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Resumo

Introducao: Existem poucos estudos sobre os efeitos colaterais da utilizacao do
ultrassom em Fisioterapia, apesar dos seus efeitos terapéuticos bem documentados.
Objetivo: Avaliar os efeitos colaterais do ultrassom, com recurso ao organismo Daphnia
magna.Metodologia: Estudo randomizado controlado em 45 organismos, distribuidos por trés
grupos (n=15): Controlo (GC), Grupo exposto uma vez (GEusi) e Grupo exposto duas vezes ao
ultrassom (GEys>). Os grupos expostos foram submetidos aos seguintes parametros: meio de
aplicacao subaquatico, modo continuo, frequéncia de 3 MHz, intensidade de 1.5 W/cm? e um
tempo de aplicacao de 13 minutos. Os trés grupos foram mantidos nas mesmas condicoes de
cultura. Durante 21 dias, foram registados diariamente os valores de sobrevivéncia,
crescimento e reproducdo, com a resposta sensdério-motora avaliada nos 112 (M1), 132 (M2) e
312 (M3) dias de idade. Foram realizados os testes ANOVA, Kruskal-Wallis e Mann-Whitney,
com um nivel de significancia de 0,05. Resultados: A sobrevivéncia foi de 93,33% no GEys: e
de 100% nos restantes grupos. O GC foi menor em tamanho (p<0,001), em todos os momentos
de avaliacdo. Em M1, o GEus; apresentou velocidades superiores ao GC (p=0,008). Em M2, 0s
grupos expostos apresentaram velocidades superiores ao GC (GEys>GC: p=0,013/GEys>>GC:
p=0,015). Em M3, o GEus: registou diferencas na distancia percorrida (GEys2<GC: p=0,008). A
reproducao do GEys; foi menor, relativamente ao GC (GEusi<GC: p=0,026). Conclusao: O
ultrassom na dose terapéutica utilizada altera a resposta sensério-motora e a reproducao das

Daphnia magna.

Palavras-chave: Ondas sonoras; Fisioterapia; Efeitos colaterais; Daphnia magna



Abstract

Introduction: There are few studies on the side effects of using ultrasound in physical therapy,
despite its well-documented therapeutic effects. Objetive: Evaluate the side effects of
ultrassound using the organism Daphnia magna. Methodology: Randomized Controlled Trial in
45 organisms, distributed by three groups (n=15): Control (CG), Group exposed once (GEus:) and
Group exposed twice to ultrasound (GEusz). The exposed groups were subjetcted to the
following parameters: underwater application, continuous mode, frequency of 3 MHz, intensity
of 1.5 W/cm?and an application time of 13 minutes. The three groups were maintained under
the same culture conditions. For 21 days, survival, growth and reproduction values were
recorded daily, with the sensory-motor response evaluate on the 11" (M1), 13*" (M2) and 31
(M3) days of age. ANOVA, Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests were performed, with a
significance level of 0.05. Results: Survival was 93.33% in GEusz2 and 100% in the remaining
groups. The CG was smallerin size (p<0.001), at all evaluation moments. In M1, GEus: had higher
velocities than CG (p=0.008). In M2, the exposed groups showed higher velocities than the CG
(GEys>CG: p=0.013/GEus2>CG: p=0.015). At M3, GEus: recorded differences in distance traveled
(GEys2<CG: p=0.008). The reproduction of GEys; was lower, relative to GC (GEys<CG p=0.026).
Conclusion: Ultrasound at the therapeutic dose used alters the sensory-motor response and

reproduction of Daphnia magna.

Keywords: Sound waves; Physiotherapy; Side effects; Daphnia magna
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1. Introducao

Atualmente, muitas sao as tecnologias utilizadas na fisioterapia que tornam os
tratamentos mais eficazes. Embora os seus efeitos terapéuticos e beneficios estejam,
maioritariamente, bem documentados, poucos sao os estudos existentes com o objetivo de
reconhecer os efeitos colaterais. Estes tém por definicao “efeito diferente daquele efeito
principal expectavel (...) assim, um efeito colateral pode ser benéfico ou indiferente, e nao
necessariamente adverso, indesejavel” (Noél, 2013).

Os equipamentos de ondas sonoras, nomeadamente o ultrassom, funcionam através de
um transdutor que converte energia elétrica em energia mecanica, utilizando o principio do
efeito piezoelétrico invertido. O equipamento é composto por um cristal piezoelétrico que
altera a sua espessura conforme a intensidade que |he é aplicada. Este tipo de tecnologia é
capaz de produzir efeitos terapéuticos, tais como: aumento do fluxo sanguineo, estimulacao
da regeneracao de tecidos, aumento do metabolismo celular, alteracao da permeabilidade da
membrana celular e sintese de proteinas (Cordero, 2008; Kitchen, 2003; Tassinary et al.,
2019).

O ultrassom pode ser realizado de duas formas: no modo continuo, onde existe a
passagem de corrente de forma continua durante todo o periodo de tratamento, ou no modo
pulsdtil, onde a corrente é aplicada em pulsos, alternando entre ligado e desligado com
intervalos especificos. Os efeitos do ultrassom resultam do modo em que é aplicado, assim,
quando aplicado no modo continuo ocorre um efeito térmico e aquando do modo pulsatil
ocorre um efeito mecanico. E dificil determinar de forma precisa o limite entre as alteracées
fisioldgicas resultantes do calor e as causadas pelo impacto da onda sonora, no entanto, o
efeito mecanico é o primeiro a manifestar-se (Cordero, 2008; Kitchen, 2003).

Ao aplicar o ultrassom num meio liquido, ocorre um processo denominado de cavitacao. A
cavitacao refere-se a formacao e ao colapso de pequenas bolhas de gds no liquido, que
ocorrem devido as variagdes de pressao provocadas pelo equipamento de ultrassom. Existem
dois tipos de cavitacao associadas ao ultrassom: a cavitagao estavel e a cavitacao inercial. Na
cavitacao estavel as bolhas de gas variam de tamanho, mas nao colapsam completamente.
Este tipo de cavitacao pode ajudar a melhorar a permeabilidade das membranas celulares e a
facilitar a absorcao de medicamentos. Por outro lado, na cavitacao inercial, as bolhas de gds

colapsam violentamente, gerando ondas de choque e jatos microscdpicos de liquido ao seu



redor, o que pode provocar danos teciduais (Martines et al., 2000; Oliveira et al., 2018). Na
fisioterapia dermatofuncional, é desejavel evitar o efeito da cavitacao inercial, pelo que se
mantém o transdutor do ultrassom em movimento continuo para prevenir esse efeito. Ao
manter o transdutor do ultrassom em movimento constante, é possivel distribuir a energia do
ultrassom mais uniformemente, reduzindo a probabilidade de concentracao excessiva de
energia numa drea especifica. Além disso, este movimento continuo ajuda a evitar a
estagnacao das bolhas de gds num unico local, permitindo que elas se dissipem ou se
desintegrem gradualmente, sem colapsar violentamente (Martines et al., 2000; Oliveira et al.,
2018: Sousa et al., 2022).

