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EXPOSIÇÃO À ÁGUA CONTENDO “MIX” DE POLUENTES 

ALTERA A RESPOSTA ANTIPREDATÓRIA DE 

CAMUNDONGOS C57BL/6J 

 

RESUMO 

Estudos prévios já confirmaram os efeitos tóxicos de distintos poluentes (isoladamente) sobre 

os mamíferos. Entretanto, os efeitos ocasionados pela exposição desses animais a misturas 

(mix) de poluentes ainda não foi avaliado. Logo, nosso estudo visou avaliar o efeito da 

exposição crônica (105 dias) de camundongos C57Bl/6J a um mix de poluentes, sobre a 

resposta a potenciais predadores. Para isso, foram estabelecidos grupos “controle”, “Mix 1x 

(compostos de 14 poluentes identificados em águas superficiais, em concentrações 

ambientalmente relevantes), “Mix 10x” e “Mix 25x” (10 e 25 vezes maior que a Mix 1x). A 

partir do 93º dia experimental, os animais foram submetidos, sequencialmente, a testes que 

evidenciam alterações locomotoras, visuais, olfatórias e auditivas para avaliar alterações nessas 

habilidades, as quais são essenciais para a exibição de comportamento anti-predatório. Em 

seguida, foi avaliado o comportamento dos animais aos potenciais predadores (Felis catus e 

Pantherophis guttatus). Nossos dados demonstraram que não houve exibição de resposta 

defensiva de nenhum dos grupos experimentais ao estímulo predatório proporcionado por P. 

guttatus. No entanto, apenas os animais controle, exibiram comportamento anti-predatório 

quando F. catus foi introduzido no aparato, o que sugere déficit de resposta defensiva 

ocasionado pelos tratamentos. Assim, nosso estudo evidencia, pioneiramente, que a ingestão 

crônica de água contendo mix de poluentes (mesmo em baixas concentrações), causa distúrbio 

comportamental que, em nível ecológico, pode afetar a sobrevivência e a dinâmica populacional 

das espécies de mamíferos. 

Palavras-chave: Comportamento defensivo; predador; mix de poluentes; poluição aquática. 
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EXPOSURE TO WATER CONTAINING "MIX" OF 

POLLUTANTS ALTERS THE ANTI-PREDATORY RESPONSE 

OF C57BL/6J  

 

ABSTRACT 

 

 
Previous studies have individually confirmed the toxic effects from different pollutants on 

mammals. However, effects resulting from the exposure of these animals to multi-pollutant 

mixes have not been studied so far. Thus, the aim of the current study is to assess the effect 

from the chronic exposure (105 days) of C57Bl/6J mice to a mix of pollutants on their response 

to potential predators. In order to do so, the following groups were formed: “control”, “Mix 1x 

[compounds from 15 pollutants identified in surface waters at environmentally relevant 

concentration (ERC)]”, “Mix 10x” and “Mix 25x” (concentrations 10 and 25 times higher than 

the ERC). From the 93th experimental day on, the animals were subjected to tests in order to 

investigate whether they showed locomotor, visual, olfactory and auditory changes, since these 

abilities are essential to their anti-predatory behavior. Next, the animals’ behavior towards 

potential predators (Felis catus and Pantherophis guttatus) was assessed. The herein collected 

data did not show defensive response from any of the experimental groups to the predatory 

stimulus provided by P. guttatus. However, the control animals, only, presented anti-predatory 

behavior when F. catus was introduced in the apparatus, fact that suggests defensive response 

deficit resulting from the treatments. Thus, the current study is pioneer in showing that the 

chronic intake of water containing a mix of pollutants (even at low concentrations) leads to 

behavioral disorders able to affect the survival and population dynamics of mammalian species 

at ecological level. 

Keywords: Defensive behavior; predator; mix of pollutants; water pollution. 
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1. INTRODUÇÃO 

Nos últimos anos, devido ao crescimento exponencial da população humana, tem-se 

observado um incremento pela busca de recursos (i.e.: alimentos, manufaturas, vestuários, 

medicinais, etc.), assim como das atividades antropogênicas, as quais têm sido correlacionadas 

diretamente com a poluição dos sistemas fluviais (Lemos & Erdtmann, 2000; Emmersom et al., 

2016; Quadra et al., 2016). Logo, a qualidade da água – um recurso natural indispensável para 

a sobrevivência das espécies (Soni et al., 2013) – vem se deteriorando e a sobrevivência dos 

organismos que nelas vivem, vem sendo colocada em risco.  

Por sua vez, a sociedade consumista contemporânea, tem provocado um vertiginoso 

aumento da quantidade de resíduos (sólidos ou líquidos) gerada anualmente, que se descartados 

incorretamente no ambiente podem interferir negativamente nas comunidades e nos 

ecossistemas (Collares-Pereira & Cowx, 2004, Schwarzenbach et al., 2016). Isso se deve, 

especialmente, à presença de muitos poluentes na constituição dos resíduos que são descartados 

no ambiente natural (Deblonde et al., 2011), como por exemplo aqueles oriundos das atividades 

agrícolas (i.e.: herbicidas à base de glifosato), dos esgotos domésticos (i.e.: fármacos), de 

agroindústrias (i.e.: efluente de curtume), etc. Desse modo, a poluição aquática tem-se 

constituída um grande problema para os ecossistemas, afetando os animais que utilizam das 

fontes naturais de água, seja como habitat, seja para consumo e/ou reprodução (Paez-Osuna et 

al., 2017). 

Umas das atividades antropogênicas que tem provocado sérios impactos nos ambientes 

aquáticos referem-se às práticas agrícolas (Yadav et al., 2015). Para suprir a alta demanda por 

alimentos, as práticas e técnicas da agricultura convencional têm sido extensivamente utilizadas 

(Foley et al., 2011). No entanto, esse sistema de produção possui alto potencial poluidor dos 

recursos hídricos, devido, sobretudo, à utilização intensiva de distintos defensivos agrícolas. 

Atualmente um dos fertilizantes mais utilizados em diferentes culturas, refere-se ao 

nitrogênio (Franklin et al., 2017), o qual é importante para a nutrição, desenvolvimento e 

produtividade das plantas (Kiba & Krapp, 2016; Leghari et al., 2016). Por outro lado, o uso de 

defensivos agrícolas tem crescido consideravelmente nos últimos anos (Rahman, 2013). Dentre 

os mais utilizados mundialmente, destacam-se o glifosato (Benbrook, 2016; Poiger et al., 2017) 

e a abamectina (Lasota & Dybas, 1990), defensivos agrícolas que devido às suas capacidades 

de agirem em organismos não-alvos podem ocasionar efeitos nocivos às plantas e aos animais 

(Costa & Nomura, 2016, Vasconcelos et al., 2017). Se por um lado esses agroquímicos 

contribuem enormemente para o aumento da produção e produtividade agrícola, por outro, a 
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perda do nitrogênio e a disseminação de defensivos agrícolas por escoamento ou lixiviação 

pode contaminar cursos d’água e provocar desequilíbrios nos ecossistemas (Weichert et al., 

2017; Vasconcellos et al., 2017). 

Outro problema que afeta negativamente os ecossistemas, refere-se ao despejo de 

efluentes agroindustriais nos corpos d’água, os quais são descartados, em muitas situações, de 

modo inadequado, ou seja, sem tratamento prévio ou após tratamento ineficaz (Gafny et al., 

2000; Becker et al., 2008; Suthar et al., 2010). Um desses efluentes refere-se ao efluente de 

curtume (EC), produzido durante o beneficiamento de peles bovinas (para a confecção de 

couro), em indústrias curtumeiras que se concentram especialmente na América do Sul e em 

países asiáticos (Sabumon, 2016). Nestes países, tais indústrias apresentam grande importância 

para o setor econômico, pois o couro produzido é matéria prima destinada para distintos setores, 

tais como automobilístico, vestuário, calçadista, mobiliário, dentre outros (Hu et al., 2011; 

China e Ndaro, 2015; Sabumon, 2016). Contudo, essa atividade possui grande potencial para 

causar impactos ambientais devido, sobretudo, ao fato de que os efluentes produzidos nas etapas 

de processamento do couro apresentam variados compostos nocivos à saúde dos organismos, 

incluindo constituintes orgânicos e inorgânicos altamente tóxicos (e.g.: cromo, chumbo, 

arsênio, diftalato, bisfenol, dentre outros) (Guimarães et al., 2016; Estrela et al., 2017; Mendes 

et al., 2017). 

Os esgotos domésticos também têm sido considerados causadores de problemas 

ambientais importantes, os quais estão ligados ao crescimento populacional (Noorhosseini et 

al., 2017). As altas cargas de esgotos lançados nos rios, córregos e/ou lagos podem conter 

diversos poluentes, incluindo detergentes (produto surfactante utilizado na limpeza doméstica), 

estrogênios (hormônios oriundos de pílulas anticoncepcionais), material orgânico, resíduos de 

medicamentos, etc. (Deblonde et al., 2011). Estudos mostram que os medicamentos, em 

especial, têm sido inseridos no ambiente principalmente através dos esgotos domésticos, em 

função do seu crescente uso (Pal et al., 2010), seja por meio da excreção, higienização das 

pessoas ou pelo seu descarte diretamente nas redes de esgotos (Daughton & Ruhoy, 2009).  

Nesse contexto, estudos têm demostrado diferentes impactos que estes poluentes podem 

acarretar em distintas classes de animais do subfilo Vertebrata (Craniata). Sobjak et al. (2017) 

e Novelli et al. (2016) investigaram sobre o efeito do glifosato e abamectina sobre peixes 

(Rhamdia quelen e Danio rerio), assim como Montalvão et al. (2017), Souza et al. (2017) e 

Mendes et al. (2017) que estudaram os efeitos da exposição de anfíbios (Lithobates 

catesbeianus), aves (Melopsittacus undulatus) e mamíferos (Mus musculus) à EC, 
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respectivamente. Além disso, Ghali et al. (2016) e Zhao et al. (2017) observaram efeitos do 

estrogênio em girinos (Hyla arbórea) e peixes (Danio rerio). Outros estudos avaliaram os 

efeitos de distintos fármacos (e.g.: ibuprofeno, amoxicilina, clonazepam, fluoxetina, ácido 

acetilsalicílico, dentre outros) sobre peixes (Lepomis gibbosus) girinos (Bufo arabicus) e 

mamíferos (Rattus novergicus) (Brandão et al., 2013; Barry et al., 2014; Veldhoen et al., 2014; 

Elizalde‐Velázquez et al., 2017; Welham et al., 2017). Portanto, esses trabalhos demostram que 

a contaminação aquática por estes poluentes pode trazer consequências drásticas para a biota, 

interferindo negativamente em aspectos essenciais ligados à sobrevivência e reprodução das 

espécies em diferentes níveis tróficos.   

