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' 1- OBJETIVO

Comparar respostas eletrofisiologicas de Perna perna (mexilhoes), exposto
a diferentes condicoes de "stress" osmotico cronico (durante 14 dias ou mais) e

agudo, para verificar como o tecido nervoso se comporta diante de variacoes da
salinidade.

2 - DESCRICAO DO EXPERIMENTO

Os animais foram coletados em Sao Sebastiao e transportados em caixas de
isopor, sem agua, para Sac Paulo, onde foram colocados em tanques equipados com
filtro biologico cheios de agua do mar do mesmo local da coleta. 3 ou 4 dias apos a
coleta, alguns animais foram transferidos para tanques semelhantes contendo agua
do mar nas salinidades de 2.4% ou 1.9%, com finalidade de aclimatacao. Os animais
permaneceram nesses tanques por 14 dias no minimo antes de serem utlizados.
Dessa forma foram constituidos 3 grupos de animais: o primeiro com animais
mantdos em condicoes de salinidade normal (3.4%), e outros dois contendo animais
aclimatados em condicoes de salinidade de 2.4% e 1.9% respectivamente. Foram
utilizados animais com ate 20 dias apos o final do periodo de 14 dias de aclimatacao,
pois nao ha possibilidade de alimentar os animais nos tanques. Nao houve reposicao
de animais nos tangues.

Foram selecionados animais com aproximadamente 7cm de comprimento
para facilitar o acesso ao nervo conectivo cerebro-visceral. Antes de serem
utilizados, 0s animais foram submetidos a testes de reacao de fechamento de valvas:
se apos aplicada pressao nas valvas o animal se fechasse e se mantivesse fechado,
era considerado em bom estado; caso contrario era desprezado. Apos os testes
eram realizadas as disseccoes do nervo do animal, e esse era montado em uma
camara especial para a estimulacao eletrica. Essa estimulacao era feita atraves da
aplicacao de uma diferenca de potencial entre 0 nervo e 0 meio onde ele estava
inserido. Os registros das caracteristicas de interesse (respostas ao estimulo
eletrico) foram feitos atraves de wum osciloscopio, e foram obtidos na maioria das
vezes por anotacao simples; houve tambem registros feitos atraves de copia com
papel vegetal ou fotografia.
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Foram medidas 3 caracteristicas em cada registro:

Amplitude do potencial de acao composto (em mV)
Duracao do potencial de acao composto (em minutos)
Velocidade de conducao de estimulos (em ms1)

Potencial de acao composto (PAC) e a diferenca de potencial eletrico entre
a parte interna e externa do nervo, gerada pelo fluxo de ions devido ao estimulo
eletrico. Esse potencial pode ser representado atraves de curvas como a indicada na
figura 2.1 . A velocidade de conducao de estimulos foi calculada atraves da razao
entre a distancia entre os eletrodos de estimulo e registro (constante e igual a 7mm),
e o tempo decorrido entre o estimulo e o registro da resposta do animal.

F 3

pac

>

amplitude

,tempo
duracao L

-

Figura 2.1: Curva representando o potencial de acao compeosto ao longo do tempo
devido a uma estimwlacao eletrica.

Com o nervo montado na camara, media-se a amplitude de potencial de acao
e caso esse potencial ficasse abaixo de 6mV, o nervo era desprezado; esse limite foi
considerado como uma indicacao do "stress” devido a disseccao do animal.

Inicialmente os animais foram observados na salinidade de aclimatacao. Apos
essa observacao, iniciavam-se os testes com o nervo, expondo-o durante 2 minutos
a uma salindade teste e anotando as respostas observadas. Em seguida a medicao,
retornava-se a salinid~de de origem ate 0 nervo se reestabelecer (mais ou menos 3
minutos). Fazia-se nesse ponto uma nova medida das variaveis (controle), e em
seguida testava-se outra vez o nervo (vide figura 2.2). Esse ciclo se repetia ate que

_4-
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se fizessem todos 0s testes ou que o registro da amplitude de resposta fosse igual
Ou menor que bmV, pois espera-se um decaimento do nivel de resposta ao longo do
tempo, atribuido a manipulacao cirurgica do nervo e ao proprio "stress" que sofre o

nervo durante o experimento. Nesse caso o nervo era desprezado e substituido por
outro,

1nicial teste cont teste cont teste

GRUPD 1.9y HiCLLnatacao Losat Jaom)sae [t ]sas |
" taldias  2ain Jmn 2mn Jmn 2 mn teRpo

1nicial teste cont teste cont teste
o 2.4y 2wt | satt [ ok st o sy [

14 3 28 dias 2mn  3min 2min 3 min 2 min tempo

1nicial teste cont teste cont teste cont teste

Lt Jam] sa2 Jaae]sas [om ) san | o .
GG 3'I‘xl;anin 13 uinl ;anin 3 nin ;alin 3 min l ;anin tenpo

Figura 2.2: Esquema de aplicacao dos testes para cada um dos grupos. Sal repre-
senta qualquer uma das salinidades teste, que eram escolhidas aleato-
riamente pela pesquisadora durante o experimento.

As salinidades teste sao: 0.7%, 1.4%, 1.9%, 2.4% e 3.4%. Alem disso, ha dois
tipos de meio: hipo e iso osmotico. O meio hipo osmotico era obtido diluindo-se
agua com salinidade 3.4% com agua destilada ate atingir a salinidade desejada; o
mesmo se fazia para obter o meio i50 osmotico porem, acrescentava-se tambem
sacarose para manter a pressao osmotica do meio.

Todas as medidas foram feitas pela propria pesquisadora, e durante as
mesmas a temperatura foi mantida por volta de 20°C. No inicio da pesquisa foi
somente considerada a variavel amplitude de resposta, por ter sido considerada essa
‘a unica caracteristica que poderia sofrer uma maior influencia da salinidade. Apos
algumas observacoes foi resolvido que duracao do potencial e velocidade de
conducao do estimulo deveriam ser observadas. Portanto 0 numero de medidas de
velocidade de conducao e menor que o de duracao. que por sua vez ¢ menor que o -
numero de medidas da amplitude da resposta.
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Abaixo estao indicadas as salinidades teste em que foram feitas observacoes

em cada um dos grupos; I corresponde ao meio iso-osmotico e H a0 meio hipo-
osmotico.

SALINIDADES TESTE

IR 2K 1R 1 R
1T 1T KT K1 B0
B34 = ¥ = 2 = LN I A
B2.4% | = x ¥ ¥ ¥ FE  OE R
B19% | = * S * = & B
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3 - ESTRUTURA DOS ARQUIVOS DE DADOS E

Foram fornecidos dois conjuntos de dados pela pesquisadora. O primeiro
continha medidas das 3 caracteristicas de interesse para cada um dos grupos, apos o
periodo de aclimatacao. O segundo conjunto sao os dados do experimento, 0s quais
foram organizados em 3 arquivos contendo cada um as 21 variaveis descritas a

seguir;

Nome
Animal
Grupo
Inicial
Cont1
Hipo 3.4
Cont2
Hipo 2.4
Cont 3
Hipo 1.9
Cont4
Hipo 14
Cont s
Hipo 0.7
Cont 6
1s0 2.4
Cont 7
Iso 1.9
Cont 8
Iso14
Cont9 .
Iso 0.7

Os arquivos de dados foram digitados para utilizacao de microcomputadores

DEFINICAO DE VARIAVEIS

Descricao

Numero de identificacao do animal

Grupo de aclimatacao (34, 24 ou 19)

Medida feita na salinidade de aclimatacao

Medida controle feita apos o teste de salinidade 3.4% hipo
Medida a salinidade 3.4% hipo

Medida controle feita apos o teste de salinidade 2.4% hipo
Medida a salinidade 2.4% hipo