A compreensao dos efeitos prejudiciais da aplicacao do ultrassom é essencial na
fisioterapia dermatofuncional devido aos avancos tecnoldgicos que ocorrem
transversalmente em varios contextos.

Existem fatores conhecidos que podem predispor a celulite, como a hiperplasia e
hipertrofia dos adipdcitos, as alteracdes vasculares e a perda de elasticidade das fibras de
colagénio (Tassinary et al., 2019). Com base nesta informacao, o uso do ultrassom provoca
uma diminuicao do volume do tecido adiposo, resultando numa consequente reducao da
celulite, devido aos danos dérmicos e rompimento das paredes dos adipdcitos causados pelo
equipamento (Santos & Guimaraes, 2019). Além disso, 0 uso do ultrassom no modo continuo
tem a capacidade de estimular o alinhamento e a organizacgao das fibras de colagénio, através
da sua resposta térmica. Por esta razao o ultrassom é um equipamento utilizado no
tratamento da celulite fibrética (Tassinary et al., 2019).

De modo a estudar os efeitos colaterais do ultrassom, surge a necessidade de utilizar um
organismo animal que seja modelo laboratorial, com estrutura e manutencao simples e de
curto ciclo de vida. O crustaceo Daphnia magnaapresenta indmeras carateristicas que fazem
deste organismo um potencial modelo de estudo: é uma espécie diploide, partenogenética,
com um tempo de vida médio relativamente curto (=50-100 dias, dependendo das condigoes
ambientais), tem um curto periodo entre ciclos reprodutivos (por exemplo, uma fémea pode
produzir uma ninhada de 1-25 neonatos a cada 3 dias) e o seu genoma e plano corporal
complexo sao significativamente mais homdlogos aos humanos do que outros organismos,
permitindo a andlise de manifestacdes de envelhecimento especificas de tecidos relevantes
para humanos (Dudycha, 2003; Dudycha & Tessier, 1999; Ebert, 2005; Kim et al., 2014;
Robinson et al., 2012; Smirnov, 2017).



Daphnia magna, comumente chamadas de “pulgas de dgua”, sao crustaceos filtradores
que possuem como principais carateristicas externas um olho unico e um par de antenas
ramificadas que permitem a sua locomocao. Possuem também uma carapaca transparente
com funcao de protecao do térax e do abdémen. Esta zona, para além de conter o coragao, o
tubo digestivo e varios pares de apéndices locomotores, que estao também envolvidos no
processo de alimentacao, aloja a camara incubadora onde se desenvolvem os ovos dipléides
resultantes de reproducao assexuada que ocorre quando existe abundante alimento e
condicoes ambientais favoraveis. Estes organismos sao partenogenéticos, as fémeas
reproduzem-se assexuadamente originando descendentes geneticamente idénticos (Kim et
al., 2014).

Estes organismos aquaticos sao amplamente utilizados em trabalhos de investigacao ha
vdrias décadas, principalmente em testes de avaliacao da toxicidade. Mais recentemente,
comecaram a ser utilizados para avaliar agentes e riscos ambientais, por exemplo, na drea da
poluicao sonora, onde foi possivel concluir que as vibragdes produzidas por sons de alta
frequéncia desencadeiam efeitos prejudiciais em Daphnia, dependendo da intensidade e
duracao com que sao aplicados (Yagcilar & Yardimci, 2021).

O presente estudo tem como objetivo avaliar se ocorrem os efeitos colaterais do

equipamento ultrassom, a partir do estudo no organismo modelo da espécie Daphnia magna.



2. Métodos
2.1. Desenho de estudo

A metodologia utilizada para a investigacao foi de natureza quantitativa, adotando um
desenho de estudo experimental randomizado controlado. Neste estudo, todos os
participantes elegiveis da amostra foram aleatoriamente distribuidos em trés grupos distintos:
o grupo de controlo e os dois grupos experimentais.

Este estudo foi elaborado no Centro de Investigacdo em Satide e Ambiente (CISA) da
Escola Superior de Saude do Instituto Politécnico do Porto, em Portugal. A pesquisa adotou as

diretrizes estabelecidas pelo Consolidated Standards of Reporting Trials(CONSORT).

2.2. Amostra

A populacao alvo deste estudo foi constituida por 45 Daphnia. Para a selecao da amostra
foram estabelecidos como critérios de inclusao, especificamente, juvenis de Daphniacom dez
dias de vida provenientes de fémeas que se reproduziram por partenogénese em laboratdrio.
As fémeas progenitoras, foram mantidas em condi¢des constantes e otimizadas de
temperatura, fotoperiodo e alimentacao, visando garantir o mesmo padrao para todos os
descendentes. Por outro lado, Daphnia que morreram antes da exposicao foram excluidas da
amostra devido ao critério de exclusao relacionado a mortalidade prévia a exposicao. Das 45
Daphniada populagao inicial, nenhuma foi excluida inicialmente.

A amostra final foi distribuida de forma aleatdria e equitativa em trés grupos, sequindo a
condicao de que os participantes do estudo detenham amesma probabilidade de receber tanto
a intervencao a ser testada quanto o grupo de controlo (Collins et al., 1996). Quinze Daphnia
foram alocadas no Grupo de Controlo (GC), outras quinze Daphnia foram designadas para o
Grupo Experimental exposto uma vez ao ultrassom (GEus) e as quinze Daphnia restantes

foram colocadas no Grupo Experimental exposto duas vezes ao ultrassom (GEuyso).

2.3. Instrumentos
2.3.1. Instrumentos de avaliacao
Lupa LEICA ZOOM 2000 - LEICA MICROSYSTEMS®:
Durante toda a experiéncia, foi utilizada a lupa LEICA ZOOM 2000, fabricada pela
LEICA MICROSYSTEMS®O, para observacao dos juvenis.



Camara de filmar CASIO HIGH SPEED EXILIM EX-FC100:

Utilizou-se a camara de filmar CASIO HIGH SPEED EXILIM EX-FC100, para registar o
movimento das Daphnia.
Microscopio LEICA ICC50 HD:

Para visualizacao das carapacas recolhidas durante a experiéncia, utilizou-se o
microscopio LEICA ICC50 HD, equipado com uma objetiva HI Plan 10x.
KINOVEA 9.5:

0 programa KINOVEA 9.5, foi utilizado para a andlise do comportamento sensario-
motor das Daphnia. Este software possibilitou o calculo da distancia percorrida e da velocidade
das Daphnia.

