 DP 58,63 58,63 4,57 117,10
3 IA 60 MEDIA 708,14 191,86 10,14 58,86
3 IA 60 EP 53,55 53,55 3,61 23,49
3 IA 60 DP 114,23 114,23 5,18 74,42
4 IA 60 MEDIA 675,14 224,86 6,14 191,71
4 IA 60 EP 101,48 101,48 2,18 71,93
4 IA 60 DP 251,04 251,04 3,85 307,21
5 IA 60 MEDIA 674,57 22543 6,86 123,29
5 1A 60 EP 94,40 94,40 3,16 64,18
5 IA 60 DP 221,41 221,41 4,45 175,03




Experimento 5 - Efeito do Teste e Re-Teste do Display Agressivo
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Teste Grupo Medida DH DV CPD Ab NL NO CMD
1 Controle MEDIA 1029 586 1614 014 157 1,29 3,00
1 Controle  EP 134 101 215 014 078 052 0,93
1 Controle ~ DP 355 267 570 038 207 138 2,45
2 Controle MEDIA 11,71 643 1814 000 1,43 2,00 3,43
2 Controle EP 119 180 269 000 053 038 0,65
2 Controle DP 3,15 4,76 7,10 0,00 140 1,00 1,72
3 Controle MEDIA 1229 871 21,00 014 186 643 8,43
3 Controle EP 264 230 369 014 067 1,73 2,18
3 Controle ~ DP 699 607 976 038 177 458 5,77
4 Controle MEDIA 1043 6,29 1671 057 286 186 5,29
4 Controle EP 219 176 385 030 09 067 1,51
4 Controle ~ DP 580 464 1019 079 254 177 3,99
5 Controle MEDIA 1186 557 1743 043 186 314 5,43
5 Controle  EP 260 188 402 020 080 1,10 1,02
5 Controle ~ DP 687 49 1063 053 212 291 2,70
Teste Grupo Medida B D E Af C MC Ar CCD
1 Controle MEDIA 314 071 686 157 1300 13,71 657 4557
1 Controle  EP 970 029 162 069 360 450 292 1086
1 Controle ~ DP 186 076 430 181 952 1191 7,72 2874
2 Controle MEDIA 300 114 457 214 1414 1829 829 51,57
2 Controle  EP 0@ o051 048 080 361 538 223 9,67
2 Controle ~ DP 163 135 127 212 956 1423 591 2559
3 Controle MEDIA 329 057 557 314 2000 2129 943 6329
3 Controle  EP g7 020 084 204 619 511 276 12,99
3 Controle ~ DP 229 053 223 540 1638 1351 7,30 34,38
4 Controle MEDIA 314 086 571 243 1214 13,00 314 40,43
4 Controle  EP 074 034 078 090 255 465 139 7,62
4 Controle ~ DP 195 090 206 237 674 1232 367 2017
5 Controle MEDIA 329 043 457 100 1443 1457 657 44,86
5 Controle  EP 963 020 1,13 085 848 492 320 1544
5 Controle ~ DP 180 053 299 224 2243 1302 846 40,85




Experimento 6 - Efeito da Intoxicagcao Progressiva sobre o Teste de Display
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Agressivo