Medida controle feita apos o teste de salinidade 1.9% hipo
Medida a salinidade 1.9% hipo

Medida controle feita apos o teste de salinidade 1.4% hipo
Medida a salinidade 1.4% hipo

Medida controle feita apos o teste de salinidade 0.7% hipo
Medida a salinidade 0.7% hipo

Medida controle feita apos o teste de salinidade 2.4% iso
Medida a salinidade 2.4% iso

Medida controle feita apos o teste de salinidade 1.8% iso
Medida a salinidade 1.9% iso

Medida controle feita apos o teste de salinidade 1.4% iso
Medida a salinidade 1.4% iso _

Medida controle feita apos o teste de salinidade 0.7% iso
Medida a salinidade 0.7% iso

PC e para a maquina 86900 do Centro de Computacao Eletronica da USP,
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4 - ANALIS S
4.1 - Analise dos dados correspondentes a salinidade de aclimatacao

Inicialmente foram estudadas as caracteristicas de interesse medidas na
salinidade de aclimatacao, que estao indicadas nas Tabelas 4.1, 4.2 e 4.3; nota-se que
nem todos os animais foram usados posteriormente nos testes.

Foram calculadas medias, desvios-padroes, valores maximos e minimos para
cada caracteristica de interesse em cada grupo (Tabelas 4.4, 4.5 e 4.6); alem disso
esses dados foram dispostos em graficos (Figuras 4.1 a 4.9), nos quais estao
representados intervalos de 3 desvios-padroes em torno das respectivas medias, o
que corresponde a um intervalo de confianca de 99%, no caso de distribuicoes
normais. Foram detectadas 3 observacoes fora desses intervalos: observacao 6 do
grupo 1.9% correspondente a variavel duracao do PAC (Fig. 4.6); observacao 6 do
grupo 3.4% correspondente a variavel velocidade de conducao de estimulos (Fig.
4.7); observacao 10 do grupo 2.4% correspondente a variavel velocidade (Fig. 4.8).
As estatisticas descritivas e 05 graficos foram refeitos com a eliminacao dessas
observacoes (Tabela 4.7 e Figuras 4.10, 4.11 e 4.12), indicando que eles sao
possiveis "outliers" . pode-se observar uma significativa diminuicao da amplitude
dos intervalos (ha uma reducao da variancia), e tambem uma diminuicao da
magnitude das medias. Um exame das condicoes experimentais nao revelou
nenhuma anormalidade na ocasiac de obtencaoc desses dados. Tambem nao foram
identificados erros de transcricao.

Para cada caracteristica de interesse foi aplicado o teste de aderencia de
Kolmogorov-Smirnov (Conover, 1980) em cada grupo. Os resultados estao
indicados na tabela 4.8 e com um nivel de significancia de 5%, nao ha evidencia para
rejeicao da hipotese de que os dados seguem distribuicoes normais.

As variancias de cada uma das caracteristicas de interese podem ser
consideradas homogeneas entre 0§ grupos: a razao entre a maxima e minima
variancia foi menor que 4 para cada caracteristica. Para comparar as medias
populacionais corresnondentes aos 3 grupos utilizamos duas tecnicas: Analise de
Variancia (ANOVA, com um fator (Neter e Wasserman, 1975) e testes de Kruskal-
- Wallis (Conover, 1980), usandq o programa MicroStat. A ANOVA requer a

-8-
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suposicao de que os dados obedecem a distribuicoes normais, enquanto que o teste
de Kruskall-Wallis nao nescessita dessa suposicao, e e mais eficiente que a
ANOVA quando essa suposicao nao se verifica. Este ultimo criterio foi utilizado
apenas para efeito de complementacao, dado que nao ha indicacoes de violacao da
suposicao de normalidade dos dados A tabela 4.9 contem os niveis descritivos dos
dois testes para cada uma das variaveis., Ambos 0s teste indicaram a mesma
conclusao: ha evidencias de diferencas em relacao a amplitude media do PAC, e
igualdade para as demais caracteristicas de interesse. Em outras palavras ha
indicacoes de que a aclimatacao em salinidades menores tende a se refletir em
amplitudes medias do PAC menores. Essas analises foram refeitas com a exclusao
dos possiveis "outliers”, e nao houve nenhuma mudanca nas conclusoes.

As analises estatisticas foram realizadas com a utilizacao dos seguintes
pacotes computacionais: MicroStat (versao 4.1) e StatGraphics (versao 1.2).

4.2 - Analise dos dados correspondentes as salinidades-testes

Para cada um dos tres grupos (G3.4, G2.4 ¢ G1.9) foram calculadas medias,
desvios-padroes, valores maximos e minimos de cada uma das tres variaveis
respostas (amplitude, duracao e velocidade) em cada uma das salinidades-testes; as
mesmas estatisticas descritivas foram calculadas para as respostas controles
correspondentes. Essas estatisticas estao indicadas nas Tabelas 4.10 a 4.18 . Nao ha
indicacoes grosseiras de heterogeneidade de variancias nem de existencia de
observacoes discrepantes. Para avaliar as tendencias de comportamento
longitudinal, foram construidos graficos das respostas medias observadas em funcao
das salinidades-testes em cada caso; esses graficos estao apresentados nas Figuras
4.13 2 4.18 . Na construcao desses graficos nao foi levada em conta a variacao das
respostas controles. Dois exemplos de graficos indicando a variacae da amplitude
com a resposta controle estao indicados nas Figuras 4.13a e 4.13b .

Convem notar que a presenca de observacoes incompletas (referentes a-
nervos examinados apenas num subconjunto das possiveis salinidades-testes), e a
ausencia de respostas controle correspondentes as observacoes iniciais (realizadas
nas salinidades de aclimatacao), causam problemas tanto na avaliacao da estrutura
de correlacao dos dacos quanto na utilizacao dos metodos classicos para analise de

-9-
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dados longitudinais. As implicacoes dai decorrentes serao levadas em consideracao
na analise proposta.

Para cada um dos meios, uma comparacao das medias dos tres grupos em
cada salinidade teste foi realizada atraves da tecnica de Analise de Covariancia
{ANCOVA) utilizando como covariavel a resposta controle (Neter ¢ Wasserman,
1974, cap. 22). Nesse sentido admitimos que as respostas medias correspondentes
as observacoes iniciais nao necessitavam de ajuste, ou seja, que o valor das
respostas controles nesse casos era identico aos das proprias observacoes. Os
calculos foram realizados com a subrotina BMDP/1V e o modelo inicial adotado foi:

E( Vi ) = max + B € Xy - X ) (4.2.1)

onde:

Vijk - representa aresposta do j-esimo animal do i-esimo grupo na k-esima
salinidade-teste;

Rix . representa aresposta media ajustada por covariancia correspondente
a0 i-esimo grupo na k-esima salinidade-teste;

Bix : representa o coeficiente de ajuste da resposta media pela resposta con-

trole correspondente ao i-esimo grupo na k-esima salinidade-teste;
Xjjk + representa aresposta controle do j-esimo animal do i-esimoe grupo na

k-esima salinidade-teste (esses valores foram tomados iguais a Vijk nos

casos em que k corresponde a salinidade de aclimatacao do grupo i);
Xy . representaaresposta controle media para todos 05 grupos na k-esima
salinidade-teste.

Nesse contexto foram testatadas hipoteses de igualdade dos coeficientes de
ajuste Bjx dos tres grupos em cada salinidade teste, isto e H: By = B = By . Os

niveis descritivos correspondentes a esses testes estao apresentados na Tabela 4.19
e nao ha evidencia para rejeicao das hipoteses mencionadas acima (P > 0.10 em
todos 05 casos, com excecao de alguns que podem ser certamente considerados
espurios). Esse fato sugere a substituicao do modelo (4.2.1) pelo modelo reduzido:

E( ¥ijk ) = mik + By ( Xijk - X ) (4.2.2)

-10-
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onde:

i :representa o coeficiente de ajuste da resposta media pela resposta
controle na k-esima salinidade-teste para os tres grupos.