LEICA ACQUIRE 3.4.7:
Utilizou-se o programa LEICA ACQUIRE, versao 3.4.7, para fotografar as carapacas

recolhidas durante a experiéncia e medir o exopddito' da antena.

2.3.2.Equipamentos de fisioterapia
Ultrassom SONOPULS 692 - ENRAF NONIUS:
Foi utilizado o equipamento de ultrassom SONOPULS 692, da marca ENRAF NONIUS,

com o acessorio de tratamento de multifrequéncia de 1e 3 MHz, com 5 cm? para a série 6.

2.4. Procedimentos

Paraacultura e reproducao das Daphnia, utilizou-se o meio de cultura “M4” (Elendt & Bias,
1990) (Anexo 1). As Daphnia foram mantidas em frascos de vidro graduados de 500 mL
contendo 400 mL de meio. O meio de cultura foi renovado a cada dois dias. As culturas foram
mantidas a uma temperatura de 20+12 C, com um fotoperiodo de catorze horas de luz e dez
horas de escuro. A alimentacado diaria consistiu em células da microalga Chiorella vulgaris,com

uma concentracao de 3x10° células por mL de meio.

2.4.1. Estudo piloto
Realizou-se um estudo piloto para testar a sobrevivéncia das Daphnia e avaliar a

viabilidade do estudo na resposta ao ultrassom. Para a obtencao dos organismos da amostra,

! Estrutura anatémica encontrada na segunda antena da Daphnia magna



foi necessario isolar duas fémeas e aguardar até que libertassem varias posturas?. Para o
estudo piloto, foram selecionadas vinte Daphinia com idades heterogéneas, as quais foram
distribuidas de forma equitativa e aleatdria em dois frascos de 500 mL contendo 400 mL de
meio de cultura. Um dos frascos, com um total de dez Daphnia, foi designado como grupo
experimental e submetido a uma Unica exposicao ao equipamento de ultrassom, seguindo os
seguintes parametros: meio de aplicacao subaquatico, modo continuo, frequéncia de 3 MHz,
intensidade de 1.5 W/cm? e um tempo de aplicacao de 13 minutos (Tassinary et al., 2019). Por
outro lado, o outro frasco, também com dez Daphnia, foi designado como grupo de controlo e
nao foi exposto ao ultrassom.

A avaliacao da sobrevivéncia dos organismos no estudo piloto foi realizada ap6s 24 e 48
horas da exposicao. As Daphnia foram consideradas mortas quando nao ocorriam

movimentos, durante pelo menos 15 segundos, na presenca de um estimulo luminoso.

2.4.2. Procedimento experimental

A amostra do estudo foi composta por 45 Daphnia, obtidas em culturas laboratoriais em
condicdes controladas, de acordo com duas normas (OECD, 2004, 2012) adaptadas ao
presente trabalho. Utilizaram-se organismos com dez dias de vida, geneticamente idénticos,
obtidos por partenogénese a partir de fémeas isoladas previamente e mantidas em
laboratdrio, em condicdes controladas.

Para a realizacao do estudo, trinta organismos foram submetidos ao tratamento de
ultrassom e os quinze restantes foram utilizados como grupo de controlo. As Daphniaforam
distribuidas aleatdria e equitativamente em trés frascos de 500 mL contendo meio de cultura.

0 protocolo de exposicao foi o sequinte: quinze Daphnia, pertencentes ao GEys;, foram
transferidas, cuidadosamente, com o auxilio de uma pipeta de plastico, para uma tina, com
meio de cultura. Aqui, elas foram submetidas ao tratamento com ultrassom, seguindo os
seguintes parametros: meio de aplicacao subaquatico, modo continuo, frequéncia de 3 MHz,
intensidade de 1.5 W/cm? e um tempo de aplicacao de 13 minutos (Tassinary et al., 2019). 0
tempo de aplicagao foi calculado, sabendo que equivale a 1 minuto por ERA (drea efetiva de
radiacao). Os parametros aplicados foram baseados nos utilizados na prdtica clinica em
fisioterapia dermatofuncional e na evidéncia cientifica disponivel para o tratamento da

patologia celulite fibrdtica.

2 Nome utilizado para referir o momento no qual a Daphnialiberta novos juvenis



0 mesmo procedimento foi realizado com as quinze Daphniado GEys..

Apds 48 horas, os organismos do GEys: foram expostos novamente ao mesmo
tratamento de ultrassom.

Apods as exposicoes ao ultrassom, cada Daphnia foi individualmente colocada num
frasco de 100 mL, com 80 mL de meio de cultura, mantidas em condi¢Ges iguais as descritas
para a manutencao das culturas, para posterior avaliacao das funcdes descritas nos pontos
seguintes. No caso do GEys;, as Daphniaforam separadas ao décimo dia de vida, enquanto no
GEusz, as Daphniaforam separadas ao décimo segundo dia de vida,ambas apds as exposicoes.

Os restantes quinze organismos, pertencentes ao grupo de controlo, nao foram
submetidos a qualquer tratamento de ultrassom, permanecendo nas condi¢oes laboratoriais
de cultura usadas no estudo.

A avaliacao dos organismos foi realizada diariamente, até aos 21 dias ap6s a exposicao

inicial (OECD, 2004, 2012).

2.4.2.1 Sobrevivéncia

Com o objetivo de avaliar a sobrevivéncia das Daphnia, foi realizado o registo diario dos
organismos até ao momento da sua morte ou até completarem 21 dias de experiéncia (Anexo
2).

2.4.2.2 Crescimento

Para a determinacao do crescimento foram recolhidas as carapacas libertadas na muda,
de todos os organismos durante um periodo de 21 dias, iniciando-se a recolha ao décimo dia
de vida. As carapacas recolhidas foram colocadas separadamente em tubos Eppendorf
devidamente identificados e procedeu-se a sua congelacdao de modo a preservar as mesmas
até a avaliacao. No momento de avaliacdo, e ap6s descongelar, procedeu-se a medicao do
primeiro exopddito da segunda antena das carapacas libertadas ao décimo terceiro e ao
vigésimo nono dias de idade de cada Daphnia(Anexo 3).

As carapacas foram colocadas cuidadosamente numa lamina de vidro e cobertas por
uma lamela, sendo posteriormente observadas ao microscdpio. Esta avaliacao foi realizada
digitalmente pelo programa Leica Acquire com recurso a uma fotografia (Figura1e 2).

Os valores obtidos para o comprimento do primeiro exopddito da segunda antena, foram
convertidos em comprimento do corpo, utilizando a equacao desenvolvida por Pereira et al.