Embora essas pesquisas sejam importantes para identificar os efeitos nocivos nos 

vertebrados, eles podem não representar o que ocorre no ambiente. Nestes estudos, observa-se 

que seus delineamentos experimentais têm priorizado concentrações (ou doses de poluentes) 

muito superiores às observadas no ambiente natural, além de alguns as definirem com base em 

testes de toxicidade aguda [i.e.: concentrações letais médias (CL50)], recomendados apenas para 

casos muito particulares. Além disso, a grande maioria desses trabalhos investigou o efeito dos 

poluentes na biota de maneira individual, diferentemente do que ocorre nos cursos d’água, que 

ao receberem descargas ou escoamento de poluentes, podem atuar como veiculadores de um 

mix de contaminantes.  

A presença de misturas de poluentes no ambiente aquático tem sido corroborada por 

estudos prévios, os quais detectaram concentrações ambientais de representantes do grupo dos 

fármacos, agrotóxicos, surfactantes, bem como aqueles resíduos oriundos de setores 

petrolíferos e agroindustriais (Ternes, 1998; Perreault et al., 2003; Hoeger et al., 2005; Jardim 

et al., 2006; Flippin et al., 2007; Peruzzo et al., 2008; Ternes et al., 2011; Pamplona et al., 2011; 

Xu et al., 2014). Portanto, nota-se a necessidade de se avaliar os efeitos das misturas de 

poluentes (em concentrações ambientais) sobre os organismos que fazem o uso da água 

contaminada como habitat, para consumo e/ou reprodução. Conforme discutido por Wade et al. 

(2002), a exposição crônica à água contaminada por uma mistura de poluentes, pode influenciar 

direta ou indiretamente a sobrevivência das espécies e, consequentemente, a dinâmica 

populacional e ecológica dos ecossistemas. 

Um campo ainda inexplorado refere-se aos possíveis efeitos que a ingestão de água 

contendo mix de poluentes pode causar sobre comportamentos típicos (inatos/aprendidos) de 

representantes da classe dos mamíferos. Comportamentos característicos desses animais, como 

por exemplo, suas performances frente a estímulos locomotores, visuais, olfatórios, auditivos, 
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bem como suas respostas defensivas a possíveis predadores, constituem estratégias essenciais 

que podem garantir sua sobrevivência e reprodução, assim como a perpetuação de sua espécie. 

Nesse sentido, o presente estudo objetivou avaliar o efeito da exposição crônica de 

camundongos machos da linhagem C57Bl/6J a uma mistura de poluentes comumente 

encontrados em águas superficiais sobre alguns de seus comportamentos, com foco, 

especialmente em suas respostas defensivas à potenciais predadores (felino e ofídico). Partimos 

da hipótese de que a ingestão de água contendo mix de poluentes pode causar distúrbios no 

sistema nervoso central dos animais que refletem anomalias comportamentais. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Animais e delineamento experimental 

No presente estudo, foram utilizados camundongos machos da linhagem C57Bl/6J1, 

com idade entre 21 e 32 dias, provenientes e mantidos no Biotério do Laboratório de Pesquisas 

Biológicas do Instituto Federal Goiano – Campus Urutaí (GO, Brasil) em condições sanitárias 

de biotério convencional, com temperatura (22 – 24ºC), luminosidade (12 h de ciclo claro) 

controlada e umidade de 58 ± 3%. Foram alojados 11 animais por gaiola de polipropileno 

padrão para camundongos (41 cm de comprimento x 34 cm de largura x 16 cm de altura) com 

tampas gradeadas de arame galvanizado com tratamento antioxidante. A água (com ou sem 

tratamento) e ração padrão para roedores (Nuvilab CR1) foram ofertadas ad libitum. A água 

(com ou sem tratamento) foi trocada uma vez por semana. 

Inicialmente 44 camundongos foram contrabalanceados de acordo com as co-variáveis 

“idade” e “biomassa”, de modo que as idades e as massas corpóreas foram estatisticamente 

iguais no início do experimento e, sequencialmente, os animais foram distribuídos nos seguintes 

grupos experimentais:  

1) Grupo controle (n= 11), em que os animais receberam apenas água potável, sem 

qualquer tratamento;  

2) Grupo Mix 1x (n= 11), em que os animais receberam água contendo mix de poluentes 

representantes da classe de resíduos farmacêuticos; hidrocarboneto; de resíduos 

agroindustriais; de hormônio sintético; de fertilizantes agrícolas, pesticidas e de resíduos 

surfactantes, em concentrações encontradas em águas superficiais (Tabela 1);  

                                                 
1A fim de eliminar a variável genética, foram utilizados camundongos da linhagem C57Bl/6J a qual é isogênica, 

ou seja, contém o índice de homozigose > de 99%; logo, a variabilidade genética é bastante reduzida. 
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3) Grupo Mix 10x (n= 11), em que os animais receberam uma mistura de poluentes em 

concentrações 10 vezes superiores à definida no grupo anterior; e  

4) Grupo Mix 25x (n= 11), ou seja, 25 vezes superiores à concentração definida no grupo 

Mix 1x.  

 

O consumo de ração e água (com ou sem tratamento) foi estimado2, por meio da 

subtração diária entre a cota oferecida e o rejeito do dia subsequente. Os animais foram expostos 

aos tratamentos por um período crônico de 105 dias, período que abrange a fase jovem e o início 

da fase adulta do animal (Flurkey et al., 2007). Nosso delineamento experimental visou simular 

uma exposição a baixas concentrações a certos contaminantes, especialmente, o grupo Mix 1x, 

o que pode representar, por exemplo, o lançamento contínuo de efluentes (domésticos e/ou 

industriais) tratados ou não nos corpos d’água ou o recebimento de lixiviados contaminados de 

agrotóxicos ou fertilizantes. Todos os procedimentos adotados neste estudo foram aprovados 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do Instituto Federal Goiano (IF Goiano) 

(GO, Brasil) (protocolo n. 6339041117).  

 

2.2.  Mistura de poluentes: componentes e caracterização química 

O mix de poluentes que utilizamos foi preparado utilizando-se 15 poluentes comumente 

identificados em águas superficiais. Nosso intuito foi simular o que normalmente pode ser 

encontrado em cursos d’água, ou seja, um mix de poluentes, quando são descartados esgotos 

domésticos, industriais e agroindustriais nestes ambientes aquáticos, os quais podem servir de 

fonte de água a animais. No presente estudo, as concentrações utilizadas foram definidas com 

base em estudos prévios que identificaram cada um dos poluentes em águas superficiais, de rios 

em diferentes localidades (Tabela 1).  

Os medicamentos representantes dos resíduos farmacêuticos foram selecionados de 

acordo com o alto e crescente consumo pela população humana (vide alguns estudos 

mencionados na Tabela 1) e devido à presença de resíduos desses medicamentos em esgotos 

domésticos e, consequentemente, em águas superficiais, identificados por estudos atuais 

(Quadra et al.; 2016; Chiavola et al., 2017; Zorpas et al., 2017). Por outro lado, o glifosato e a 

abamectina foram escolhidos como representantes dos defensivos agrícolas por serem 

                                                 
2O consumo de ração e água foi estimado devido o fato de que os animais (do mesmo grupo experimental) foram 

agrupados; logo, seria impossível saber qual foi consumo exato de cada camundongo. O agrupamento dos animais 

diminui o estresse dos mesmos por serem naturalmente sociais além de ser inviável alocar cada camundongo em 

uma caixa padrão, devido o número amostral utilizado no presente estudo.  
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pesticidas utilizados amplamente na agricultura convencional. Enquanto a abamectina pertence 

à família das avermectinas, a qual é produzida naturalmente pela fermentação de uma cultura 

de bactérias, Streptomyces avermililis (Bai & Ogbourne, 2016); o glifosato é o herbicida mais 

utilizado mundialmente (Bai & Ogbourne, 2016). 

O benzeno foi escolhido como representante dos hidrocarbonetos, uma vez que é um 

dos hidrocarbonetos aromáticos mais largamente utilizados como matéria-prima para diversos 

produtos, tais como detergentes, gasolina e plásticos (Barata-Silva et al., 2014). Já o nitrogênio 

e o detergente doméstico foram escolhidos como representantes da classe dos fertilizantes e 

surfactantes, respectivamente, uma vez que são aqueles mais utilizados na agricultura 

convencional (Lu & Tian, 2017) e na limpeza em geral, em residências domésticas (Scheibel, 

2004), respectivamente.  

Por outro lado, o estradiol foi escolhido como representante dos hormônios sintéticos, 

pois estudos prévios demonstram o aumento crescente deste hormônio pela população humana 

nos últimos anos (Louw-du Toit et al., 2017; Yang et al., 2017), em diferentes regiões do 

mundo. O EC, por sua vez, foi escolhido como representante da classe dos resíduos 

agroindustriais, pois se trata de um resíduo líquido altamente tóxico e de alta complexidade 

química produzido em grande quantidade por indústrias curtumeiras que processam a pele 

bovina. Tal resíduo normalmente é descartado em cursos d’água, ilegalmente, sem qualquer 

tratamento prévio, especialmente por indústrias curtumeiras rudimentares e de pequeno porte, 

espalhadas em países em desenvolvimento, localizados especialmente na Ásia e na América do 

Sul (Sabumon, 2016). 