Com esse modelo, inicialmente foram testadas hipoteses de que 0S
coeficientes de ajuste By sao nulos para cada salinidade-teste (essencialmente,
hipoteses de que as respostas medias nao necessitam de ajuste pelas respostas
controles). Os niveis descritivos correspondentes a esses teste estao apresentados
na Tabela 4.20 e indicam que as hipoteses devem ser rejeitadas em todos 05 casos
(P = 0.0000 , com excecao de um caso onde P = 0.0053), isto e, que o ajuste e
necessario. ‘

Em seguida as respostas medias ajustadas ( pik ) foram comparadas para cada
salinidade-teste separadamente; os niveis descritivos correspondentes a esses
testes estao representados nas Tabelas 4.21, 4.22 e 4.23 juntamente com 05 niveis
descritivos individuais (i.e. nao corrigidos por metodos de comparacoes multiplas)
correspondentes as comparacoes das respostas medias ajustadas para cada par de
grupos; so ha sentido analisar essas comparacoes se antes for rejeitada a hipotese
de igualdade de medias pela ANCOVA, ou seja: se o nivel descritivo da ANCOVA
for menor do gue o aceitavel (fixado a priort). Estimativas dessas medias ajustadas e
de seus respectivos erros-padroes estao indicados nas Tabelas 4.24, 4.25 e 4.26 .
Esse valores sao obtidos atraves das expressoes indicadas no apendice A.

Com base nesses resultados e utlizando o0 metodo de comparacoes multiplas
de Bonferroni (Neter e Wasserman, 1974, cap. 5) com um nivel de significancia
global de 5%, podemos concluir que: nas 3 caracteristicas de interesse as respostas
. medias necessitam de ajuste pelas respostas controle, e esse ajuste e igual para os 3
grupos em cada uma das salinidades-testes; para a variavel amplitude existem
evidencias significativas que as respostas. medias ajustadas de cada um dos grupos
diferem para cada uma das salinidades-testes, com excecao da salinidade-teste 3.4%
no meio hipo osmotico e das salinidades-testes 0.7% nos dois meios; para as demais
caracteristicas de interesse, em nenhuma das salinidades-testes ha evidencias
significativas que as respostas medias ajustadas de cada um dos grupos sao
diferentes entre si; para a variavel velocidade ha uma possivel sugestao que, na
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salinidade-teste 1.4% no meio iso osmotico, a resposta media ajustada do grupo
aclimatado a 1.9% difere das respostas dos demais grupos. '

4.3 - Analise complementar para a amplitude do PAC

Em funcao das diferencas entre grupos detectadas pela ANCOVA para a
amplitude do PAC, tentamos estudar mais detalhadamente a relacao entre essa
variavel e as diferentes salinidades-testes, para os dois meios considerados.
Inicialmente foram construidos graficos da resposta media ajustada em funcao das
diferencas entre salinidades-testes e salinidades de aclimatacao. Esses graficos
estao apresentados nas Figuras 4.19 e 4.20 . Em termos gerais pode-se notar que a
amplitude media ajustada pela resposta controle tende a decrescer com variacoes de
salinidade negativas (diferencas entre salinidades-testes e salinidades de
aclimatacao), e a se manter constante com variacoes de salinidade positivas. Numa
tentativa de quantificacao dessa relacao propusemos modelos lineares da forma:

E( yijk ) = aj + b & 5" + ¢S5 I* + dj Xy (4.3.1)
onde:

a; :representa o coeficiente linear correspondente ao i-esimo grupo,

b; :representa o coeficiente angular para variacoes de salinidades negativas
(salinidades-testes menores que a salinidade de aclimatacao) corres-
pondente a0 i-esimo grupo; ‘

¢ :representa o coeficiente angular para variacaoes de salinidade positivas
(salinidades-testes maiores que a salinidade de aclimatacao) correspon-
dentes ao i-esimo grupo;

d; :representa o coeficiente de ajuste da amplitude media pela resposta

controle para o i-esimo grupo, _
Xjjk : representa a resposta controle do j-esimo animal do i-esimo grupo na

k-esima salinidade-teste;
&gy representa a variacao de salinidade correspondente a k-esima salinida-

de-teste (salinidade-teste menos salinidade de aclimatacao).

=12



SEA

¥ijk tem o mesmo significado que no modelo (4.2.1) e I+ e I' sao funcoes
indicadoras, ou seja: I e igual a 1 quando 2 s, e menor ou igual a 0, e 0 caso
contrario; I* e iguala 1 quando & sy e maior gue 0, e 0 caso contrario.

Estimativas dos parametros, de seus erros-padroes e dos coeficientes de
determinacao R? obtidas atraves dos metodos classicos de Analise de Regressao
(Draper e Smith, 1982) para os 6 modelos (3 grupos de aclimatacao X 2 meios) estao
indicados na Tabela 4.27 . Em todos os casos o ajuste do modelo pode ser
considerado razoavel com base no criterio do coeficiente de determinacao RZ?;
outros criterios nao foram empregados em funcao do carater puramente
exploratorio dessa fase da analise. Em termos gerais pode-se dizer que a amplitude
media ajustada pelos valores da resposta controle tende a decrescer linearmente
com o0 aumento da variacao da salinidade em todos os tres grupos nos dois meios.

Um refinamento da analise consistiu na comparacao dos parametros
correspondentes aos 3 grupos em cada meio considerado individualmente atraves
do metodo de Minimos Quadrados Ponderados (MQP). Essencialmente esse
metodo consiste em o modelar o vetor formado pelos parametros dos tres grupos, B,
atraves de estruturas lineares do tipo X p onde X e uma matrix conhecida e § eum
reduzido de parametros; essa modelagem e baseada na informacao contida no vetor
de estimativas dos parametros @ e de sua matriz de covariancia V obtdos das
analises anteriores. A matriz de covariancia V para cada um dos meios se encontra
no apendice B. Detalhes tecnicos sobre o metodo podem ser encontrados em Koch
e Bhapkar (1982) e Koch e Stokes (1982), por exemplo.

Nesta fase da analise escolhemos inicialmente um modelo de medias de
caselas ( X=I ) e testamos hipoteses correspondentes a ignaldade de parametros
compativeis em cada caso,istoe: Hy:aj=ap=a3 Hyiby=by=b3,Hj c; =3 =¢3,
Hg dy = dp = d3. Tambem em cada caso foram realizadas comparacoes multiplas
guando a hipotese correspondente fosse rejeitada. Os resultados estao resumidos
nas Tabelas 4.28 e 4.29 . Em termos gerais podemos concluir que os coeficientes
lineares e os coeficientes de ajuste pela covariavel sao iguais nos tres grupos de
aclimatacao nos dois meios e, no meio hipo osmotico, os coeficientes angulares para
variacoes de salinidade positivas tambem sao iguais para os grupos onde houve esse
tipo de variacao (GZ2.i% e G1.9%). Detectamos uma diferenca significativa entre os
coeficientes angulares para variacoes de salinidade negativas nos dois meios. Essas

= 1=
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informacoes foram incorporadas num modelo reduzido, que para 0 meio hipo
osmotico e definido por:

)

100800

EREER

EREEE N

BERERE 2

ERERE b1
N EEEEN] p= |2
SR EEEEE > b3

100000 C

REBEE d |

RERER

IREEEEI

onde:

a : representa o coeficiente linear comum aos 3 grupos;

C : representa o coeficiente angular para variacoes de salinidade positivas
comum aos grupos 2.4% e 1.9%;

d: representa o coeficiente de ajuste da amplitude media pela resposta
controle comwm aos 3 grupos;

bj, by e b3 tem a mesma interpretacao gue no modelo (4.3.1). Para o meio iso
osmotico temos o seguite modelo reduzido:

l>e
]
-
o e — aw oo — oo e —+

D aED D AP D A O — b
- P G ;D — g S G b
L e x 1 I I I -} -p .
l-—h-'—-‘--—h--.