(2004) (Anexo 4). Através desta férmula, foi possivel obter os resultados das primeira e tltima



medicoes, correspondendo ao comprimento do corpo dos organismos comtreze e vinte e nove

dias de idade, respetivamente.
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Figura 1- Daphnia magna com a localizacao do Figura 2 — Primeiro exopddito da segunda antena
exopdodito na sequnda antena (ampliacao 100x)

2.4.2.3 Resposta sensorio-motora

Na primeira avaliacdo da resposta sensdrio-motora (M1), realizada onze dias apds o
nascimento, foram selecionados cinco organismos do GC e cinco organismos do GEuys.. Para
nao existirem efeitos cumulativos na quantificacao das varidveis, nenhuma Daphnia foi
avaliada mais do que uma vez. Assim foram garantidas as mesmas condic6es para todos os
organismos, nao sendo possivel relacionar com efeitos de fadiga ou exposicao a meio menos
controlado durante as avaliagoes.

Para a realizacao da avaliacao, cada Daphniafoi transferida, cuidadosamente, para um
tubo com altura de catorze centimetros, contendo 50 mL de meio de cultura. No tubo, ja
estavam marcados o ponto inicial e o ponto final, com uma distancia de trés centimetros entre
eles. De sequida, o tubo foi coberto com papel de aluminio para garantir que a Daphnia se
encontrava no fundo do tubo antes do inicio da filmagem. A camara de filmar estava
posicionada a uma distancia de dez centimetros do tubo.

De acordo com a hibliografia existente (Ringelberg, 1964), é conhecido que a Daphnia
apresenta fototactismo positivo, ou seja, ela reage aos estimulos luminosos movendo-se em
direcao a eles. Com base nessainformacao, durante a avaliagao, umalampada de luz visivel foi
posicionada acima do tubo, a uma distancia de dois centimetros. Antes de iniciar a filmagem,
todas as condicoes de teste foram verificadas, incluindo a confirmacao de que a Daphnia

estava no fundo do frasco. No inicio do registo da resposta sensorio-motora, o papel de



aluminio foi removido, a fonte de luz responsdvel pelo estimulo luminoso foi ligada, parainiciar
agravacao.

Os registos obtidos foram analisados utilizando o programaKinovea 9.5. Por meio desse
software, foi possivel realizar a medicao da distancia percorrida pelo organismo e o tempo
necessario para atingir o ponto final. Com estes dados, foi possivel calcular a velocidade do
movimento e a distancia percorrida da Daphnia.

Na segunda avaliacao da resposta sensdrio-motora (M2), realizada treze dias apds o
nascimento, o procedimento utilizado na avaliagcao anterior (M1) foi repetido nos GC e GEysie
também no GEys..

No final do teste, no trigésimo primeiro dia de vida dos organismos, foi realizada uma
nova avaliacao (M3), seguindo 0 mesmo protocolo das avaliagdes anteriores (M1e M2) (Anexo

5).

2.4.2.4 Reproducao

Relativamente a avaliacao da reproducado, esta foi conduzida de forma tanto qualitativa
quanto quantitativa. Os juvenis libertados em cada postura, descendentes de fémeas
expostas ao ultrassom e do controlo, foram quantificados e inspecionados com o auxilio da
lupa e foram classificados em ovos abortados (OA), juvenis mortos (JM) e juvenis iméveis (JI)
(Anexo 6).

Na tabela 1 apresenta-se uma visao geral da metodologia utilizada no estudo.



Tabela 1- Esquematizacao da metodologia utilizada no estudo

10 dias apds o 11dias apds o 12 dias apds o 13 dias apés o 31dias apds o
nascimento nascimento nascimento nascimento nascimento
RS-M1 RS-M2 RS-M3
o G G CEED T T zTEEsS
C C C C C C
R R R R R R
E
RS -M1 RS-M2 RS-M3
GEw CGHIID G G GG T TEEaEE>
C C C C C @
R R R R R
E E
RS-M1 RS-M2 RS-M3
G, D GEED Gl Gl G z D
C C C C C C
R R R

Legenda: GC: Grupo de Controlo; GEusi: Grupo Experimental exposto uma vez ao ultrassom; GEusz2: Grupo Experimental
exposto duas vezes ao ultrassom; [ Exposicdo ao ultrassom (E); © : Avaliagdo da resposta sensdrio-motora(RS); [
Avaliagao da sobrevivéncia (S); © : Avaliagao do crescimento(C); ©: Avaliagdo da reproducao (R); M1: primeira avaliagao da
resposta sensdrio-motora, onze dias apds o nascimento; M2: segunda avaliacao da resposta sensério-motora, treze dias
apos o nascimento; M3: terceira avaliacao da resposta sensoério-motora, trinta e um dias apds o nascimento.

2.5. Andlise de Dados

A analise estatistica foi realizada através do software IBM SPSS Statistics (versao 27.0;
IBM Corp, Armonk, NY USA), com um nivel de significancia de 0,05.

A comparacao entre grupos (anexo 7) na variavel reproducao, foi realizada através do
teste ANOVA, sequido das comparagoes multiplas com o teste de Tukey. Para as restantes
varidveis foi utilizado o teste Kruskal-Wallis seguido das comparagoes multiplas de Dunn.
Especificamente para a resposta sensdrio-motora em M1, uma vez que s6 existiam 2 grupos
em analise (GC e GEysy) foi utilizado o teste de Mann-Whitney. A utilizagao dos diferentes tipos
de testes prendeu-se com o cumprimento dos pressupostos dos testes, nomeadamente o
pressuposto da normalidade (verificado por meio do teste de Shapiro-Wilk).

A média e desvio padrao e a mediana e os percentis 25 e 75 foram utilizados como

estatistica descritiva, de acordo com o tipo de testes utilizado (Maré6co, 2014).
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3. Resultados
3.1. Sobrevivéncia

No estudo piloto, nao foi registada mortalidade no grupo experimental nem no grupo de
controlo.

Durante os 21 dias em que as Daphniaforam avaliadas, apenas foi registada uma morte
no GEysz (ocorrido com 25 dias de vida), resultando numa taxa de sobrevivéncia de 93,33%
neste grupo e de 100% nos restantes grupos. Assim, a amostra final foi constituida por 44

organismos, distribuidos pelos 3 grupos em andlise.

Daphnia selecionadas (n=45)

\ 4
Randomizadas (n=45)

8 Y v

o -~ ~

g Alocacio para GC (n=15) Alocagao para GEys Alocagao para GEysz
= (n=15) (n=15)

g v

g (n=14)

= (n=15) (n=15) Perda de seguimento por morte
=2 de organismo (n=1)

[Vp]

v v v

a

T Analisados (n=15) Analisados (n=15) Analisados (n=14)
<

Legenda: GC: Grupo de controlo; GEus:: Grupo Experimental exposto uma vez ao ultrassom e GEusz: Grupo Experimental
exposto duas vezes ao ultrassom

Figura 3 - Diagrama da amostra

3.2. Crescimento

Quando analisadas as dimensoes das Daphniaentre os grupos (tabela 2) verificaram-se
diferencas significativas na primeira e dltima medicoes e no respetivo crescimento (Ultima
medicdo — primeira medicao) (p<0,001). Especificamente, observou-se que em todos os

momentos o GC apresentou dimensoes significativamente menores do que os restantes

n



grupos (p<0,001), ndo se tendo observado diferencas significativas entre os grupos que
tiveram uma ou duas exposicdes ao ultrassom (p>0,05).