 Todos os medicamentos (similarmente ao estudo de Abreu et al., 2016), estradiol, 

glifosato, nitrogênio, abamectina e detergente foram adquiridos em estabelecimentos 

comerciais comuns (vide marcas na Tabela 1). Ressalta-se que a abamectina foi aplicada na 

água ofertada aos animais a partir da formulação comercial Kraft® 36EC, classificado como 

acaricida, inseticida e nematicida (Tabela 1) (produto registrado no Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA) do Brasil sob o nº 7703). A fonte de nitrogênio utilizada foi 

a ureia, pois esta é a mais utilizada na agricultura convencional. Já o EC utilizado foi obtido de 

uma indústria curtumeira localizada na cidade de Inhumas (Goiás, Brasil), tendo sido o mesmo 

utilizado recentemente por Souza et al. (2017). 
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Tabela 1. Informações gerais dos poluentes utilizados na mistura no presente estudo.  

 

Classe dos 

poluentes 

Nome dos 

micropoluentes 
Princípio ativo Marcas  

Concentração 1x 

(concentração 

ambiental) 

Referências 

(Concentração 

ambiental) 

Concentração 

10x 

Concentração 

25x 

Fármacos Antibiótico Amoxicilinaa Prati, Donaduzzi 

& Cia Ltda, 

Toledo-PR, 

Brasil 

0,0045 µg.L-1 Sodré et al. (2010) 0,045 µg.L-1 0,1125 µg.L-1 

Anti-inflamatório Ácido 

acetilsalicílicob 

Bayer Pharma 

AG, Leverkusen, 

Alemanha 

0,34 µg.L-1 

 
Ternes (1998) 3,4 µg.L-1 

 
8,5 µg.L-1 

Diclofenaco sódicoc Vittamed, Caxias 

do Sul-RS, 

Brasil 

1,8 µg.L-1 

 
Hoeger et al. (2005) 18 µg.L-1 45 µg.L-1 

Ibuprofenod TEUTO, 

Anápolis- GO, 

Brasil 

2,7 µg.L-1 Flippin et al. (2007) 27 µg.L-1 67,5 µg.L-1 

Antidepressivo Fluoxetinae Zydus Nikkho, 

Rio de Janeiro-

RJ, Brasil 
0,030 µg.L-1 

Perreault et al. 

(2003) 
0,30 µg.L-1 0,75 µg.L-1 

Ansiolítico Clonazepanf Legrand Pharma, 

Hortolândia- São 

Paulo, SP, Brasil 

0,053 µg.L-1 Ternes et al. (2001) 0,53 µg.L-1 1,325 µg.L-1 

Analgésico Dipirona 

monoidratadag 

CIMED, Porto 

Alegre- MG, 

Brasil 

5 µg.L-1 

 

Pamplona et al. 

(2011) 
50 µg.L-1 125 µg.L-1 

Antiácido Ranitidinah TEUTO, 

Anápolis- GO, 

Brasil 

10 ng.L-1 Boxall (2004) 100 ng.L-1 
250 ng.L-1 
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Tabela 1. Continuação. 

Classe dos 

poluentes 

Nome dos 

micropoluentes 
Princípio ativo Marcas  

Concentração 1x 

(concentração 

ambiental) 

Referências 

(Concentração 

ambiental) 

Concentração 

10x 

Concentração 

25x 

Hidrocarboneto Benzeno Benzeno Proquímios, Rio 

de Janeiro-RJ, 

Brasil 

0,005 mg/L 
Ministério da Saúde 

(2004) 
0,05 mg.L1 

0,125 mg.L1 

Resíduo 

agroindustrial 

Efluente de 

curtume 

- 
- 1% Rabelo et al. (2016) 10% 25% 

Hormônio 

Sintético 

Estradiol Ciprionato de 

Estradiol 

ZOETIS 

PFIZER, Itapevi-

SP, Brasil. 

2,6 µg.L-1 Jardim et al. (2006) 26 µg.L-1 65 µg.L-1 

Fertilizante Nitrogênio Nitrogênio USI FERTIL®, 

Maruim-SE, 

Brasil 

2,4 mg.L-1 Xu et al. (2014) 24 mg.L-1 60 mg.L-1 

Agrotóxico Glifosato Glifosato UPL, Ituverava-

SP, Brasil 
0,70 mg.L-1 Peruzzo et al. (2008) 7 mg.L-1 17,5 mg.L-1 

Kraft® 36EC Abamectina Bayer 

CropScience 

Ltda., Belford 

Roxo – RJ, 

Brasil. 

0,004 mg.L-1 
Vasconcelos et al. 

(2016) 
0,04 mg.L-1 0,1 mg.L-1 

Surfactante Detergente - Start, São Paulo-

SP, Brasil 
740 µg.L-1 Mortatti et al., (2012) 7,400 µg.L-1 18,500 µg.L-1 

 

aVulliet & Cren-Olivé (2011); Kibuule et al.(2017). 
bCleuvers (2004). 
cCleuvers (2004). 
dTernes (2001); Cleuvers (2004). 
eForan et al. (2004); Evans et al. (2017). 
fLindim et al. (2016). 
gQuadra et al. (2016). 
hQuadra et al. (2016). 
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A caracterização físico-química da água e dos diferentes tratamentos utilizados no 

presente estudo foi realizada a partir das recomendações metodológicas da American Public 

Health Association (APHA) (APHA, 1997). Já para as análises orgânicas, utilizou-se a técnica 

de espectrometria de massas com ionização por eletrospray (Guimarães et al., 2016). Para isso, 

as amostras de água e dos diferentes tratamentos foram inicialmente diluídas em metanol (1:1 

v/v) completando um volume de 1 mL. Para análises no modo positivo, adicionou-se 0.1 % 

(v/v) de ácido fórmico (HCOOH - Sigma-Aldrich - St. Louis, MO, USA) na solução; para 

análises no modo negativo, hidróxido de amônio (NH4OH - Sigma-Aldrich - St. Louis, MO, 

USA) (0.1 % v/v) foi adicionado.  

As soluções resultantes foram diretamente injetadas na fonte de Electrospray Ionization 

(ESI) em um fluxo de 5 µL/min. Os experimentos foram realizados utilizando um Q Exactive™ 

Hybrid Quadrupole-Orbitrap Mass Spectrometer (Bremen, Germany). Outros parâmetros 

utilizados foram: resolução: 140.000; faixa de massa: 150-1000 m/z; voltagem do spray: 4.0 

kV; tempo máximo de injeção: 100 ms; temperatura do capilar: 275 °C; S-lens RF Level: 50 

%. As fórmulas moleculares foram geradas utilizando o Xcalibur Analysis software package 

(version 2.0, Service Release 2, Thermo Electron Corporation), tendo sido aceitas apenas 

quando as diferenças médias entre as massas teóricas e experimentais foram menores do que 

1.0 ppm, sendo pesquisadas utilizando os seguintes íons isotopólogos: 12C, 1H, 16O, 14N, 

23Na e 39K.  

Partindo-se da hipótese de que a mistura de micropoluentes pudesse alterar o sistema 

nervoso central dos animais, a partir de 93º dia de exposição os animais foram submetidos a 

testes de resposta ao predador. No entanto, antes da realização destes testes, a fim de avaliar se 

os tratamentos causaram alterações em habilidades/capacidades locomotoras, visuais, olfativas 

e auditivas, as quais pudessem influenciar diretamente a resposta dos camundongos aos 

predadores, gerando resultados enviesados, todos os animais foram submetidos a paradigmas 

experimentais que apontam algumas deficiências nessas habilidades. Assim, os camundongos 

foram submetidos sequencialmente, em dias alternados, ao teste do campo aberto, teste de 

locomoção induzido por fonte luminosa (teste visual), teste olfatório, teste auditivo e, somente 

depois, aos testes de resposta aos predadores (felino e ofídico) conforme demostrado na figura 

1.  
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Figura 1. Distribuição temporal dos testes comportamentais em que machos de camundongos C57Bl/6J foram submetidos após a exposição ou 

não a água contaminada por um mix de poluentes. 
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Ressalta-se que todos os testes foram realizados em uma sala que possuía isolamento 

acústico, iluminação artificial (mas com sistema de iluminação conforme descrição detalhada a 

seguir para cada teste), temperatura controlada (23 a 25ºC) e três câmeras de vídeo acopladas a 

um computador localizado fora da sala (Figura 2). A seguir são apresentados todos os 

procedimentos adotados na realização de cada teste realizado. 

  

Figura 2. (A) Sala de testes com isolamento acústico, na qual foram realizados os testes 

comportamentais e (B) computador localizado fora da sala, o qual é acoplado às câmeras de 

vídeo. 

 

2.3. Testes comportamentais 

2.3.1. Teste do campo aberto 

O teste do campo aberto é amplamente utilizado para avaliar atividade locomotora e 

índice de ansiedade em roedores (Carola et al., 2002; Prut & Belzung, 2003). No presente 

estudo, o teste ocorreu no 93º dia experimental e o aparato utilizado consistiu em uma arena 

circular de (28 cm de diâmetro) (Figura 3A), rodeada por uma parede circular de 45 cm de 

altura, com fundo dividido em 12 quadrantes (Figura 3B). A sessão do teste iniciava quando o 

animal era colocado, individualmente, no centro da arena, sendo filmado, posteriormente por 5 

min. Entre uma sessão e outra, o aparato era higienizado com álcool 10%. A atividade 

locomotora de cada camundongo foi medida a partir da quantidade de cruzamentos entre os 

A B 
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quadrantes (centrais e periféricos) durante o tempo total de filmagem, utilizando-se o software 

OpenFLD. Além disso, calculamos a locomoção animal nos quadrantes centrais/proporção total 

de locomoção animal, a fim de avaliar o possível efeito ansiogênico ou ansiolítico dos 

tratamentos nos animais antes de serem submetidos ao teste de resposta anti-predatório. De 

acordo com Prut & Belzung (2003), a taxa de locomoção mais baixa nos quadrantes centrais e, 

conseqüentemente, a alta taxa de locomoção nos quadrantes laterais pode ser utilizada como 

índice de ansiedade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

28 cm28 cm



 

13 

 

 

 

Figura 3. (A) Imagem representativa da vista frontal externa (A) e interna (B) dos aparatos 

utilizados no teste do campo aberto. As cores e dimensões são meramente ilustrativas. (C) 

Aparato real utilizado no teste.  