1"

=

N

onde a, by, by, b3 e d tem a mesma interpretacao descrita acima.

O teste do ajuste para cada um dos modelos indicou gque sao compativeis
com 0s dados ( P = 0.6876 e P = 0.6021 sao os niveis descritivos do teste para os
modelos dos meios hipo e i50 osmotico respectivamente). As estimativas dos
parametros e seus respectivos desvios-padroes estao indicadas nas Tabelas 4.30 e
4.31 , Finalmente, para os dois meios, testamos se oS parametros do modelo sao
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significativamente diferentes de zero e fizemos comparacoes multiplas entre oS
coeficientes angulares para variacoes de salinidade negativas, Estes resultados estao
indicados na Tabela 4.32 .

Para o meio hipo osmotico, os testes indicaram que 05 parametros sao
significativamente diferentes de zero e as comparacoes multiplas entre o0s
coeficientes angulares indicaram que sao diferentes para cada um dos grupos; o
modelo decorrente dessas conclusoes pode ser escrito como:

E(yjk )= a+b; &5 + casy I* + d X (4.3.2)

i

onde os parametros tem a intrepretacao indicada acima.,

Para 0 meio iso osmotico oS testes tambem indicaram que oS parametros sao
significativamente diferentes de zero, e as comparacoes multiplas entre os
coeficientes angulares sugerem que 05 mesmos podem ser considerados iguais (P =
0.0991) para os grupos aclimatados a 2.4% e 1.9%. Esse fatos sugerem o seguinte
modelo reduzido modificado:

1808

11010

8801 2

1009 b1
£ = B 818 p= b2
= R ~

1088

Ba18

(N

onde:

b; :representa o coeficiente angular para variacoes de salinidade negativas
para o grupo aclimatado a 3.4%;

by3 : representa o coeficiente angular para variacoes de salinidade negativas
comum aos grupos aclimatados a 2.4% e 1.9%,;

a e d tem a mesma interpretacao gue no modelo para 0 meio hipo osmotico.

= B
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O teste de ajuste indica que o modelo se ajusta razoavelmente aos dados
(P = 0.3624). Estimativas dos parametros e de seus respectivos desvios-padroes se
encontram na Tabela 4.33 . Esse modelo para o meio iso osmotico pode ser escrito
como:

E( ik ) = a+b; &5 + d Xy (4.3.3)

onde 05 parametros tem a mesma interpretacao vista anteriormente.
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2 - CONCLUSOES

Existe evidencia estatistica de que niveis crescentes de "stress” osmotico
cronico (correspondentes a aclimatacao em meios com salinidades 2.4% e 1.9%)
estao relacionados com uma diminuicao da amplitude media do potencial de acao
composto (PAC); essa diminuicao e da ordem de 1.54 + 0.82 mV para 0 grupo
aclimatado na salinidade 2.4% (G2.4%) e de 2.09 + 0.88 mV para o grupo aclimatado
na salinidade 1.9% (G1.9%) relativamente a amplitude media de 13.73 + 3.11 mV
correspondente ao grupo aclimatado na salinidade 3.4% (G3.4%).

Nao ha indicacoes de que os diferentes niveis de "stress” osmotico cronico
estejam associados com diferencas na duracao media ou na velocidade media de
conducao de estimulos. Os valores medios observados foram de 1.05 + 0.03 minutos
para a duracao do PAC e de 0.63 + 0.03 ms1 para a velocidade de conducao de
estimulos.

Com relacao aos niveis de "stress" osmotico agudo podemos concluir que:

i) Para os dois meios (iso e hipo osmotico) e cada salinidade-teste
considerada, as respostas medias (amplitude, duracao e velocidade) tendem a variar
linearmente com as respostas controles (observadas na salinidade de aclimatacao)
para os tres grupos de aclimatacao, indicando que precisam ser ajustadas para efeito
de comparacao. Os coeficientes de variacao podem ser considerados iguais para os
tres grupos de aclimatacao em todos 0S casos.

ii) Para ambos os meios as amplitudes medias ajustadas dos tres grupos de
aclimatacao podem ser consideradas significativamente diferentes em todas as
salinidades-testes com excecao das salinidaes-testes 3.4% e 0.7%; nos casos onde
ha diferencas, as amplitudes medias ajustadas dos grupos G2.4% e G1.8% podem
ser consideradas iguais entre si, porem diferentes da amplitude media ajustada do-
grupo G3.4%. Nao ha evidencia estatistica de diferencas entre as medias ajustadas
dos 3 grupos de aclimatacao relativamente a duracao do PAC e velocidade de
conducao de estimulos em nenhuma das situacoes consideradas.

ili) Para ambos 0s meios e para 05 3 grupos de aclimatacac e possivel
modelar a relacao entre a amplitude media do PAC e a variacao de salinidade
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(diferenca entre salinidade-teste e salinidade de aclimatacao) atraves de funcoes
lineares. Para o meio hipo-osmotico o decrescimo da amplitude media ajustada e de
202 = 0.10, 275 + 0.26 e 3.34 + 0.25 mV por 1% de reducac na salinidade
(relativamente a salinidade de aclimatacao) para os grupos G3.4%, G2.4% e G1.9%
respectivamente; para cada 1% de aumento na salinidade (relativamente a salinidade
de aclimatacao) ha um decrescimo de 0.92 + 0.18 mV na amplitude media ajustada
para os grupos G2.4% e G1.9%. Para 0 meio iso-osmotico ha um decrescimo na
amplitude media ajustada de 1.38 + 0.10 mV para o grupo G3.4%, e de 2.72 + 0.20
para os grupos G2.4% e G1.9% por 1% de reducaoc na salinidade (relativamente a
salinidade de aclimatacao).

Em linhas gerais pode-se afirmar que quanto maior o nivel de “stress"
osmotico cronico, maior sera a taxa de decrescimo da amplitude media ajustada por
unidade de reducao de salinidade.

Os modelos considerados para a analise final da amplitude do PAC tem
cunho puramente exploratorio e deveriam ser confirmados atraves de dados
provenientes de outros experimentos semelhantes. Estimativas das matrizes de
correlacao entre as medidas da amplitude do PAC nas diversas salinidades-testes
para ambos 05 mejos estao indicadas no apendice C. Um exame dessas matrizes
sugere a utilizacao de modelos mais gerais para a estrutura de covariacia dos dados;
esses modeles nao foram considerados agui por falta de "software” computacional
adeguado. Embora nao acreditemos que a utilizacao desses modelos pudessem
alterar substancialmente as conclusoes, sugerimos uma reanalise dos dados sob
esse enfoque quando possivel.
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6 - APENDICES

A - Expressoes para calculo das medias ajustadas pelas respostas controle
€ seus respectivos devios-padroes.