Teste Grupo Medida DH Dv. CPD Ab NL NO CMD

1 IP MEDIA 18,25 18,88 37,13 0,00 1,25 150 275

1 IP EP 1,35 127 2,09 000 025 042 059

1 IP DP 3,81 360 591 000 071 120 1,67

2 IP MEDIA 16,63 16,75 33,38 025 063 0738 125

2 IP EP 2,10 228 436 016 0,18 0,18 045

2 IP DP 5,93 6,45 12,33 046 052 052 1,28

3 IP MEDIA 16,75 17,38 34,13 063 1,25 1,00 288

3 IP EP 3,23 375 697 038 037 027 083

3 IP DP 915 1060 19,72 1,06 104 0,76 2,36

4 IP MEDIA 16,25 1575 32,00 0,00 1,13 050 1,63

4 IP EP 3,35 338 673 000 061 019 056

4 IP DP 9,48 957 19,03 000 1,73 053 1,60

5 IP MEDIA 13,75 12,88 26,63 0,00 0,63 0,38 1,00

5 IP EP 3,42 354 695 000 026 018 0,33

5 IP DP 968 10,01 19,65 0,00 0,74 052 0,93
Teste Grupo Medida B D E Af MC  Ar CCD
1 IP MEDIA 200 013 888 138 1325 2438 0,63 50,63
1 IP EP 076 013 190 082 214 3,40 0,42 6,26
1 IP DP 214 035 538 233 6,04 9,62 1,19 17,70
2 IP MEDIA 125 025 1225 0,75 2913 3950 0,38 83,50
2 IP EP 016 025 322 031 586 6,88 0,18 14,75
2 IP DP 046 071 910 0,89 16,57 19,47 0,52 41,72
3 IP MEDIA 088 050 10,13 0,88 44,38 30,50 0,63 87,88
3 IP EP 035 027 319 0,35 1580 7,46 0,32 24,74
3 IP DP 099 0,76 9,01 099 4470 21,11 0,92 69,97
4 IP MEDIA 138 025 813 113 37,13 2600 1,75 75,75
4 IP EP 038 016 312 055 1439 6,95 0,94 22,41
4 IP DP 1,06 046 882 155 4069 19,67 2,66 63,38
5 IP MEDIA 088 0,75 838 063 30,75 20,75 113 63,25
5 IP EP 023 041 398 026 1669 645 0,30 24,83
5 IP DP 064 116 11,26 0,74 4720 1824 0,83 70,23
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Experimento 7 - Efeito Intoxicacdo Aguda sobre o Teste de Display Agressivo

Teste Grupo Medida DH DV CPD Ab NL NO CMD
1 IA MEDIA 16,75 16,38 33,13 0,00 4,63 5,13 9,75
1 IA EP 366 3,75 7,39 0,00 2,72 2,94 5,63
1 1A DP 968 993 1956 0,00 7,19 7,79 14,91
2 IA MEDIA 17,13 1575 32,88 0,00 3,75 3,00 6,75
2 IA EP 362 372 7,32 0,00 2,41 1,67 4,04
2 IA DP 957 984 1938 0,00 6,36 441 10,70
3 IA MEDIA 1514 1457 29,71 0,57 3,43 2,14 6,14
3 IA EP 388 387 7,75 0,30 2,32 1,82 4,38
3 IA DP 10,27 10,24 2050 0,79 6,13 481 11,58
4 IA MEDIA 1486 14,14 29,00 0,14 2,29 2,14 4,57
4 IA EP 374 3,75 7,49 0,14 1,67 1,82 3,61
4 IA DP 991 992 1982 0,38 442 481 9,55
5 IA MEDIA 12,14 1157 23,71 014 414 3,00 7,29
5 1A EP 425 4,19 844 0,114 2,09 1,41 3,42
5 IA DP 11,25 11,09 22,33 0,38 5,52 3,74 9,05
Teste Grupo Medida B D E Af C MC Ar CCD
1 1A MEDIA 463 025 9,00 167 1438 3125 125 62,00
1 IA EP 269 017 203 0,85 2,92 4,76 0,63 8,31
1 IA DP 713 046 537 225 773 1259 167 21,98
2 IA MEDIA 375 050 10,88 1,13 2725 3925 1,13 83,88
2 IA EP 230 040 304 032 556 7,99 0,32 14,75
2 IA DP 6,09 1,07 804 083 1470 21,13 083 39,01
3 1A MEDIA 229 043 1900 0,00 7957 3043 200 133,71
3 IA EP 125 030 6,32 000 2449 8,11 1,20 34,35
3 IA DP 330 079 16,72 0,00 64,79 2146 3,16 90,87
4 IA MEDIA 129 043 1843 014 61,71 3529 143 11871
4 IA EP 061 0,30 529 014 24,49 9,47 1,11 34,49
4 IA DP 1,60 0,79 1399 0338 6480 2504 294 91,25
5 1A MEDIA 257 100 11,71 0,00 40,00 2457 1,71 8157
5 IA EP 097 058 404 0,00 19,78 9,20 0,75 29,00
5 IA DP 257 153 1069 0,00 52,34 2435 198 76,72
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