 

Para completar a avaliação da atividade locomotora (com atenção especial dada aos 

parâmetros biomecânicos) durante o teste de campo aberto, os animais foram avaliados de 

acordo com os escores estabelecidos pela Basso Mouse Scale (BMS) (Basso et al., 2006) (9- 

escala de pontos), que é uma escala de classificação amplamente utilizada, validada e semi-

quantitativa para avaliação locomotora. Essa escala tem sido considerada uma ferramenta útil 

para avaliar o desempenho motor de roedores expostos a poluentes de constituição complexa 

(Mendes et al., 2017). 

 

2.3.2. Teste de locomoção induzido por fonte luminosa (teste visual) 

O teste visual foi realizado no 94º dia experimental e utilizado para avaliar se os 

tratamentos não interferiram na capacidade visual dos animais, o que poderia influenciar sua 

resposta ao potencial predador. Para isso, foi utilizado o teste de locomoção induzido por fonte 

luminosa adaptado dos estudos prévios de Johnson et al. (2010), Polosukhina et al. (2012) e 

Macé et al. (2015). O aparato utilizado neste teste consistiu de um cilíndrico em polietileno 

transparente (3,8 cm de diâmetro e 28,8 cm de comprimento), sendo que em uma das 

extremidades havia uma fonte luminosa de luz LED (Light Emitting Diode) (azul brilhante – 

470 nm) (Figura 4A), localizada a 4,5 cm de distância da extremidade.  

C 



 

14 

 

 

 
Figura 4. (A) Imagem representativa da vista geral da sala de teste com o aparato 

utilizado no teste de locomoção induzido por fonte luminosa (teste visual) e (B) 

detalhe do aparato utilizado, demonstrando as diferentes zonas (1, 2 e 3), utilizadas 

para aferir a atividade locomoroda do animal. As cores e dimensões são meramente 

ilustrativas. (C) Aparato real utilizado no teste. 

 

Com as luzes da sala de teste apagadas, cada animal era colocado, com o focinho voltado 

para o lado da fonte luminosa, dentro do aparato, por um período de 2 min para habituação. 

Após esse período, quando o animal estava com o focinho virado para a fonte luminosa, 

especificamente na zona 1 (Figura 4B), a luz LED era ligada, permanecendo acessa 

0

Fonte luminosa
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Câmera 
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ininterruptamente por 2 min. Os períodos de habituação (sem iluminação LED) e de teste (com 

iluminação LED) foram filmados por meio de uma câmara infravermelho localizada acima do 

aparato (Figura 4A). Entre uma sessão e outra o aparato era higienizado com álcool 10% e a 

fonte de luz LED era mudada extremidade, a fim de excluir potenciais influências de 

preferência para determinada localização espacial da fonte luminosa.  

Após as filmagens, avaliou-se a latência para o animal dar uma volta do corpo inteiro 

depois que a luz LED era ligada, conforme proposto por Johnson et al. (2010). Além disso, 

avaliou-se a atividade locomotora dos animais no aparato, aferida por meio do total de 

cruzamentos entre as zonas 1, 2 e 3 traçadas no aparado, conforme demonstrado na Figura 4B, 

com o auxílio do software OpenFLD. 

 

2.3.3. Teste olfatório 

No 95º dia experimental foi realizado o teste olfatório3 com o intuito de avaliar se os 

tratamentos não alteraram as habilidades/capacidades olfatórias dos animais que pudessem 

influenciar suas performances nos testes de resposta aos predadores. Este teste foi realizado 

acordo com os procedimentos metodológicos propostos por Kobayakawa et al. (2007), com 

modificações4 em uma caixa de polipropileno padrão para camundongos (nas seguintes 

dimensões: 30 cm (comprimento) x 20 cm (largura) x 13 cm (altura)), com tampa de vidro 

transparente (Figura 5). Cada animal era colocado dentro da sala de testes, permanecendo por 

um período de 15 min para habituação.  

Do 15º ao 19º minuto, foi colocado dentro da caixa onde estava o animal um pedaço de 

papel filtro (2 cm2), contendo 20 µL de água destilada sem qualquer odor (Figura 5A), o qual 

foi retirado após 1 min. Para cada animal foi utilizado um papel filtro limpo e a água destilada 

foi colocada no momento do teste, para evitar que a água evaporasse. A posição desses papeis 

foi alternada a cada minuto, a fim de excluir potenciais influências de preferência para 

determinada localização espacial.  

No 20º minuto foi colocado dentro da caixa do animal um papel filtro (2 cm2) com 20 

µL de óleo de citronela comercial (ZUPP) (extraído das folhas e caules de diferentes espécies 

                                                 
3O olfato é um dos sentidos mais aguçados dos roedores, por isso, é um dos mecanismos essenciais nas relações 

inter e intraespecífica. Alterações nesse sentido pode comprometer a existência do individuo como por exemplo 

o não reconhecimento de potenciais predadores influenciando sua resposta defensiva. 
4
Diferente de Kobayakawa et al. (2007), que utilizaram vários odorantes, nós utilizamos apenas um, ou seja, a 

citronela. Além disso, os animais habituaram por um período de 15 min e não por 30 min, conforme adotado por 

Kobayakawa et al. (2007). 
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de Cymbopogon spp.) que permaneceu por 3 min (Figura 5B). Para cada camundongo “teste” 

foi utilizado um papel filtro limpo e o óleo de citronela foi colocado no momento do teste, para 

evitar que o odor não volatizasse. Salienta-se que o óleo de citronela foi escolhido, uma vez que 

estudo prévio já demonstrou que roedores possuem alta sensibilidade ao seu odor, provocando 

repulsão dos animais (Singla & Kaur, 2014), caracterizando, portanto, um bom indicador de 

qualidade olfatória em testes experimentais.  

Entre uma sessão e outra, o aparato era higienizado com álcool 10%. Além disso, vale 

salientar que todos os procedimentos foram realizados pelos pesquisadores utilizando-se luvas, 

máscaras e toucas, sem o uso de perfumes, cremes ou qualquer outro cosmético, evitando-se, 

portanto, a disseminação de odores que pudessem atrapalhar o teste. As sessões contendo papéis 

sem odor ou com odor aversivo (óleo de citronela) foram filmadas e o tempo de exploração em 

cada minuto de exploração do papel filtro com água destilada e com o óleo de citronela foi 

avaliado.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

0

Habituação na 
sala de teste por 

15 min

15º min 16º min 17º min 18º min 19º min 20º min

Papel filtro com odor 
aversivo

Papel filtro sem odor



 

17 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Imagem representativa da vista frontal interna dos aparatos utilizados no teste 

olfatório com destaque para a sessão do teste em que se utilizou papel filtro sem odor (A) e em 

que se utilizou papel filtro com odor (B) (óleo de citronela). As cores e dimensões são 

meramente ilustrativas. (C) Aparato real utilizado no teste. 

 

2.3.4. Teste auditivo 

O teste auditivo foi realizado no 96º dia experimental e teve o intuito de avaliar se os 

tratamentos não alteraram as habilidades/capacidades auditivas dos animais que pudessem 

influenciar suas performances nos testes de resposta aos predadores. O teste utilizado no 

presente estudo foi adaptado de Frings et al. (1951), tendo sido realizado em um aparato que 

comportava seis caixas de polipropileno padrão para camundongos [de dimensões 30 cm 

(comprimento) x 20 cm (largura) x 13 cm (altura)] com uma tampa de vidro transparente que 

cobria todas as caixas simultaneamente (Figura 6A). 
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Figura 6. (A) Imagem representativa da vista frontal externa do aparato utilizado no teste auditivo na sala de teste. (B) Imagem representativa da 

vista frontal interna do aparato do teste auditivo e dos animais durante a sessão com o som desligado e com o (C) som ligado na sala de teste. 

Ascores e dimensões são meramente ilustrativa.  Em “B”e “C”as setas estão ilustrando que as “paredes” das caixas foram retiradas para  que o 

interior do aparto possa ser visualizado. (D) Aparato real utilizado no teste. 
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Após serem colocados nas caixas, os animais permaneciam na sala de testes por 5 min 

(período de habituação). Em seguida, um som era ligado e reproduzido por uma caixa de som 

(nas dimensões 52,5 cm (comprimento) x 25 cm (largura) x 64,5 cm (altura) – localizada na 

sala de testes) (Figura 6B), mantido ininterruptamente aos 90 dB durante 5 min, adaptado de 

Frings et al. (1951). Entre uma sessão e outra o aparato era higienizado com álcool 10%.  

Tanto a habituação quanto o teste foram filmados e após as filmagens, os seguintes 

parâmetros foram analisados: atividade locomotora, tempo (s) e frequência de freezing (Figura 

7A) e self-grooming  (Figura 7B)– todos durante o período de habituação e durante o teste. 

Ressalta-se que a atividade locomotora dos camundongos foi avaliada pelo número de 

cruzamentos de três linhas virtuais que dividiram cada caixa em seis setores na tela durante a 

análise das filmagens (Figura 6C). 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. (A) Imagem ilustrando o comportamento de freezing (Fonte: Arquivo pessoal) e (B) 

ilustrando o comportamento de self-grooming (Fonte: Henrique-Alves & Queiroz (2016)). 

 

2.3.5. Testes de resposta ao predador  

Após a realização dos testes que avaliaram possíveis alterações nas 

habilidades/capacidades locomotoras, visuais, olfativas e auditivas, a partir do 100º dia 

experimental, os camundongos foram submetidos a dois testes específicos a fim de testar a 

hipótese de que os tratamentos pudessem afetar o sistema nervoso central dos animais, 

prejudicando a resposta inata a seus potenciais predadores. Neste caso, os animais foram 

expostos a um gato e a uma serpente5, vivos, utilizados como potenciais predadores, vistos que 

são predadores naturais de camundongos (Papes et al., 2010). O aparato impedia o contato físico 

dos predadores com os camundongos, mas oferecia a eles o estímulo visual, olfatório e 

                                                 
5Foram utilizados dois potenciais predadores, um felino e um ofídico, com o propósito de aproveita o robusto 

desing experimental e avaliar as respostas dos camundongos diante os predadores. No presente trabalho foi 

utilizado potenciais predadores vivos, a fim de colocar os camundongos expostos a todos os estímulos 

proporcionados pelo predador, sendo eles: visuais, olfatórios e auditivos, utilizando estímulos relevantes a fim de 

gerar respostas relevantes. 