Tabela 2 - Mediana e desvio padrao do tamanho e crescimento

Mediana (st; P7s) Valor p

(comparacdes miiltiplas)

Tamanho (mm)
Primeira Medicao

GC 219 (219;2,30) <0,001

GEust 2,82 (2,61,2,93) (GEus>GC: p<0,007)

GEusz 2,72 (2,66;2,72) (GEus2>GC: p<0,001)
Ultima Medicéo

GC 2,93 (2,93;3,03) <0,001

GEus1 3,77 (3,77; 3,87) (GEus1>GC1p<0,001)

GEus: 3,77 (3,66;3,79)  (GEus>>GC: p<0,001)
Crescimento

GC 0,73 (0,63;0,84) <0,001

GEuys: 1,05 (0,95;1,16) (GEus>GC: p<0,001)

GEus> 1,08 (0,95;112) (GEus>>GC: p<0,001)

N amostral = 15 em cada grupo (n=14 no GEys;)

Legenda: Pzs: Percentil 25; P7s: Percentil 75; Primeira medigao: medicao realizada ao 132 dia de
idade; Ultima medicao: medicao realizada ao 292 dia de idade; GC: Grupo de controlo; GEus:
Grupo Experimental exposto uma vez ao ultrassom e GEusz: Grupo Experimental exposto duas
vezes ao ultrassom

3.3. Resposta sensorio-motora

Relativamente a resposta sensdrio-motora observou-se que (tabela 3) em M1 o GEys
apresentou uma velocidade significativamente superior ao GC (p=0,008), sem ser
acompanhada por uma diferenca significativa na distancia percorrida (p>0,05). Em M2, jd com
0 GEys2 em analise, observaram-se resultados semelhantes aos de M1, quer em termos da
velocidade (GEus>GC: p=0,013 / GEus>>GC: p=0,015), quer em termos da distancia percorrida
(p>0,05). Em M3 o comportamento foi distinto, detetando-se diferencas significativas entre
0s grupos ao nivel da distancia percorrida (p=0,026) e nao na velocidade (p>0,05). Na distancia
percorrida o GC apresentou valores superiores aos restantes grupos, tendo sido significativo

apenas face ao GEusz (GEys2<GC: p=0,008).
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Tabela 3 - Mediana e percentis da distancia percorrida e velocidade

Mediana (Pas; P7s) Va_lorp ) Mediana (Pas; P7s) Va_Iorp .
(comparacées miiltiplas) (comparacdes miiltiplas)
Distancia percorrida (cm) Velocidade (cm/s)
M1 M1
GC 47 (3,85;4,90) >0,05 GC 0,67 (058;0,79) 0,008
GEus: 47 (3,40,855) GEys: 0,97 (0,87;141) (GEus>GC)
M2 M2
GC 53 (3,95;6,80) >0,05 GC 0,7 (0,59;0,79) 0,016
GEus: 4.8 (3,85;8,00) GEus: 0,98 (0,82;1,60) (GEus>GC: p=0,013)
GEus> 6,6 (4,85;873) GEus> 112 (090;124)  (GEus2>GC:p=0,015)
M3 M3
GC 13,3 (8,50;13,35) 0,026 GC 0,8 (0,78;0,94) >0,05
GEus: 7,2 (4,90;10,25) GEus: 0,69 (0,60;0,97)
GEus2 4,9 (4,25, 6,98) (GEus2<GC:p=0,008) GEys2 1 (0,71.1.29)

N amostral =5 em cada grupo (n=4 em M3 no GEusz)

Legenda: Pzs: Percentil 25; P7s: Percentil 75; GC: Grupo de controlo; GEusr: Grupo Experimental exposto uma vez ao ultrassom;
GEusz: Grupo Experimental exposto duas vezes ao ultrassom; M1: primeira avaliacao da resposta sensério-motora, onze dias
apos o nascimento; M2: sequnda avaliacao da resposta sensdrio-motora, treze dias apds o nascimento; M3: terceira avaliacao

daresposta sensdrio-motora, trinta e um dias apds o nascimento.

3.4.Reproducao

A exposicao as correntes de ultrassom influenciou ainda a reproducao das Daphnia
(tabela 4), tendo sido observado que o GEus; apresentou significativamente menor niimero de
juvenis comparativamente ao GC (GEysi<GC: p=0,026). Pela estatistica descritiva foi possivel
observar uma diferenca em média de menos 4,4 juvenis, correspondendo a cerca de menos
10% do que no GC.

Relativamente a caraterizacdo dos juvenis, nao se observaram OA e JI. Apenas existiram
sete JM em quatro Daphnia do GEus: e uma Daphnia do GEys,, em posturas diferentes (Anexo

8).
Tabela 4 - Média e desvio padrao da varidvel reprodugdo

Média (Desvio P) Valorp

(comparacées multiplas)

Reproducao
N total de juvenis
GC 47,7 (3,99) 0,038
GEus: 433 (4,69) GEus1 <GC (p=0,026)
GEus2 453 (4,91)

N amostral =15 em cada grupo (n=14 no GEys)
Legenda: Desvio P: Desvio padrao; GC: Grupo de controlo; GEus:: Grupo Experimental exposto

uma vez ao ultrassom; GEus2: Grupo Experimental exposto duas vezes ao ultrassom.
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4. Discussao

O objetivo deste estudo foi compreender os possiveis efeitos colaterais do equipamento
de ultrassom utilizado na fisioterapia dermatofuncional.

Devido ao genoma bem definido e amplamente estudado do organismo modelo Daphnia
magna,o Daphnia Genomics Consortium (DGC) defende o uso desse organismo como modelo
de pesquisa para as interacdes ambientais (Bauer, 2007). Este organismo tem um ciclo de vida
curto, o que permite estudar o crescimento, a resposta sensdrio-motora e a reproducao na
infancia e adolescéncia (Pellegri et al., 2014; Tatarazako & Oda, 2007; Tollrian & Leese, 2010).