A media ajustada pela resposta controle e dada por:
A - [od - e
Pk = ik - Bx (Xik - Xg)

O desvio-padrao e dado pela raiz quadrada de:

Var( p) = MSE(ANC)[ (G C\ 2]
onde:

¥ik : representa a resposta media observada para o i-esimo grupo na

k-esima salinidade-teste;
Xjj @ representa a resposta controle do j-esimo animal do i-esimo grupo

na k-esima salinidade-teste;
Xjx . representaaresposta controle media para o i-esimo grupo na k-esima

salinidade teste;
Xk - representa aresposta controle media para todos os £rupos na

k-esima salinidade-teste;
By e aestimativa de minimos quadrados do coeficiente de ajuste By;
MSE(ANC) : e o erro quadratico medio obtido da ANCOVA correspondente.
| B - Matriz de Covariancia (V) das estimativas dos paramentros dos
modelos de ANCOVA.
A matriz de covariacia V e uma matriz bloco diagonal formada pela matrizes

de covariancia dos parametros do modelo (4.3.1). Estimativas de V obtidas da
Analise de Regressac estao indicados abaixo:

-19-
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C - Matrizes de Correlacao para a amplitude do PAC.

Matrizes de correlacao para o grupo aclimatado a 3.4%

Inicial Hz.4 H1.9 H1.4 H0.7
Inicial 1.000
HZ4 0.580 1.000
H1.9 0.149 0.412 1.000
H1.4 0.371 -0.290 0.143 1.000
HO0.7 0.457 - 0.347 0.048 0.716 1.000
Inicial 124 1.9 i14 10.7
Inicial 1.000
IZ4 0.645 1.000
1.9 0.302 0.462 1.000
11.4 0.201 -0.729 0.193 1.000
10.7 0.317 -0.801 -3.330 0.747 1.000

Matrizes de correlacao para o grupo aclimatado a 2.4%

~ H34 Tnicial Hi1.9 H1.4 HO.7
H3.4 1.000
Inicial 0.840 1.000
H19 0.597 0.388 1.000
H1.4 0.383 0.353 0.454 1.000
H0.7 ‘0299 0.485  0.039 0.748 1.000
Inicial I1.9 I1.4 10.7
Inicial 1.000
119 0.606 1.000
I1.4 0.286 0.576 1.000

107 0.265 -0.219 0.163 1.000

-
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Matrizes de correlacao para o grupo aclimatado a 1.9%

H3.4 H2.4 Inicial H1.4
H34 1.000
H2.4 8.974 1.000
Inicial 0.850 0.799 1.000
H1.4 0.667 0.704 0.709 1.000
HO0.7 0.565 0.566 0.519 0.923
Inicial 1.4 10.7
Inicial 1.000
1.4 0.802 1.000
10.7 0.581 0.682 1.000

=0

HO0.7

1.000
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Tabela 4.1: Medidas de amplitude do potencial de acao composto (em mV)
na salinidade de aclimatacao.

Salinidade de Aclimatacao

3.4% 2.4% 1.9%
13.0 14.0 8.4
13.0 15.0 15.0
7.0 9.6 15.0
10.0 15.0 11.0
17.0 - 11.0 6.4
13.2 124 12.8
17.8 17.0 106
18.0 9.2 15.0
16.0 18.0 11.0
15.0 6.4 16.0
7.6 9.4 16.5
13.0 12.0 10.0
13.5 104 14.0
18.0 13.0 11.6
11.2 11.2 10.8
9.8 12.0 10.0
17.0 12.0 7.8
17.0 14.0 7.6
10.6 104

14.0 10.8

12.0 10.4

12.0 15.0

16.0

18.0

10.4

13.2

13.5

16.3

18.0

16.0

16.0

12.5

13.6
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Tabela 4.2:- Medidas de duracao do potencial de acao composto (em minutos)
na salinidade de aclimatacao.

Salinidade de Aclimatacao

3.4% 2.4% 1.9%
0.80 0.85 1.00
0.80 1.00 1.00
1.20 1.20 - 1,00
1.00 1.40 1.20
1.00 1.00 0.60
1.50 1.00 2.00
1.00 1.40 1.00
1.40 1.00 1.00
1.20 0.80 1.00
1.20 1.00 6.80
1.00 1.20 1.20
1.20 0.80 1.20
1.20 0.80 1.40
1.20 080 1.20
1.00 0.80 1.20
1.00 0.80 1.20
1.00 0.80 1.00
1.00 1.00
1.20
1.30
1.00
0.80
0.80
0.80
1.00
0.80
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Tabela 4.3: Medidas de velocidade de conducao de estimulos (em ms-1)
na salinidade de aclimatacao.

Salinidade de Aclimatacao

3.4% 2.4% 1.9%
0.35 0.58 0.35
0.47 0.44 0.47
0.70 0.70 0.70
0.70 0.35 0.70
0.70 0.70 0.70
1.40 0.47 0.50
1.00 0.70 0.88
0.47 0.70 0.70
0.70 0.70 1.00
0.88 1.40 0.70
0.58 0.44 0.47
0.44 0.70 0.54
0.35 0.44 0.44
0.44 0.58 0.70
0.50
0.58
0.58
0.44
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Tabela 4.4:

Tabela 4.5:

Tabela 4.6:

Tabela 4.7:

Estatisticas descritivas para amplitude do potencial de
acao composto na salinidade de aclimatacao.

Salinidade N Media DP Min Max
3.4% 33 13.7333 3.1051 7.0 18.0
2.4% 22 12.1909 2.7502 6.4 18.0
1.9% 18 11.6389 3.0719 6.4 16.5

Estatisticas descritivas para duracao do potencial de
acao composto na salinidade de aclimatacao.

Salinidade N Media DP Min Max
3.4% 26 1.05385 0.1244 0.8 1.5
2.4% 17 0.97241 0.2085 0.8 1.4
1.9% i8 1.11111 0.2847 0.6 2.0

Estatisticas descritivas para velocidade de conducao de
estimulos na salinidade de aclimatacaao.

Salinidade N Media DP Min Max
3.4% i8 0.62667 0.25607 0..35 1.40
2.47% 14 0.63571 0.2541 0.35 1.40
1.9% 14 0.63214 0.179&6 0.35 1.00

Estatisticas descritivas recalculadas eliminando pos-—-
siveis "outliers" das observacoes das caracteristicas
de interesse na salinidade de aclimatacao.

Variavel Grupao Media DP

Duracao 1.9% 1.0588 0.1839
Velocidade 3.4% 0.5812 0.1801
Velocidade 2.4% 0.5749 0.1323
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Tabela 4.8: Testes de Kolmogarov-Smirnov para verificacao de
normalidade das caracteristicas de interesse.

Variavel Grupo Nivel Descritivo
Amplitude J.4% 0.99946
Amplitude 2.4% 1. 00000
Amplitude 1.9% 1.00000
Duracao 3.4% 0.14543
Duracao 2.4% 0.35368
Duracao 1.9% 0.15557
Velocidade 3.47% 0.33527
Velocidade 2.4% 0.09709
Velacidade 1.9% 0.51508

Tabela 4.9: Anova e teste de Kruskal—-Wallis para comparacao das medias
dos grupos para cada uma das caracteristicas de interesse
(niveis descritivos).

Variavel Anova Kruskal—-Wallis
Amplitude 0.0389 0.04465
Duracao 0.2398 0.21460

Vel ocidade 0.29941 0.80%1
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Tabela 4.10: Estatisticas descritivas para o grupo aclimatado a 3.4%,

dados de amplitude do PAC.