A B 
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auditivo.A seguir são apresentados os detalhes dos procedimentos adotados nos respectivos 

testes.  

 

2.3.5.1. Teste de resposta a um predador felino (gato) 

 No 100º dia experimental, os animais foram submetidos ao teste de resposta a um 

predador felino, adaptado do estudo de Mendes et al. (2017). O aparato utilizado consistiu em 

um aquário de vidro [nas seguintes dimensões: 35 cm (comprimento) x 25 cm (largura) x 20 

cm (altura)], sobre o qual continha uma gaiola acoplada nas mesmas dimensões. Ressalta-se 

que as paredes laterais do aquário eram branco fosco e apenas a parede frontal e o teto do 

aquário eram de vidro transparente. No interior do aquário havia uma toca, nas dimensões: 35 

cm (comprimento) x 25 cm (largura) x 20 cm (altura) (Figura 8), a qual simulou um 

abrigo/refúgio para os camundongos.  

Foram utilizados como predadores felinos dois gatos domésticos (Felis catus), machos 

em cores diferentes (preto e aguoti), mesma idade (3 anos) os quais foram deixados em jejum 

por um período de 8 h antes da realização do teste, visando estimular seu instinto predatório. 

Ressalta-se que cada gato foi utilizado no teste de um camundongo, pois as filmagens dos 

camundongos ocorreram aos pares na mesma sala de testes, sendo, necessários, portanto, dois 

predadores felinos.  

O teste ocorreu em duas sessões. Na primeira sessão, cada camundongo foi colocado 

dentro do aquário na sala de teste, sendo que a gaiola sobre o aquário permaneceu vazia, sem o 

gato (Figura 8A). Cada camundongo era colocado individualmente no interior do aquário e 

deixado explorar o novo ambiente por 5 min (período de habituação). Em seguida, o animal era 

retirado e levado para sua caixa residência novamente. Entre uma sessão e outra o aquário era 

higienizado com álcool 10%.  
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Figura 8. Imagem representativa da vista frontal interna dos aparatos utilizados na (A) sessão 

sem estímulo predatório e (B) na sessão com estímulo predatório do teste de resposta ao 

predador felino na sala de teste. As cores são meramente ilustrativas. (C) Aparato real utilizado 

no teste. 

 

 Somente quando os animais de todos os grupos passaram pela primeira sessão do teste6, 

a segunda sessão foi iniciada. Nessa sessão, logo após o camundongo ser introduzido no 

aquário, uma gaiola com as mesmas dimensões daquela utilizada na primeira sessão do teste, 

porém, contendo o gato, foi colocada sobre o aquário (Figura 8B). Além disso, um som (com 

duração de 30 s) de um gato vocalizando a 65 dB também era reproduzido em intervalo de 30 

s, garantindo ao camundongo o estímulo sonoro do predador ao longo da sessão do teste. 

Ressalta-se que o som reproduzido foi gravado previamente pelos pesquisadores utilizando-se 

                                                 
6Esse precedimento foi adotado a fim de evitar que na primeira sessão (sessão habituação) houvesse qualquer odor 

dos predadores na sala ou no aparato, evitando assim resultados enviesados. 
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os mesmos gatos utilizados nos testes, na própria sala de testes, semanas antes do teste 

comportamental. O volume do som reproduzido foi determinado por meio da aferição da 

vocalização dos animais, utilizando-se um decibelímetro digital.  

Após o acoplamento da gaiola contendo o gato ao aquário (Figura 8C), o camundongo 

era filmado por mais 5 min. Novamente, entre uma sessão e outra o aparato era higienizado 

com álcool 10%. Após as filmagens, os seguintes parâmetros foram analisados: i) tempo (s) de 

permanência do camundongo na toca (na ausência e na presença do gato) e ii) tempo (s) dos 

comportamentos de freezing e self-grooming (na ausência e na presença do gato).  

 

2.3.5.2. Teste de resposta a um predador ofídico (serpente) 

O teste de resposta a um predador ofídico foi realizado no 105º dia experimental, tendo 

utilizado como predador duas Corn Snake ou cobras-do-milho (Pantherophis guttatus) as quais, 

podem se alimentar, dentre outros alimentos, de camundongos (Smith & Watson, 1972). As 

serpentes utilizadas eram adultas, no mesmo padrão (Okeetee – normal ou comum), do mesmo 

sexo (macho), mesma idade (4 anos) e no dia do teste haviam 2 meses que estavam em jejum.  

Tais serpentes eram de propriedade do Jardim Zoológico de Goiânia e foram cedidas 

exclusivamente para a realização do teste e posteriormente devolvidas. Ressalta-se que 

semelhantemente às filmagens com os gatos, cada serpente foi utilizada na realização do teste 

de um camundongo. As filmagens dos camundongos ocorreram aos pares na mesma sala de 

testes e, portanto, foram necessários dois predadores ofídicos. 

Os aparatos utilizados no teste de resposta a um predador ofídico foram idênticos em 

dimensão, em material (aquários), cores e formato aos utilizados no teste envolvendo o 

predador felino, bem como os procedimentos metodológicos. Na primeira sessão os 

camundongos exploraram o aquário por 5 min sem a presença da serpente sobre o aquário 

(Figura 9A) e na segunda sessão o estímulo predatório era introduzido (Figura 9B). 

Simultaneamente, um som de uma serpente (baixado da internet) a 65 dB também era 

reproduzido (de duração de 30 s, em intervalo de 30 s), visando garantir ao camundongo “teste” 

o estímulo sonoro do potencial predador ofídico ao longo da sessão do teste, assim como 

ocorreu para o predador felino O camundongo teste também foi filmado por mais 5 min e após 

as filmagens, os seguintes parâmetros foram analisados: tempo (s) de permanência do 

camundongo na toca (na ausência e na presença da serpente) e tempo (s) dos comportamentos 

de freezing e self-grooming (na ausência e na presença da serpente). 
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Figura 9. Imagem representativa da vista frontal interna dos aparatos utilizados na (A) 

sessão sem estímulo predatório e (B) na sessão com estímulo predatório do teste de 

resposta ao predador ofídico na sala de teste. As cores e dimensões são meramente 

ilustrativas. (C) Aparato real utilizado no teste. 
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2.4. Massa corpórea e massa relativa de órgãos 

A massa corpórea dos animais foi aferida inicialmente e ao final do período 

experimental. Além disso, no dia seguinte à finalização do último dia do teste comportamental, 

foi realizada a eutanásia dos animais, o cérebro, fígado, baço e rins foram dissecados e pesados. 

A massa relativa desses órgãos foi calculada, a fim de avaliar possível toxicidade sistêmica. 

Para isso, dividiu-se a massa de cada órgão (g) pela biomassa corpórea do animal (g) (aferida 

no dia da eutanásia) conforme realizado por Estrela et al. (2014). 

 

2.5. Bioacumulação de cromo e magnésio 

Considerando que o Cr e Mg foram elementos químicos identificados em grande 

concentração nos tratamentos, os mesmos foram escolhidos como parâmetro para avaliar 

bioacumulação no presente estudo. Logo, suas concentrações foram aferidas no sangue dos 

animais, a fim de avaliar uma possível ligação entre a absorção do mix de poluentes, bem como 

a performance dos animais nos testes comportamentais realizados, especialmente nos testes de 

respostas aos predadores. Ressalta-se que a quantificação desses elementos no sangue deu-se 

em função do mesmo ser considerado o principal fluido de distribuição para os demais sistemas, 

quer seja de nutrientes quer seja agentes tóxicos (Perez-Gonzalez et al., 2017).  

As concentrações de Cr e Mg foram quantificadas por Espectrometria de massas com 

plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (Element, Finnigan MAT, Alemanha), de acordo 

com o método proposto por Li et al. (2012), com algumas modificações. Resumidamente, o 

sangue foi digerido em um erlenmeyer de rosca contendo 2 mL de solução de digestão húmida 

(ácido nítrico a 75 % (HNO3): 70 % de ácido perclórico (HClO4) = 1: 1 v/v). Posteriormente, 

as amostras foram colocadas em uma placa aquecedora durante 6 h a 100 °C. Após a digestão 

das amostras, a tampa (vidro relógio) foi removida e o processo de aquecimento continuou a 

80°C até a secagem total. Em seguida, adicionou-se 5% de HNO3 para dissolver o resíduo da 

amostra, completando o volume final para 5 mL. A solução resultante foi então diluída em 5 % 

de HNO3 e a diluição total correspondia a 5000 vezes o peso original da amostra. A solução foi 

então analisada através de ICP-MS. Utilizamos os padrões de calibração 0,1, 1,0 e 10 mg.kg-1 

Cr e Mg para validar o método. 
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2.6. Análise estatísticas  

 Inicialmente todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk, 

que foi seguido pelo teste de variância de homogeneidade Levene. Os dados referentes à massa 

relativa dos órgãos coletados ao final do experimento, aos dados do teste de campo aberto e do 

teste de locomoção induzido por fonte luminosa (teste visual) foram submetidos à análise de 

variância simples (one-way ANOVA), com pós-teste de Tukey a 5% de probabilidade, nos 

casos de F significativos. Os dados que não apresentaram distribuição normal foram submetidos 

ao teste não paramétrico de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade.  