Relativamente a sobrevivéncia, os resultados do estudo piloto indicaram que para uma
frequéncia de 3 MHz, intensidade de 1,5 W/cm? e um tempo de aplicacao de 13 minutos, o
ultrassom nao causou danos letais aos organismos, o que levou a decisao de utilizar os
mesmos valores como parametros do estudo final. De acordo com os resultados do estudo
experimental, podemos concluir que, tanto no GC como no GEys;, a sobrevivéncia dos
organismos nao sofreu alteraces, uma vez que todos os organismos se mantiveram vivos ao
longo de toda a experiéncia. Ja no GEysz, @ sobrevivéncia foi afetada. Com base na referéncia
citada (Wells, 1968), nao se espera que a intensidade do ultrassom utilizada predisponha a
mortalidade. Isso sugere que a causa da morte da Dap/iniado GEusz nao estejarelacionada com
o uso do ultrassom. E importante considerar outros fatores que possam ter contribuido para
essa morte, como condicoes ambientais, alimentacao, stress ou fatores individuais das
Daphnia (Finch & Tanzi, 1997). Contudo, todas as Daphnia foram mantidas nas mesmas
condicOes e, portanto, acredita-se que esta morte esteja associada a outros fatores nao
especificos ou a incidentes inexplicaveis (OECD, 2012).

No que diz respeito ao crescimento das Daphnia, foi possivel aferir que o GC
apresentava dimensoes significativamente menores em todos os momentos, e no que diz
respeito ao uso do ultrassom nao se verificaram diferencas entre os dois grupos (GEys: e GEus»).

No estudo, inicialmente, esperava-se que o tamanho da primeira medicao do corpo das
Daphnia nao apresentasse diferencas significativas entre os trés grupos, uma vez que o
intervalo de tempo entre a exposicao ao ultrassom e a primeira medicao pode nao ser
suficiente para que o equipamento cause um efeito mensuravel no tamanho do corpo das
Daphnia. Deste modo, é possivel que esse resultado tenha sido influenciado pela distribuicao
nao aleatdria dos organismos pelos diferentes grupos. Por outro lado, em relacao a dltima

medicao e ao crescimento, é importante considerar que a utilizacao do ultrassom pode levar a
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alteracoes fisioldgicas, incluindo 0 aumento do metabolismo celular, o incremento do fluxo
sanguineo e a alteracao da permeabilidade das membranas (Rossi et al., 2018; Tassinary et al.,
2019). Quando as Daphnia sao expostas ao ultrassom, a energia mecanica gerada por este
equipamento pode levar a um aumento da atividade metabdlica celular, resultando num maior
consumo de energia e, eventualmente, estimulando o crescimento dos organismos. Outro
efeito do ultrassom é a possibilidade de alteracao da permeabilidade da membrana celular. A
energia mecanica do ultrassom pode afetar a estrutura das membranas celular, tornando-as
mais permeaveis a substancias(Oliveira et al., 2018). Contudo, os organismos pertencentes
ao0s GEys: e GEusz por serem maiores, na primeira medicao apresentaram maior comprimento,
poderiam ter maior capacidade de filtracao, resultando numa melhor capacidade de captar
alimento e logo num maior crescimento.

Apds as exposicoes, nas avaliacoes da resposta sensdrio-motora, foi observado que
0S organismos pertencentes aos grupos expostos ao ultrassom (GEys: e GEysz) apresentaram
velocidades maiores, sem diferencas significativas em relacao a distancia percorrida. Isso
pode ser atribuido ao maior tamanho das Daphnia, ja que a velocidade estd relacionada com o
tamanho dos organismos. Estudos mostram que Dap/inia de maior porte nadam mais rapido
do que as de menor porte. Isso deve-se a uma maior forca propulsora e uma maior superficie
de contato com a dgua (Bownik, 2017; Dodson & Ramcharan, 1991). De acordo com estudos
anteriores (Bownik, 2017), sabe-se que as Daphnia sao capazes de alterar o seu
comportamento em resposta ao stress fisico. Desta forma, a exposicao destes organismos ao
ultrassom parece desencadear uma resposta comportamental que resulta num aumento da
velocidade de movimento. Esta resposta pode ser interpretada como uma estratégia de fuga
para evitar potenciais predadores ou situacoes adversas, conforme discutido num estudo
recente (Egan et al., 2023).

Na terceira avaliacao (M3), foram observadas diferencas entre os grupos emrelacdo a
distancia percorrida. O grupo de controlo (GC) apresentou valores superiores em comparagao
com os outros grupos, nao havendo diferencas significativas em relagcao a velocidade. As
alteracoes observadas, demonstram que o0s organismos pertencentes aos grupos
experimentais (GEusie GEusz) obtiveram uma resposta mais direcionada ao estimulo. Isso pode
ser atribuido aos efeitos do ultrassom no sistema nervoso e nas fungoes sensoriais dos
organismos. Especialmente no modo continuo, o ultrassom pode produzir efeitos positivos no

processo de regeneracao nervosa, melhorando a resposta funcional (Rossi et al., 2018). O
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estimulo do ultrassom pode afetar a orientacao e a coordenacao dos movimentos das
Daphnia, levando a um trajeto mais direcionado e menos erratico (Ito et al., 2020; Rossi et al.,
2018).

Foi observado que o efeito da velocidade foi revertido a longo prazo (M3), porém as
Daphniapercorreram uma maior distancia neste momento de avaliacao. Isto pode indicar uma
perda de orientacao e coordenacao nos movimentos das Daphinia. Estes resultados sugerem
que ainda persistem efeitos do ultrassom, especialmente na orientacao e coordenacao dos
movimentos destes organismos. Embora o efeito imediato tenha sido perdido, um efeito
colateral manifestou-se, resultando num aumento da distancia percorrida pelas Daphnia.

As Daphniapodem achar as vibracoes do ultrassom stressantes, incapacitando-as de
lidar com os seus efeitos por longos periodos, dependendo da intensidade e duracao do
estimulo. Essa sensibilidade ao ultrassom pode explicar a reducao no nimero de juvenis nos
grupos experimentais GEys: e GEusz. Sabe-se que as Daphinia podem mudar para o modo de
reproducao sexuada em ambientes desfavoraveis (Tatarazako & Oda, 2007). Para
verificarmos se o ultrassom é capaz de induzir esse tipo de reproducado, teriamos de efetuar
um estudo mais prolongado que permitisse estudar areproducao em vdrias geracoes. Embora
tenha sido observado que o GEys; apresentou um nimero significativamente menor de juvenis
comparativamente ao GC, estes dois grupos tiveram um aumento proporcional de juvenis ao
longo do tempo (Anexo 9). No que diz respeito a caraterizagao dos juvenis, apenas existiram
sete JM em quatro Daphnia do GEysi e uma Daphnia do GEysz, em posturas diferentes. Devido
a este reduzido numero e ao padrao aleatdrio de JM, nao foi possivel realizar uma associacao
direta com a exposicao.