NO VARIAVEL N MEDIA DP MINIMO MAXIMO
3 INICIAL 20 14,3850 3.0811 7 . 6000 18. 0000
4 CONT 1 O (nao ha observacoes)

S HIPO 3.4 0] (nao ha observacoes)

& CONT 2 15 12.7600 3.2002 &6.0000 17.0000
7 HIPO 2.4 15 10.7333 3.0225 4.4000 15.0000
8 CONT 3 14 11.0786 2.6632 6.0000 16. 0000
9 HIPO 1.9 14 8.5000 2.1419 4.8000 12.5000

10 CONT 4 14 10.0786 3.1281 &.6000 17.5000
11 HIPO 1.4 14 7.0357 2.3578 4.4000 13.0000
12 CONT S 11 10.83464 2.92946 6.6000 16. 0000
13 HIPO 0.7 11 5.3273 1.9779 2.8000 2.0000
14 CONT & 15 14,0267 3.464462 6.8000 18.0000
15 1s0 2.4 15 12.9067 3.5461 5. 6000 17.0000
16 CONT 7 146 11.7000 2.3698 8. 4000 16. 0000
17 1SS0 1.9 16 2.8313 2.3409 6. 6000 15.0000
18 CONT 8 16 10.6125 2.7203 7.0000 18. 0000
1?2 1SS0 1.4 14 8. 6500 2.4782 5.2000 14.0000

20 CONT 9 12 10.7667 2.5152 7.0000 14_.0000

21 IsOo 0.7 i2 6.7917 2.147S 4.0000

Tabela 4.11:

Estatisticas descritivas para o
dados de amplitude do PAC.

11.0000

grupo aclimatado a 2.4%,

NO VARIAVEL N MEDIA DP MINIMO MAXIMO
3 INICIAL i8 12.3111 2.8936 &.4000 18.0000
4 CONT 1 15 11.4933 2.8303 6.4000 146.0000
5 HIPO 3.4 15 11.1400 2.46800 6.4000 16.0000
& ECONT 2 0 {(nao ha observacoes)

7 HIFPO 2.4 0] {nao ha observacoes}
8 CONT 3 14 ?.5714 2.4506 4. 0000 13.0000
9@ HIPO 1.9 i4 8.3571 2.2055 4., 8000 12.0000

10 CONT 4 . 11 9.1455 '2.6640 6.0000 13.0000

11 HIPO 1.4 11 6.5818 1.8143 4. 6000 9.0000

12 CONT S5 13 &.97469 2.8261 1.2000 12.0000
13 HIPO 0.7 13 3.7231 1.6417 . 1.595000 7.2000

14 CONT &6 0 (nao ha observacoes)

15 IS0 2.4 0 (nao ha observacoes)

16 CONT 7 12 11.1417 3.0879 6.3000 17.0000
17 1s0 1.9 12 ?.3833 2.2152 6.0000 13.0000
18 CONT 8 13 ?.1538 2.3168 &.0000 12.8000
19 IS0 1.4 13 7.4615 2.3528 4. 4000 11.2000

20 CONT 9 11 8.8182 1.7515 5. 6000 11.6000

21 150 0.7 i1 5.5545 2.3577 1.0000 8. 8000
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Tabela 4.12: Estatisticas descritivas para o grupo aclimatado a 1.9%,

dados de amplitude do PAC.

NO VARIAVEL N MEDIA DP MINIMO MAX IMO
3 INICIAL 18 11.6389 3.0719 6.4000 16.5000
4 CONT 1 146 11.1000 3.5018 6.4000 16.5000
S HIPD 3.4 146 10.5063 3.4116 6.0000 16. 0000
& CONT 2 15 10.3400 2.7734 6.4000 15. 0000
7 HIPD 2.4 15 10. 6800 2.92446 6.4000 16.0000
8 CONT 3 0O (nao ha observacoes)

? HIPO 1.9 0 (nao ha observacoes)

10 CONT 4 14 10.2214 2.7033 &.0000 14,0000
11 HIPO 1.4 14 8.6214 2.3499 4.2000 13.0000
12 CONT 5 14 8.9357 2.9917 5.2000 14,3000
13 HIPO 0.7 14 9.0143 1.30835 2.8000 7.2000
14 CONT & 0 (nao ha observacoes)

15 1SS0 2.4 0 (nao ha observacoes)

16 CONT 7 o) {nao ha ohservacoes)

17 IS0 1.9 0] {(nac ha observacoes)

18 CONT 8 15 10.6600 2.6994 &6.6000 14,5000
19 150 1.4 15 ?.7000 2.4845 5.8000 13.5000

20 CONT <9 13 ?.7231 2.6505 3.2000 14,0000

21 IsO 0.7 13 &6.6615 1.6256 4.2000 10.0000

Tabela 4.13:

Estatisticas descritivas para o grupoc
dados de duracao do PAC.

aclimatado a 3.4%,

NO VARIAVEL N MEDIA DP MINIMO MAXIMOD
3 INICIAL 17 1.0882 0.1867 0.8000 1.35000
4 CONT 1 0 (nao ha observacoes)

S HIPO 3.4 0 (nao ha observacoes)

& CONT 2 12 1.0583 0.1621 0.8000 1.4000
7 HIPO 2.4 12 1.06467 0.1557 0.8000 1.4000
8 CONT 3 13 1.1385 0.1895 0.8000 1.4000
9 HIPO 1.9 13 1.0923 0.1553 1.0000 1.4000

10 CONT 4 14 1.0714 0.2016 0. 6000 1.4000
11 HIPO 1.4 14 1.05971 0.1828 0.6000 1.4000
12 CONT S 10 1.1200 0. 14687 0.8000 1.4000
13 HIPO 0.7 10 1.0800 0.1932 0. 8000 1.4000
14 CONT 6 13 1.03538 0.1854 0.8000 1.5000
15 IS0 2.4 13 1.0923 0.1801 0.8000 1.5000
14 CONT 7 15 1.0933 0.1981 0.8000 1.4000
17 150 1.9 15 1.1200 0.1821 0.8000 1.4000

18 CONT B 15 1.1200 0.1821 0.8000 1.4000
19 IS0 1.4 15 1.1067 0.2120 0. 6000 1.4000

20 CONT 9 10 1.1400 0.1350 1.0000 1.4000

21 IS0 0.7 10 1.0600 0.1897 0.8000 1.4000

=29




Tabela 4.14: Estatisticas descritivas para o grupo aclimatado a 2.47%,

dados de duracaoc do PAC.

:

NO VARIAVEL N MEDIA DP MINIMO MAXIMO
3 INICIAL 146 0.9938 0.2081 0.8000 1.4000
4 CONT 1t 12 0.9750 0.2006 0.8000 1.4000
S HIPO 3.4 i2 0.9583 0.1676 0.8000 1.2000
& CONT 2 O (nao ha observacoes)

7 HIPO 2.4 0 (nao ha observacoes)
8 CONT 3 14 0.9643 ,0.1447 0.8000 1.2000
9 HIPO 1.9 14 0.9786 0.1578 0.8000 1.2000

10 CONT 4 13 1.0615 0. 1660 0.8000 1.2000

11 HIPD 1.4 13 1.0538 0.1450 0.8000 1.2000
12 CONT S 9 1.0778 0.1394 0.8000 1.2000
13 HIPO 0.7 Q 1.0222 0.1563 0.8000 1.2000
14 CONT &6 0 ({(nao ha observacoes)

15 1SS0 2.4 O {(nao ha observacoes)

16 CONT 7 14 0.9929 0.1685 0.8000 1.2000
17 1s0 1.9 14 0.9929 0.1685 0.8000 1.2000
18 CONT 8B 14 0.9929 0.1492 0.8000 1.2000
19 1S0 1.4 14 1.0357 0.164646 0.8000 1.3000

20 CONT 9 9 1.088% 0.1433 0.8000 1.2000

21 IS0 0.7 Q 0.988% 0.14614 0.8000 1.2000

Tabela 4.15: Estatisticas descritivas para o grupo aclimatado a 1.9%,

dados de duracaoc do PAC.