 Por outro lado, os dados referentes à massa corpórea e aos testes olfatório, auditivo e de 

resposta aos predadores (felino e ofídicos) foram submetidos à análise de variância (two-way 

ANOVA), de acordo com o projeto fatorial (2 x 4), utilizando os fatores “tratamento” (quatro 

níveis: controle e grupos Mix 1x, Mix 10x e Mix 25x) e o fator “tempo” (dois níveis: início e 

fim do experimento – no caso dos dados de massa corpórea) ou fator “estímulo 1” (dois níveis: 

sem e com estímulo olfatório – óleo de citronela (no caso do teste olfatório); ou “estímulo 2” 

(dois níveis: sem e com estímulo auditivo – som de 90 dB (no caso do teste auditivo); ou 

“estímulo 3” (dois níveis: sem e com estímulo predatório felino – gato (no caso do teste de 

resposta ao predador felino) ou “estímulo 4” (dois níveis) (dois níveis: sem e com estímulo 

predatório ofídico – cobras-do-milho (no caso do teste de resposta ao predador ofídico). Nos 

casos de F significativo, foi aplicado o pós-teste de Tukey a 5% de probabilidade. Ressalta-se 

que os dados não paramétricos foram transformados em log(x) para somente, a posteriori, 

serem submetidos à ANOVA fatorial.  

 Além disso, foram realizadas análises de correlação entre as concentrações de Cr e Mg 

encontradas no cérebro e sangue dos animais e parâmetros comportamentais analisados em 

diferentes testes realizados, por meio do método de Spearman. Além disso, a análise de 

regressão foi realizada quando diferenças significativas foram detectadas entre diferentes 

tratamentos. Ressalta-se que todos as análises foram realizadas no software GraphPad Prism 

(versão 6.0). Além disso, todos os gráficos foram confeccionados no referido software.  

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Caracterização química do mix de poluente 

Todos os compostos detectados na caracterização físico-química da água e dos 

diferentes tratamentos utilizados no presente estudo são demonstrados na Tabela 2. 
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Tabela 2. Caracterização físico-química e química da água potável e dos tratamentos contendo 

mix de poluentes em concentração ambiental (1x), em concentração 10 e 25 vezes superiores 

oferecidos a machos de camundongos C57Bl/6J. 

*NID: Não identificado – abaixo do limite de quantificação da técnica. 

**DBO: Demanda Biológica de Oxigênio 

***DQO: Demanda Química de Oxigênio 

 

Nas análises orgânicas os espectros de massa obtidos para amostra referente ao 

tratamento do grupo Mix 25x e os compostos orgânicos identificados na água e nos demais 

tratamentos podem ser observados na Figura 10 e na Tabela 3, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Atributos Água 

potável 

Mix 

(100%) 
Mix (1x) Mix (10x) Mix (25x) 

pH (UpH) 6,40 3,800 5,700 4,800 4,400 

DBO** 4,00 836,000 12,320 87,200 212,000 

DQO*** 8,00 1692,000 24,840 176,400 429,000 

Sólidos totais 28,40 671,600 34,832 92,720 189,200 

Turbidez  2,00 238,000 4,360 25,600 61,000 

Condutividade elétrica (μS.cm-1)  54,00 1404,000 67,500 189,000 391,500 

F total 0,40 19,600 0,592 2,320 5,200 

N orgânico 0,00 28,000 0,280 2,800 7,000 

S (mg.L−1) 7,07 3,330 7,033 6,696 6,135 

As total (mg.L−1) NID* NID* NID* NID* NID* 

Pb total (mg.L−1) 0,02 0,048 0,018 0,021 0,026 

Cu dissolvido (mg.L−1) 0,04 0,073 0,037 0,041 0,046 

Fe dissolvido (mg.L−1) 0,30 0,720 0,304 0,342 0,405 

Mn total (mg.L−1) 0,01 0,039 0,011 0,014 0,018 

Ni total(mg.L−1) 0,01 0,037 0,013 0,015 0,019 

Zn total (mg.L−1) NID 0,036 NID 0,004 0,009 

K total (mg.L−1) 2,44 9,180 2,507 3,114 4,125 

Al total (mg.L−1) 0,12 0,920 0,128 0,200 0,320 

Mg total (mg.L−1) 1,52 57,480 2,080 7,116 15,510 

Co total (mg.L−1) 0,02 0,026 0,020 0,021 0,022 

Cr total (mg.L−1) NID 8,590 0,086 0,859 2,148 
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Figura 10. Espectros de massas para amostra referente ao tratamento do grupo Mix 25x obtido 

por meio da ESI (+) Orbitrap MS (A) e ESI (-) Orbitrap MS (B). 

 

Tabela 3. Fórmulas moleculares identificadas aos íons mais intensos detectados na amostra 

referente ao tratamento do grupo Mix 25x obtidas por meio da ESI(-) Orbitrap MS e ESI(+) 

Orbitrap MS. Todos os íons foram detectados como [H-H]-. 

Identificação m/z1 
Error 

(ppm)2 
RDB3 Fórmula 

molecular 

Nome dos compostos 

orgânicos 

ESI(+) Orbitrap MS 

1 227,20050 -0,249 1,5 [C14H26O2
+H]+ 

3,7-Dimethyloct-6-en-1-yl 

2-methylpropanoate 

2 241,06814 0,161 6,5 [C7H8O4N6
+H]+ 

1-(4-Amino-1,2,5-

oxadiazol-3-yl)-5-

(methoxymethyl)-1H-1,2,3-

triazole-4-carboxylic acid 

3 309,27866 -0,475 2,5 [C20H36O2
+H]+ 

Ethyl linoleate (JAN) 

 

4 341,26608 0,379 3,5 [C16H32O2N6
+H]+ 

N,N'-[1,2-

Ethanediylbis(oxy-2,1-

ethanediyl)]bis(1,3-

dimethyl-2-

imidazolidinimine) 

 

5 385,29224 0,193 3,5 [C18H36O3N6
+H]+ 

N,N'-[Oxybis(2,1-

ethanediyloxy-2,1-

ethanediyl)]bis(4,5,6,7-

tetrahydro-1H-1,3-diazepin-

2-amine) 
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6 429,31863 0,582 3,5 [C20H40O4N6
+H]+ 

L-Leucyl-L-isoleucylglycyl-

L-lysinamide 

 

7 473,34503 0,919 3,5 [C22H44O5N6
+H]+ 

N-(11-Aminoundecanoyl)-

L-seryl-L-lysylglycinamide 

8 517,37109 0,542 3,5 [C24H48O6N6
+H]+ 

1,3,5-Tris[3-(diethylamino)-

2-hydroxypropyl]-1,3,5-

triazinane-2,4,6-trione 

 

 

ESI(-) Orbitrap MS 

1 265,14469 0,593 5,5 C15H21O4 3,4-Dibutoxybenzoic acid 

2 297,27991 0,020 1,5 C19H37O2 
Nonadecanoic acid 

 

3 311,29568 0,405 1,5 C20H39O2 
Icosanoic acid 

 

Identificação m/z1 
Error 

(ppm)2 
RDB3 

Fórmula 

molecular 
Nome dos compostos 

orgânicos 

ESI(-) Orbitrap MS 

4 325,31125 0,141 1,5 C21H41O2 
Heneicosylic acid 

 

5 339,32691 0,164 1,5 C22H43O2 
Behenic acid 

 

6 353,18165 -0,159 1,5 C15H29O9 
1-Hydroxy-3,6,9,12,15,18-

hexaoxahenicosan-21-oic 

acid 

7 397,22334 0,410 5,5 C21H33O7 

2-[(2S)-6-Hydroxy-6-

methyl-2-heptanyl]-5-

methylphenyl α-D-

glucopyranoside 

1Representa massa dividida pelo número de carga e o eixo horizontal em um espetro de massa é expresso em uma 

unidade de m/z. 
2Representa o erro de massa de uma atribuição, ao comparar uma m/z teórica e uma m/z observada 

experimentalmente. 
3RDB – anel/de dupla ligação equivalente 
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3.2. Biometria 

Inicialmente, as análises estatísticas revelam efeito apenas do fator “tempo” sobre a 

massa corporal dos animais, sendo que ao final do experimento todos os grupos apresentaram 

um incremento da sua massa corpórea em relação àquela aferida no início do experimento 

(Figura 11A). Por outro lado, observamos que os animais do grupo Mix 25x apresentaram 

menor consumo médio de ração em relação ao controle e Mix 1x (Figura 11B), assim como os 

camundongos dos grupos Mix 10x e Mix 25x ingeriram menor quantidade de água em relação 

ao controle e Mix 1x (Figura 11C). 
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Figura 11. (A) Massa corpórea (g), (B) consumo médio diário de ração (g) e (C) consumo médio diário de água (mL) dos machos de camundongos 

da linhagem C57Bl/6J expostos ou não à água contaminada nas concentrações Mix 1x, Mix 10x e Mix 25x. As barras indicam a média ± desvio 

padrão. Letras diferentes significam diferenças estatística.  Em “A” os dados foram submetidos a two-way ANOVA com pós-teste de Tukey, a 5% 

e probabilidade. Em “B” os dados foram submetidos one-way ANOVA com pós-teste Tukey, a 5 % de probabilidade e em “C” os dados foram 

submetidos ao teste de Kruskal-Wallis com pós-teste Dunn’s, a 5% de probabilidade. 
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Conforme demonstrado por Malafaia et al. (2015), a biomassa e o consumo de água e 

ração são variáveis diretamente relacionadas com efeitos tóxicos animais. Nossos dados, 

curiosamente, demonstram que apesar do reduzido consumo de água e ração dos grupos 

tratamentos (Mix 10 e 25x), a massa corporal final desses animais não sofreu alterações 

significativas. Nesse caso, é provável que a ingestão de água contaminada com um mix de 

poluente tenha causado nesses animais, especialmente naqueles expostos à maior concentração, 

mudanças metabólicas que podem estar relacionadas à maior eficiência energética7. Isso é 

corroborado pela ausência de diferenças na massa relativa de órgãos metabolicamente ativos 

(fígado, cérebro, rins e baço) (Figura 12A) e pelos os dados que mostram que não houve 

diferença significativas na massa corpórea durante as semanas experimentais (Figura 12B), bem 

como por estudos prévios que evidenciaram que situações de restrição alimentar crônica podem 

levar o organismo às adaptações metabólicas que garantem a manutenção da integridade física 

dos animais (Trexler et al., 2014).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
7A eficiência energética está relacionada com o ganho ou perda de massa corpórea em relação a energia ingerida. 