E importante destacar que arelacdo entre o uso do ultrassom e as varidveis estudadas
ainda requer uma analise mais aprofundada e pode depender de diversos fatores, incluindo a
intensidade, frequéncia e duracao da exposicao, bem como das carateristicas individuais dos
organismos. E necessario ter em conta que o estudo foi realizado em organismos modelo,
especificamente da espécie Daphnia magna. Embora estes organismos sejam amplamente
utilizados em pesquisas cientificas como um modelo para estudos de toxicologia e impactos
ambientais, eles podem apresentar respostas diferentes em relacao aos efeitos do ultrassom
em seres humanos. As diferencas na fisiologia, estrutura e sensibilidade dos organismos
podem influenciar as respostas aos estimulos do ultrassom. Importa referir que os resultados

obtidos em estudos realizados em organismos modelo podem nao ser diretamente
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extrapolaveis para os efeitos em seres humanos. Estes aspetos devem ser considerados em
estudos futuros para uma compreensao mais completa dos efeitos colaterais do ultrassom.

Sugere-se que estudos futuros possam abranger outros parametros, como marcadores
bioquimicos e estudos genéticos, a fim de aprofundar a compreensao destes efeitos em outros
niveis de organizacdo. Considerando a capacidade das Daphinia de responder e adaptar-se a
estimulos, este organismo apresenta potencial como modelo para estudos futuros na area da
fisioterapia dermatofuncional, nomeadamente na utilizacao do ultrassom.

Uma limitacao deste estudo foi a sua curta duracao, que impediu a exploracao de outros
aspetos relevantes. Devido a duracgao limitada do estudo, podem existir outros fatores ou
varidveis importantes que nao foram abordados. Esta limitacao destaca a necessidade de
estudos futuros mais abrangentes e prolongados para uma compreensao mais completa dos
efeitos do ultrassom.

Outra limitacao identificada foi o pequeno n amostral na andlise da resposta sensdrio-
motora, o que pode levar a uma restrita extrapolacao dos resultados.

Um viésidentificado neste estudo é a possivel falta de aleatoriedade na distribuicao inicial
das Daphnianos frascos experimentais dos trés grupos. Ao agrupar quinze Daphniaem cada
frasco, pode ter ocorrido uma tendéncia de selecionar as Daphnia menos ativas primeiro,
deixando potencialmente as mais rapidas para o final. Esta alocacao nao aleatdria pode ter
induzido uma diferenca inicial entre os grupos, afetando os resultados do estudo.

Este trabalho pretende ser um primeiro contributo para estudos posteriores de maior
complexidade. Por exemplo, uma possivel continuacao seria avaliar o efeito do ultrassom na
estrutura das células adiposas e no tecido muscular, utilizando marcadores bioquimicos ou até
estudos de biologia molecular. Estas abordagens mais avancadas permitiriam uma andlise
mais detalhada dos efeitos do ultrassom a niveis celulares e moleculares, proporcionando uma
melhor compreensao dos mecanismos subjacentes. Esta linha de investigacao poderia abrir

portas para descobertas significativas e contribuir para a ampliacao do conhecimento na area.
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5. Conclusao

Os resultados obtidos neste estudo revelaram interac6es importantes entre o
equipamento de ultrassom e os organismos modelo da espécie Daphnia magna. A
sobrevivéncia dos organismos nao foi afetada pelas doses do ultrassom utilizadas. O
crescimento foi favorecido pela exposi¢ao ao ultrassom, no entanto este resultado pode estar
influenciado pelo tamanho inicial dos organismos.

Os organismos apresentaram uma velocidade maior apds as duas exposicoes ao
ultrassom. Na ultima avaliacdao sensdrio-motora, 0s organismos nao sujeitos ao ultrassom
fizeram um percurso mais longo, mas com a mesma velocidade dos organismos expostos. O
ultrassom induziu um aumento na velocidade dos organismos e promoveu um trajeto mais
linear.

A exposicao ao ultrassomreduziu o nimero de juvenis libertados pelas fémeas, sugerindo
um efeito negativo na reproducao.

Conclui-se que o ultrassom na dose terapéutica utilizada altera a resposta sensdrio-

motora e areproducao das Daphinia magna.
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Anexos

Anexo 1: Meio de cultura M4

Volume de solugao para 20 L de meio
Reagente (mL)
Micronutrientes
H3BO3 10
MnCI2.4H20 10
LiCl 10
RbCI 5
SrCl,.6H,0 5
NaBr 5
Na:MoQ04.2H,0 5
CuCl.2H,0 5
ZnCl, 5
CoCl,.6H20 5
Kl 1
Na,SeO; 1
NH4VO3 1
Fe-EDTA 20
(Na;EDTA.2H,0 + FeS04.7H,0)
Macronutrientes
CaCl,.2H,0 100
MgS0..7H.0 100
KGL 20
NaHCO3 100
Na.Si03.5H,0 20
NaNO3 2
KH,PO4 2
KzHPO4 2
Vitaminas
Tiamina-HCL (B11)
Cianocobalamina (B12) 1
Biotina
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Anexo 2: Folhas de registo da sobrevivéncia das Daphnia
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Folhas de registo didrio das carapacas das Daphnia
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Anexo 4: Férmula de conversao do tamanho do exopddito para o tamanho corporal das
Daphnia
Corpo (mm) = 10.499 X exopodito — 0.329

26



Anexo 5: Folhas de registo da resposta sensdrio-motora das Dap/nia

GC-RESPOSTA SENSORIO-MOTORA GEys;-RESPOSTA SENSORIO-MOTORA GEys2 - RESPOSTA SENSORIO-MOTORA

Daphnia | Distancia (cm) | Tempo (s) | Disténcia total (cm) | Velocidade global (cm/s) | | Daphnia | Distancia (cm) | Tempo (s) | Distancia total (cm) | Velocidade global (cm/s) | | Daphnia | Distancia (cm) | Tempo (s) | Distancia total (cm) | Velocidade global (cm/s)
1 3 523 350 067 1 3 491 474 097 6 3 2,58 399 155
2 3 748 5,03 0,67 2 3 814 10,28 1,26 7 3 532 6,67 125
3 3 58 483 083 3 3 218 337 155 8 3 634 654 1,03
4 3 9,68 4,65 0,48 4 3 822 6,83 0,83 9 3 355 430 121
5 3 564 421 075 5 3 378 344 091 10 3 1091 9,40 0,86
6 3 516 379 073 6 3 522 394 075 n 3 X X X
7 3 86 721 0,84 7 3 880 859 098 12 3 336 4,06 121
8 3 9,08 6.40 0,70 8 3 246 377 153 13 3 692 473 068
9 3 724 413 057 9 3 839 740 0,88 14 3 3386 5,09 132
10 3 864 531 061 10 3 289 484 167 15 3 964 759 0,79
n 3 16,95 13,38 0,79 n 3 14,53 999 0,69 x: Daphnia faleceu antes da avaliagao sensério-motora
12 3 10,34 8,96 0,87 12 3 998 10,46 1,05
13 3 16,63 1325 0,80 13 3 564 494 0,88
14 3 8,04 8,02 1,00 14 3 956 4,87 0,51
15 3 17,21 1331 0,77 15 3 10,46 721 0,69
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Anexo 6: Folhas de registo da reproducao das Daphnia