NO VARIAVEL N MEDIA DP MINIMO MAXIMD
3 INICIAL 18 1.1111 0.2847 0. 6000 2.0000
4 CONT 1 16 1.1000 ' 0.2921 0.46000 2.0000
S5 HIPO 3.4 16 1.1875 0.34462 0.8000 2.0000
& CONT 2 15 1.2400 0.3312 1.0000 2.0000
7 HIPO 2.4 15 1.2133 0.3420 1.90000 2.0000
8 CONT 3 0 (nac ha observacoes)

? HIPO 1.9 O (nao ha observacoes)

10 CONT 4 16 1.2300 0.3225 1.0000 2.0000
i1 HIPO 1.4 16 1.2125 0.3384 0.8000 2.0000
12 CONT S 146 1.2250 0.3256 1.0000 2.0000
13 HIPO 0.7 16 1.18735 0.3462 0.8000 2.0000
14 CONT 6 0 (nao ha observacoes)

15 IS0 2.4 0 (nao ha observacoes)

16 CONT 7 ¢ (nao ha observacoes)

17 IS0 1.9 0 (nao ha observacoes)

18 CONT 8 16 1.2500 0.3225 -1.0000 2.0000
19 1SS0 1.4 16 1.2625 0.3160 1.0000 2.0000

20 CONT 9 15 1.2133 0.3502 0.8000 2.0000
21 I1sgo 0.7 bt 1.2067 0.2685 1.0000 2.0000
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Tabela 4.16: Estatisticas descritivas para o grupo aclimatado a 3.4%,

VARIAVEL

dados de velocidade de conducao.

NO N MEDIA DP MINIMO MAXIMO
3 INIC1AL 8 0.7150 0.3079 0.3500 1.4000
4 CONT 1 O (nao ha observacoes)

S HIPD 3.4 O (nao ha observacoes)

& CONT 2 S 0.34600 0.19217 0.3500 0.7000
7 HIFPO 2.4 S 0.5600 0.1917 0.3500 0.7000
8 CONT 3 ' 0.3750 0.2173 0.3500 0.8800
9 HIPO 1.9 &6 0.35230 0.1917 0.3500 0.7000

10 CONT 4 7 0.5771 0.1931 0.2300 0.7800
11 HIPO 1.4 7 0.4486 0.1527 0.2500 0.7000
12 CONT 5 & 0.5600 0.1584 0.3500 0.7000
13 HIPO 0.7 & 0.5833 0.1807 0.3500 0.7000
14 CONT 6 S 0.35840 0.1644 0.3500 0.7000
15 150 2.4 S 0.3780 0.1701 0. 3500 0.7000
16 CONT 7 7 0.5771 0. 14658 0.3500 0.7000
17 1s0 1.9 7 0.5614 0.1411 0.3500 0.7000
18 CONT 8 7 0.5743 0.1598 0.3500 0.7800
19 1S0 1.4 7 0.5743 0.1598 0.3500 0.7800

20 CONT @9 S 0.7700 0.3834 0.33500 1.4000

21 IS0 0.7 S 0.6740 0.4324 0.2200 1.4000

Tabela 4.17: Estatisticas descritivas para o grupo aclimatado a 2.4%,

dadas de velocidade de conducao.

NO VARIAVEL N MEDIA DP MINIMO MAXIMO
3 INICIAL 13 0. 6400 0.2639 0.3500 1.4000
4 CONT 1 10 0.46340 0.3027 0.3300 1.4000
S HIPO 3.4 10 0.5590 0.3237 0.3300 1.4000
&6 CONT 2 0 (nao ha abservacoes)

7 HIPO 2.4 0 (nao ha observacoes)
8 CONT 3 11 0.5282 0.3242 0.2300 1.4000
g HIPD 1.9 11 0.4973 0.3280 0.2200 1.4000

10 CONT 4 ? 0.6122 0.3383 - 0.2%900 1.4000
11 HIFO 1.4 4 0.4844 0.2409 0.2300 1.0000
12 CONT S5 9 0.5644 0.3338 0. 2800 1.4000
13 HIPD 0.7 4 '0.4333 0.1383 0.2300 0.7000
14 CONT & 0 (nao ha abservacoes)

15 1S0 2.4 0O (nao ha observacoes)

16 CONT 7 10 0.6310 0.3049 0.33500 1.4000
17 IS0 1.9 10 0.35870 0.3219 0.3500 1.4000
18 CONT 8 9 0.35867 0.34946 0.2900 1.4000
19 1S5S0 1.4 b4 0.3467 0.3351 0.2300 1.4000

20 CONT 9 9 0. 6067 0.3259 0.2900 1.4000

21 1580 0.7 Q 0.54622 0.33460 0.2300 1.4000
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Tabela 4.18: Estatisticas descritivas para o grupo aclimatado a 1.9%,

dados de velocidade de conducao.

NO VARIAVEL N MEDIA DP
3 INICIAL 14 0.6321 . 0.17%6
4 CONT 1 13 0.5646 0.1702
S HIPD 3.4 13 0.3108 0.1453
& CONT 2 11 0.4900 0.1192
7 HIPD 2.4 11 0.5436 0.2377
8 CONT 3 0 (nao ha observacoes)

2 HIPO 1.9 0 {nao ha observacoes)

10 CONT 4 12 0. 6208 0.2212
11 HIPO 1.4 12 0. 6083 0.1754
12 CONT 5 12 0.3758 0.1743
13 HIPO 0.7 12 0.4358 0.1861
14 CONT 6 O (nao ha observacoes)

15 IS0 2.4 0O (nao ha observacoes)

16 CONT 7 0O (nao ha observacoes)

17 IS0 1.9 0 {nao ha observacoes)

18 CONT 8 12 0.6742 0.2471
19 1IS50 1.4 12 0.6742 0.2286

20 CONT 9 10 0.5510 0.1817

21 1IsO0 0.7 10 0.357910 0.2634
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MINIMO

0.33500
0.3300
0.3500
0.3500
0. 3500

0.3500
0.3500
0.3500
0.2300

0.3500
0.3500
0.3500
0.3500

MAXIMO

1.0000
0. 8800
0.8800
0.8800

1.1700
1.1700
0.8800
1.1700



Tabela 4.19:

Teste de igualdade dos coeficientes de ajuste dos

tres

grupos em cada salinidade-teste

para cada

caracteristica de interesse (niveis descritivos).

SALINIDADE CARACTERISTICA DE INTERESSE
TESTE AMPL ITUDE DURACAO VEL.OCIDADE

3.4% HIPO 0.4311 0.7397 0.3635
2.4% HIPO 0.1969 0.7825 0.7321
1.9% HIPO 0.0081 0.0023 0.1690
1.4% HIPO 0.0448 0.0607 0.7888
0.7%4 HIPO 0.3744 0.46441 0.3784
2.4% IS0 0.4026 0.2746 0.1609
1.9%4 IS0 0.0051 0.2357 0.1688
1.4% ISO 0.4760 0.7924 0.4943
0.7%4 180 0.3263 0.2777 0.8480

Tabela 4.20:

Testes para verificar se os coeficientes de ajuste

sao nulos para cada salinidade-teste

das caracte-

risticas de interesse (niveis descritivos).

SALINIDADE CARACTERISTICA DE INTERESSE
TESTE AMPL ITUDE DURACAD VELOCIDADE
3.4%Z HIPO 0.0000 0. 0000 0.0000
2.4% HIPO 0. 0000 0.0000 0.0000
1.9% HIPO 0.0000 0. 0000 0. 0000
1.4% HIPO 0.0000 0. 0000 0.0000
0.7%4 HIPO 0. 0000 0.90000 0. 0053
2.4% 150 0. 0000 0.0000 - 0.0000
1.94 180 0.0000 0. 0000 0. 0000
1.4% 150 0.0000 0.0000 0. 0000
0.7% 150 0. 0000 0.0000 0.0000
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Tabela 4.24:

Medias ajustadas e desvios—padrboes para cada
um dos grupos em todas as salinidades—teste,

amplitude do PAC.