S em an as  ex pe rim en ta is

M
a

s
s

a
 c

o
rp

ó
re

a
 (

g
)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6

0

1 0

2 0

3 0

4 0

C o n tr o le

M ix  1 X

M ix  1 0 X

M ix  2 5 X

B

M
a

s
s

a
 r

e
la

ti
v

a
 d

e
 ó

rg
ã

o
s

 (
g

)

C
o
n
tr

o
le

M
ix

 1
X

M
ix

 1
0
X

M
ix

 2
5
X

C
o
n
tr

o
le

M
ix

 1
X

M
ix

 1
0
X

M
ix

 2
5
X

C
o
n
tr

o
le

M
ix

 1
X

M
ix

 1
0
X

M
ix

 2
5
X

C
o
n
tr

o
le

M
ix

 1
X

M
ix

 1
0
X

M
ix

 2
5
X

0 .0 0

0 .0 2

0 .0 4

0 .0 6

0 .0 8

F íg a d o C é re b ro R in s B a ç o

F (3 ,4 0 ) =  0 ,4 8 9

p  = 0 ,6 9 1

H  =  7 ,0 9 7

p  = 0 ,0 6 8

H  =  5 ,3 7 0

p  = 0 ,1 4 6
H  =  7 ,0 5 7

p  = 0 ,0 7 0

A



 

32 

 

Figura 12. (A) Massa relativa dos órgãos (Fígado, Cérebro, Rins e Baço), (B) Massa corpórea 

ao longo do experimento dos machos de camundongos da linhagem C57Bl/6J expostos ou não 

à água contaminada nas concentrações Mix 1x, Mix 10x e Mix 25x. As barras indicam a média 

± desvio padrão dos dados originais. Em “A” os dados de massa relativa do fígado foram 

submetidos one-way ANOVA, a 5 % de probabilidade. Já os dados de massa relativa do cérebro, 

rins e baço foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade. Em “B” os 

dados da massa corpórea dos animais ao longo do experimento foram submetidos ao teste one-

way ANOVA. 

3.3. Comportamento dos animais 

Em relação à performance dos animais no teste do campo aberto, a análise estatística 

mostrou que não houve diferença significativa quanto ao parâmetro “total de cruzamentos”, o 

que sugere que a locomoção dos animais não foi alterada pelos tratamentos (Figura 13B). Um 

resultado semelhante foi registrado nos escores do BMS entre os grupos (Figura 13D). Além 

disso, não observamos efeitos ansiolíticos ou ansiogênicos resultantes dos tratamentos na 

análise aplicada à locomoção animal nos quadrantes centrais/relação total de locomoção animal, 

que foi calculada pelo escore de Basso, para cada grupo no teste de campo aberto (Figura 13C). 

De acordo com Berton & Belzung (1998), as mudanças no estado emocional dos roedores, antes 

de os animais se exporem a pistas predatórias, podem afetar negativamente sua resposta anti-

predatória. 

Quanto ao parâmetro “latência para virar contra a fonte luminosa”, avaliado no teste 

visual, não observamos diferenças significativas entre os grupos controle e tratamentos (Mix 

1x, Mix 10x e Mix 25x) (Figura 14C). No teste olfatório, observamos efeito apenas do fator 

“estímulo” (Figura 14D), havendo diferença significativa na exploração dos papéis com e sem 

oléo de citronela, em que todos os animais gastaram menos tempo explorando o papel que 

continha óleo de citronela em relação ao contendo água destilada, porém essa exploração não 

diferiu estatísticamente entre os grupos, portanto os camundongos reconheceram o óleo de 

citronela como um repelente como já relatado no estudo de Singla & Kaur (2014). 
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Figura 13. (A) Imagem representativa do teste do campo aberto, (B) total de cruzamentos nos quadrantes do campo aberto, (C) Locomoção no 

quadrante central/relação total da locomoção no teste do campo aberto e (D) Obteve notas médias para a Escala de Basso Mouse para locomoção. 

As barras indicam a media ± desvio padrão dos dados. Em “B e C” os dados foram submetidos à one-way ANOVA e em “D” os dados foram ao 

teste de Kruskal-Wallis, ambos a 5% de probabilidade.
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Figura 14. (A) Imagem representativa do teste de locomoção induzida por fonte luminosa (teste visual), (B) latência (s) para virar contra a fonte 

luminosa (teste visual) e (C) Imagem representativa do teste olfatório, (D) tempo (s) de exploração dos papeis com água e óleo de citronela dos 

machos de camundongos da linhagem C57Bl/6J expostos ou não à água contaminada nas concentrações Mix 1x, Mix 10x e Mix 25x. As barras 

indicam a média ± desvio padrão dos dados originais. Letras diferentes indicam diferenças estatísticas. Em “B” os dados foram submetidos ao teste 

de Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade e em “D” os dados foram submetidos a two-way ANOVA com pós-teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

L
a

tê
n

c
ia

 (
s
) 

p
a

ra
 v

ir
a

r 
c

o
n

tr
a

a
 f

o
n

te
 l

u
m

in
o

s
a

C
o
n
tr

o
le

 

M
ix

 1
x

M
ix

 1
0
x

M
ix

 2
5
x

0

1 0

2 0

3 0 H  =  0 ,6 3 6 2 ;  p  =  0 ,8 8 8 1

B

T
e

m
p

o
 (

s
) 

d
e

 e
x

p
lo

ra
ç

ã
o

S e m  e s t ím u lo  a v e rs iv o C o m  e s t ím u lo  a v e rs iv o

0

1 0

2 0

3 0

C o n tr o le

M ix  1 X

M ix  1 0 X

M ix  2 5 X

a

a

a a

b

b

b b

E s tím u lo  -  F (1 ,8 0 ) =  5 2 ,5 8 ;  p  <  0 ,0 0 0 1

C

0

Fonte luminosa

Zona 1 Zona 2 Zona 3

0

Habituação na 
sala de teste por 

15 min

15º min 16º min 17º min 18º min 19º min 20º min

Papel filtro com odor 
aversivo

Papel filtro sem odor

A 
C 

D 



 

35 

 

Finalizando os testes que antecederam os testes de resposta a potenciais predadores foi 

realizado o teste auditivo. Nossos resultados revelaram efeito apenas do fator “estímulo” (ruído 

aversivo) (Figura 15) sobre a exploração/ambulação dos animais, frequência de freezing e 

tempo de self-grooming. De acordo com as análises estatísticas houve diferença significativa 

nos comportamentos dos camundongos na presença e ausência do ruído aversivo quando 

analisado o comportamento espacial “total de cruzamento” (Figura 15A), observado maior 

exploração na arena do aparato, assim como maior “frequência de freezing” (Figura 15B) e 

menor “tempo de self-grooming” (Figura 15C). 
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Figura 15. (A) Imagem representativa do teste auditivo, (B) total de cruzamentos na arena do aparato do teste auditivo, (C) frequência de freezing 

e (D) tempo (s) de self-grooming de machos de camundongos da linhagem C57Bl/6J expostos ou não à água contaminada nas concentrações Mix 

1x, Mix 10x e Mix 25x. As barras indicam a média ± desvio padrão dos dados originais. Letras diferentes indicam diferenças estatísticas. Em “B, 

C e D” os dados foram submetidos a two-way ANOVA, com pós-teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Com base nos dados apresentados, observou que a ingestão de água contento o mix de 

poluentes, não alterou os mecanismos responsáveis pela locomoção, visão, olfato e audição, 

habilidades cruciais na resposta defensiva (Apfelbach et al., 2005; Takahashi, 2014). Portanto, 

partindo dos resultados encontrados nesse estudo, podemos supor que essas habilidades não 

tenham influenciado a resposta defensiva dos camundongos perante os potenciais predadores 

utilizados nos testes de reposta ao predador. 

Assim, após realizados os testes acima citados, os animais foram submetidos aos testes 

de resposta ao predador, sendo expostos a um potencial predador felino (gato doméstico) e 

ofídico (cobra-do-milho). Em relação ao teste da resposta ao predador com o estímulo felino, 

as análises estatísticas revelaram interação entre os fatores “tratamento” e “estímulo” em 

relação ao comportamento espacial “tempo (s) de permanência na toca” (Figura 16B) (essa toca 

foi utilizado como um local de possível refúgio desses animais). Observamos que os animais 

do grupo Mix 25x permaneceram menos tempo na toca em relação aos grupos controle, Mix 1x 

e Mix 10x, quando na presença do gato.  

No parâmetro “tempo (s) de freezing em relação ao tempo de permanência do animal 

fora da toca”, também foi observado a interação entre os fatores “tratamento” e “estímulo”. 

Observamos que os animais do grupo controle exibiram por maior tempo o comportamento de 

freezing na presença do gato, diferente estatíticamente dos grupos Mix (Figura 16C). O 

comportamento de freezing é uma resposta defensiva comportamental estratégica realizado por 

presas de diferentes espécies de mamíferos quando se sentem ameaçadas, esse comportamento 

diminui a possibilidade de ataque do predador a essas presas (Edut & Eilam, 2004; Rabi et al., 

2017). Desse modo, a ingestão de água contendo uma mix de poluentes pelos animais causou 

uma redução do tempo de freezing na presença do predador, sugerindo um aumento da 

suceptibilidade à predação por felinos.  

Quanto ao parâmetro “tempo (s) de self-grooming em relação ao tempo de permanência 

do animal fora da toca” foi observado o efeito da interação entre os fatores “tratamento” e 

“estímulo” em que apenas os animais do grupo controle apresentaram o tempo de self-grooming 

na presença do gato. Nos animais dos grupos Mix 1x, Mix 10x e Mix 25x o tempo de exibição 

desse comportamento não diferiu significativamente na ausência ou presença do gato (Figura 

16D), assim como Staples et al. (2008) observaram que ratos expostos a odor de gato 

apresentaram um menor tempo de exibição do comportamento de self-grooming. O self-

grooming não é um comportamento defensivo nos roedores (McGregor et al., 2002) porém, está 
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relacionado com estresse e medo, sendo exibido em maior duração quando o animal apresenta 

baixos níveis de estresse (Kalueff & Tuohimaa, 2005). 