GC-JUVENIS
1 2 3 4 5 6 7 8 10 n 12 13 “ 15
o ml: njﬁm w,w;lmmms omwr.'rlmlmrm’ri%‘rm*wm*w o/ JovensJoA v m‘rm‘mm o
0
1 1 1 2 1 2 2 2 2 3 1 1 1 2 1 23
6 7 9 6 8 7 6 8 7 6 7 9 7 8 6 107
20
I_21 10 12 14 10 n n 8 9 8 10 12 n 13 10 12 161 |
22
| 3
| 24
25 12 13 16 n 12 12 n n 10 12 13 12 16 12 14 187
_iﬁ
| 27
_is
29 | 17 15 17 15 16 15 13 17 17 16 15 17 17 16 15 238 |
30
31
M 46 48 57 44 48 47 40 47 44 47 48 50 54 48 48 716
Idade (dias) JM: Juvenil morto
AO: Ovo abortado JI: Juvenil inviavel
GEus: - JUVENIS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 n 12 13 4 15
Idade [Juvenis JOA/IM/1Juvenis |OA/IM/ )i PuvenisfOA/IM/ )i iuvenisJOA/IM /3 [uvenis JOA/IM/1 fluvenis |OA/IM/ i uvenis JOA/IM/ 3 Juvenis JOA/IM /31 [iuvenis |OA/IM/ i Jiuvenis JOA/IM/ 3 | Juvenis JOA/IM/ 31 [iuvenis JOA/IM/ )i fluvenis JOA/IM/ 3 |iuvenis JOA/IM/ 3 [luvenisJOA/ 1M/ 1} TOTAL
10
1
12
1 2 2 2 1 1 1 1 2 1 1 3 1 2 3 1 24
1
7 5 8 4 5 8 |o/s/0] 8 7 4 8 5 6 8 4 8 95 |
20
21 | 5 7 6 6 7 9 10 10 Jos/0] 7 1 6 6 10 6 n 1
22
23
24
25 1 1 _J0/2/0) 12 10 9 n 12 12 9 14 n 14 il 10 12 169 |
26
27
28
29 16 | 0/1/0] 18 18 16 17 15 18 14 13 17 16 18 16 17 16 245
30
31
Total | 41 43 46 37 39 A4 49 45 34 51 4 45 AT 40 48 650 |
Idade (dias) IM: Juvenil morto Exposigao ao ultrassom
AO: Ovo abortado JI: Juvenil invidvel
GEyusz - JUVENIS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 n 12 13 4 15
+ TOTAL
Idade N N Juvenis JOA/S M, IM/ )]
2 2 2 3 2 1 2 3 1 2 2 1 2 2 2 29
14
10 6 6 8 a4 8 n 8 7 7 6 10 12 9 7 19
9
| 20 __|
21 8 7 7 3 3 5 _lo/e/0] 2 8 2 4 7 4 2 3 3 68_J
_22
23
24
_iS 15 17 14 13 15 15 13 15 18 10 FALE( 13 13 14 13 ‘&
| 26
27
28
_iS 19 19 16 15 20 21 15 18 20 13 14 15 15 16 236
30
31
M 54 51 45 42 44 50 43 52 48 36 15 | 42 44 43 41 650 |
(dias) IM: Juvenil morto itra:
AO: Ovo abortado JI: Juvenil invidvel
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Anexo 7: Bases de dados utilizadas no SPSS

ID Grupo Sobrevivéncia |Prim_Carapaca| Ult_Carapaca | Crescimento | juvenis_pds_21dias
1 1 1 2,09 293 0,84 46
2 1 1 219 3,03 0,84 48
3 1 1 230 293 0,63 57|
4 1 1 219 3,03 0,84 44
5 1 1 219 2,93 0,73 48
6 1 1 230 2,93 0,63 47|
7 1 1 240 3,03 0,63 40
8 1 1 219 2,82 0,63 47|
9 1 1 219 2,93 0,73 44

10 1 1 219 2,82 0,63 47|
1 1 1 219 3,03 0,84 48
12 1 1 219 3,03 0,84 50
13 1 1 219 2,93 0,73 54
14 1 1 2,30 2,93 0,63 48
15 1 1 2,20 3,03 0,83 48
1 2 1 2,61 377 116 41
2 2 1 2,61 3,66 1,05 43
3 2 1 271 3,87 116 46
4 2 1 2,82 3,77 0,95 37
5 2 1 2,61 377 116 39
6 2 1 2,61 3,87 126 44
7 2 1 2.82 398 116 49
8 2 1 293 3,77 0,84 45
9 2 1 293 3,87 0,95 34
10 2 1 272 3,77 1,05 51
1 2 1 2,82 3,87 1,05 41
12 2 1 2,82 3,77 0,95 45
13 2 1 2,61 377 116 47|
14 2 1 293 3,66 0,74 40
15 2| 1 293 3.98| 1,05 48
1 3 1 2,72 3,87 116 54
2 3 1 272 377 1,05 50
3 3 1 2,66 377 1M 45
4 3 1 2,72 3,66 0,95 42
5 3 1 272 3,66 095 44
6 3 1 272 377 1,05 50
7 3 1 2,66 377 111 43
8 3 1 272 366 0,95 52
9 3 1 2,66 3,87 121 48
10 3 1 272 377 1,05 36
1 3 2 272 15
12 3 1 2,72 3,66 0,95 42
13 3 1 2,66 3,77 11 44
14 3 1 2,72 3,87 116 43
15[ 3 1 2,66 377 1M 41
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1D Grupo |dist_total_M1|dist_total_M_2|dist_total_M3|vel_globlal_M1|vel_globlal_M2|vel_globlal_M3

1 1 3,5 3,8 13,4 0,67 0,73 0,79
2 1 5,0 7.2 9,0 0,67 0,84 0,87
3 1 48 6,4 133 0,83 0,70 0,80
4 1 47 41 8,0 0,48 0,57 1,00
5 1 42 53 133 0,75 0,61 0,77
1 2 47 39 10,0 0,97 0,75 0,69
2 2 10,3 8,6 10,5 126 0,98 1,05
3 2 34 3,8 49 1,55 1,53 0,88
4 2 6,8 74 49 0,83 0,88 0,51
5 2 34 48 72 091 167 0,69
1 3 40 1,55

2 3 6,7 41 1,25 1,21
3 3 6,5 47 1,03 0,68
4 3 43 51 121 1,32
5 3 94 76 0,86 0,79
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Anexo 8: Grafico de juvenis mortos por postura
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Anexo 9: Grafico com média e desvio padrao do numero total de juvenis por postura
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