SALINIDADE
TESTE GRUPO MEDIA DP

3.4% HIPO 3.4% 12.46270 0.2194
2.47% 12.0844 0.2401
1.9% 11.8183 0.2363
2.4% HIPO 3.4% 9.8382 0.1817
2.4% 11.8506 0.1641
1.9% 12.1278 0.1863
1.9% HIPO 3.4% 8. 2867 0.1887
' 2.8% F.4864 0.1947
1.9% 10.9265 0.1691
1.4% HIPO 3.4% &6.8762 0.2191
2.4% 7.1249 0.2493
1.9% 8.3543 0.2195
0.7% HIPD 3.4% 4.4394 0.3336
2.4% 4.5311 0.3065
1.9% 4.9616 0.2758
2.4% 150 3.4% 11.9983 0.1430
2.4% 13.04681 0.1301
1.94 = ——————- R
1.9% IS0 3.4% ?.6847 0. 2297
2.4% ?.7194 0.2657
1.9% 11.5451 0.2165
1.4% IS0 3.4% 8. 2906 0.2407
2.4% 8.3660 0.2724
1.9% 9.2995 0.2588
0.7% 180 3.4% 6.1783 - 0.4224
2.47% 6.1705 " 0.4403
1.9% &.704664 0.3940
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Tabela 4.25: Medias ajustadas e desvios—padroes para cada

um dos grupos
duracao do PAC.

em todas as salinidades—teste,

SALINIDADE
TESTE GRUPO MEDIA DP
3.4% HIPO 3.4% 1.0657 0.0371
2.4% 1.033%9 0.0449
1.9% 1.1548 0.0383
2.4% HIPO 3.4% 1.10460 0.0130
2.47% 1.0977 0.0116
1.9% 1.0710 0.0123
1.9% HIPO 3.4% 1.0331 0.0229
2.4% 1.0777 0.0226
1.9% 1.07468 0.0193
1.4% HIPO 3.4% 1.1154 0.0262
2.4% 1.1211 0.0273
1.9%4 1.10469 0.0253
0.7% HIPO 3.4% 1.1177 0.0292
2.4% 1.1029 0.0312
1.9% 1.1186 0.0235
2.4% 1ISsO 3.4% 1.0606 0.0144
2.47% 1.0195 0.0129
1.9% —————me e
1.9%4 IS0 3.4% 1.0981 0.0149
2.4% 1.04643 0.0157
1.9%4 1.0723 0.0137
1.4%4 IS0 3.4% 1.1132 0.0201
2.4% 1.1671 0.0219
1.9% 1.1414 0.0205
0.74 IS0 3.4% 1.0738 0.0383
2.4% 1.04302 0.0408
1.9% 1.1667 0.0316
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Tabela 4.26:

Medias ajustadas e desvios—-padroes para cada
um dos grupos
velocidade de conducao.

SALINIDADE

TESTE

3.4%

1.4%

0.7%

1.9%

0.T%

HIFPO

HIPO

HIPO

HIPO

HIPO

180

IS0

150

150

-39-

em todas as salinidades—teste,

MEDIA DP
0.6328 0.0379
0.5515 0.0333
0.5672 0.0296
0.56%6 0.03525
0.5669 0.0335
0.6257 0.03464
0.5340 0.0176
0.5520 0.0131
0.5853 0.0116
0.4675 0.0403
0.4812 0.0355
0.5997 0.0307
0.35866 0.0598
0.4349 0.048%
0.4330 0.0423
0.61864 0.0031
0.4244 0.0019
0.6023 0.0264
0.5737 0.0220
0.46198 0.0186
0.46180 0.0315
0.5788 0.0278
0.6244 0.0242
0.5131 0.0607
0.5737 0.0438
0.6611 0.0421
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Tabela 4.28: Testes de hipoteses dos parametros dos modelos

(4.3.1) dos

3 grupos no meio hipo osmotico.
i

NIVEL
HIPOTESES DESCRITIVO
H1 H2 H3 H4 simultaneamente 0.0000
Hi: ai = a2 = a3 0.3326
H2: bl = b2 = b3 0.0000
H3: €2 = 3 0.7337
H4 di = d2 = d3 0.5749
bl = b2 0. 1629
bl = b3 0. 0000
b2 = b3 0.0531

Tabela 4.29: Testes de hipoteses dos parametros dos modelos

(4.3.1) dos

3 grupos no meio iso osmotico.

. NIVEL
HIPOTESES DESCRITIVO
H1 H2 H3 H4 simultaneamente 0.0000

"H1: a1t = a2 = a3 0.8757
H2: bl = b2 = b3 0.0000
H4 di = d2 = d3 0.7169
bl = b2 0.0938
bl = b3 0.0000
b2 = b3 0.3357

Tabela 4.30: Estimativas
: respectivos

dos parametros do modelo reduzido e
desvios padroes, meio hipo osmotico.

PARAMETRO ESTIMATIVA DpP
A 2.1980 0.3308
B1 2.0204 ' 0.0978.
B2 2.7544 0.2572
B3 3.9387 0.2525
[ -0.5172 0.1847
D 0.8343 0.0245

Tabela 4.31: Estimativas

dos parametros do modelo reduzido e

respectivos desvios padroes, meio iso osmotico.
PARAMETRO ESTIMATIVA DP

A 1.5800 0.34695

Bi 1.3947 0.0999

B2 2.3672 0.2927

B3 2.8929 0.2288

D 0.8859 0.0273
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'Tabela 4.32: Testes de hipoteses dos parametros dos modelgs
reduzidos para os dois meios (niveis descriti-

vos) .
MEIO
HIPOTESES HIPO 1580
a=2=ao0 0. 0000 0.0000
c =20 .00 @ ————
d =0 0. 0000 0.0000
bl = b2 = b3 0.0000 0.0000
bl = b2 0.0030 0.0006
bl = b3 0.0000 0. 0000
b2 = b3 0.0001 0.09%91

Tabela 4.33: Estimativas dos parametros do modelo reduzido mo-
dificado do meio iso osmotico e seus respectivos
desvios padroes.

PARAMETRO ESTIMATIVA DP
A 1.5560 0.3692
B1 1.3845 0.0997
B23 2.7162 0.2022
D 0.8863 0.0273
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Figura 4.3: AMPLITUDE DO P.A.C
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Figura 4.9: VELOCIDADE DE CONDUCAQ
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Figura 4.10: DURACAO DO P.A.C.
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Figura 4.12: VELOCIDADE DE CONDUCAQ
ACLIMATADOS A SALINIDADE 2.4%
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Figura4.13:AMPLITUDE DE P.A.C.
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Figura 4.13a;: AMPLITUDE DO P.A.C,
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Figura 4.13b: AMPLITUDE DO P.A.C.
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Figura 414: AMPLITUDE DE P.A.C.
MEDIAS AMOSTRAIS — MEIO ISO OSMOTICO
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DURACAO (e minutos)

Figura 419 :DURACAO DO P.A.C.
MEDIAS AMOSTRAIS - MEIO HIPQ OSMOTICO _
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DURACAO (e minutos)

Figura 416 :DURACAO DO P.A.C.
MEDIAS AMOSTRAIS — MEIO IS0 OSMOTICO
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VELOCIDADE (ermn mms—1)

Figura417: VELOCIDADE DE CONDUCAO
MEDIAS AMOSTRAIS — MEIO HIPO OSMOTICO
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Figura4l18: VELOCIDADE DE CONDUCAO
MEDIAS AMOSTRAIS — MEIO ISQO OSMOTICO
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Figura 4.19: AMPLITUDE DO P.A.C.
MEDIAS AJUSTADAS — MEIOQ HIPO 0SMOTICO
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Figura 4.20: AMPLITUDE DO P.A.C.

MEDIAS AJUSTADAS — MEIO IS0 OSMOTICO
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