Ao considerarmos que o aumento de freezing e a diminuição da self-grooming 

constituem biomarcadores comportamentais sensíveis de estresse e relacionados ao medo 

(Blanchard & Blanchard, 1988; Graef, 1994; Kalueff & Tuohimaa, 2005), nossos dados 

sugerem que a capacidade dos animais de reconhecerem o gato como um potencial predador 

foi influenciada pela ingestão de água contendo diversos poluentes. Os parâmetros para avaliar 

a bioacumulação do mix de poluentes no sangue dos animais expostos foram os elementos Cr 

e Mg (Figura 17A-B) além de constituir um indício de que os contaminantes ingeridos tenham 

sido absorvidos, reforça a hipótese do mix ter influenciado na exibição da resposta defensiva 

dos animais. Estatisticamente, nossas análises revelaram a existência de correlação significativa 

entre as variáveis “tempo de exibição do comportamento de freezing” vs. concentração de Cr 

(r = -0.5018; p = 0.0034) e vs. a concentração de Mg no sangue (r = -0.362; p = 0.041); bem 

como “tempo de exibição do comportamento de self-grooming” vs. concentração de Cr (r = -

0.424; p = 0.015) e vs. a concentração de Mg no sangue (r = -0.568; p = 0.0007), o que também 

reforça nosso argumento. Por outro lado, quando os animais foram submetidos ao teste de 

resposta ao predador ofídico, não observamos diferenças entre o tempo de permanência na toca 

(Figura 18A), de exibição do comportamento de freezing (Figura 18B) e de self-grooming 

(Figura 18D) registrados nas distintas sessões do teste. 
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Figura 16. (A) Imagem representativa do teste de resposta ao predador felino, (B) tempo (s) de permanência na toca, (C) tempo (s) de freezing em 

relação ao tempo de permanência do animal fora da toca, e (D) tempo (s) de self-grooming em relação ao tempo de permanência do animal fora da 

toca de exploração dos machos de camundongos da linhagem C57Bl/6J expostos ou não à água contaminada nas concentrações Mix 1x, Mix 10x 

e Mix 25x. As barras indicam a média ± desvio padrão. Letras diferentes indicam diferenças estatísticas. Todos dados foram submetidos a two-way 

ANOVA, com post hoc de Tukey a 5% de probabilidade. 
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Figura 17. Concentrações de cromo (A) e magnésio (B) no sangue de machos de camundongos 

C57Bl/6J expostos ou não à ingestão crônica de água contendo um mix de poluentes nas 

concentrações Mix 1x, Mix 10x e Mix 25x. As barras representam a média ± desvio padrão dos 

dados originais, os quais foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis, com teste post hoc de 

Dunn’s, a 5% de probabilidade. Letras diferentes indicam diferenças estatísticas. 
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Portanto, os dados acima demostraram que os animais tratados com água contaminada 

com o mix de poluentes, teve sua resposta defensiva comportamental afetada, avaliada quando 

esses animais foram submetidos a presença de um potencial predador. Esses dados corroboram 

os estudos que utilizam o odor ou a presença de gatos como predadores e observaram um estado 

de estresse e medo e, respostas defensivas em pequenos roedores (Fendt et al., 2005; Yin et al., 

2011; Chen et al., 2014; De-Oliveira et al., 2015, Mendes et al., 2017, Yin et al., 2017).  

Essas respostas defensivas frente a ameaças naturais (e.g.: potenciais predadores) têm 

base nos mecanismos neurais que forma o complexo sistema hipotâlamo de defesa interligado 

localizado na zona medial hipotalâmica contituído pelo núcleo hipotalâmico anterior (AHN), 

porção dorsoventral do núcleo ventromedial (VmHdm), núcleo pré-mamilar dorsal (PMd) (o 

qual está totalmente ligado ao comportamento defensivo) (De-Oliveira Crisanto et al., 2015). 

Animais expostos a odor de gato, apresenta um elevado nível de uma proteína fos na região 

medial hipotalâmica, a qual tem sido utilizada como biomarcadora da atividade neural das 

reações de medo (Staples et al., 2008; Yin et al., 2017). Portanto, presas em contado indireto, 

via pistas olfativas, com um potencial predador tem a expressão de proteína fos alterada, uma 

vez que, a elevada atividade neural será desencandeada por um estímulo aversivo tendo como 

resposta o comportamento defensivo, assim, alterações no sistema hipotâlamo de defesa 

influencia a resposta defensiva dos animais e como já citado no texto, essa resposta é essencial 

a sobrevivência das presas. 

Partindo do exposto, o déficit na resposta defensiva dos camundongos na presença gato, 

nesse estudo, pode ter sido ocasionada pela alteração na região medial hipotalâmica. Embora 

não tenha sido realizada análise de imunorreatividade da proteína fos, estudos que a fizeram, 

obteviveram resultados semelhantes quando a resposta defensiva comportamental na presença 

do gato foi avaliada (Canteras et al., 2008; Staples et al., 2008; De-Oliveira et al., 2015), o que 

reforça a hipótese do presente trabalho uma vez que, na análise do mix de poluentes utilizado 

nesse estudo, foi detectado diversas substâncias químicas (Tabelas 2 e 3), as quais já se tem o 

conhecimento do seu efeito nocivo ao sistema nervoso central, alterando o comportamento dos 

animais expostos.  

Diferente dos dados observados acima em relação a presença do predador felino, a 

análise estatística revelou que a resposta defensiva comportamental dos animais frente ao 

potencial predador ofídico não diferenciou significativamente entre os grupos controle e Mix 

(Mix 1x, Mix 10x e Mix 25x) em nenhum dos parâmetros analisados (Figura 18). A saber: 

“tempo de permanência na toca” (Figura 18B), “tempo de freezing em relação ao tempo de 
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permanência fora da toca” (Figura 18C) e “tempo de self-grooming em relação ao tempo de 

permanência fora da toca” (Figura 18D). Logo, a exibição dos comportamentos avaliados não 

aumentou e nem diminuiu na presença do predador ofídico. 

A partir dos dados obtidos, a não exibição de comportamentos defensivos frente a 

serpente não foi um efeito do tratamento, uma vez que o grupo controle também não respondeu 

a serpente como potencial predador. Embora o objetivo, hipótese e metódos sejam diferentes, 

resultados semelhantes foram observados em outros estudos que avaliaram resposta defensiva 

comportamental de roedores frente ao estímulo ofídico. No estudo de Weldon et al. (1987), 

machos e fêmeas de ratos linhagem Sprague Dawley foram expostos a papeis sem odor (água) 

e com odor de pele de (esse papeis ficaram previamente no recinto onde as serpentes 

permaneceram por 36 h) duas espécies de serpentes Virginia striatula (se alimenta de minhocas) 

e Elaphe obsoleta (se alimenta de ratos), por 10 min. Os autores observaram que as fêmeas 

depositaram mais bolos fecais quando exploraram a pele com odor da serpente E. obsoleta do 

que os machos. Porém, não houve diferenças significativas nos comportamentos de ambulação 

entre o sexo ou entre os tratamentos. Logo, Weldon et al. (1987) concluíram que os 

camundongos machos podem não detectar o odor da serpente ou se detectarem, podem não 

reconhecer o estímulo como potencial ameça predatória.  

Já no estudo de DeOliveira et al. (2015), machos de camundongos Swiss foram expostos 

a odor – pelo – de gato (Felis catus) e a odor - maravalha do recinto que as cobras permaneceram 

por 5 dias – de serpente (Boa constrictor). Após a exposição, foi realizado análise de respostas 

defensivas comportamentais e a expressão da proteína Fos (considerada uma biomarcada da 

atividade neural do sistema nervoso central) Os autores obsevaram, de acordo com as análises 

estatísticas, que houve menor expressão da proteína Fos e menor repertório de comportamentos 

defensivos nos animais expostos a odor da serpente em relação aos animais expostos ao odor 

de gato. Portanto, é muito provável que os animais avaliados (incluindo aqueles do grupo 

controle) não tenham identificado a cobra como uma ameaça predatória, sendo que os estímulos 

desse potencial predador (visual, olfatório e auditivo) podem não ter sido suficientes para a 

percepção do risco e, consequentemente, ativação das áreas envolvidas com o medo. 
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Figura 18. (A) Imagem representativa do teste de resposta ao predador ofídico, (B) Tempo de permanência na toca, (C) tempo de congelamento 

em relação ao tempo de permanência fora da toca, (D) tempo de self-grooming em relação ao tempo de permanência fora da toca dos machos de 

camundongos da linhagem C57Bl/6J expostos ou não à água contaminada nas concentrações Mix 1x, Mix 10x e Mix 25x. As barras indicam a 

média ± desvio padrão dos dados originais. Letras diferentes indicam diferenças estatísticas. Todos dados foram submetidos a two-way ANOVA, 

com pós-teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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4. CONCLUSÃO 

Por fim, podemos concluir que machos de camundongos C57Bl/6J que venham a ingerir 

água contaminada com um mix de poluentes – mesmo em baixas concentrações (ditas como 

concentrações ambientais) – tem mecanismos neurais afetados, relacionados especificamente 

com sua resposta defensiva frente ao potencial predador felino. Uma vez que os mecanismos 

do reconhecimento de um potencial predador estejam alterados, a sobrevivência do animal e de 

sua espécie, que ingerem essa água, pode ser comprometida. 

Embora haja uma grande preocupação com os impactos que os poluentes podem causar 

nos sistemas aquáticos e consequentemente nos animais que fazem uso deste recurso natural, 

esta tem sido relacionada a altas concentrações desses poluentes. Nosso trabalho aponta que as 

baixas concentrações em águas superficiais precisam, também, serem alvos de preocupação, 

pois o mix desses compostos podem alterar sistemas neuronais dos animais que a ingerem essas 

águas podendo, assim, implicar em um potencial desequilíbrio no ecossistema. 

 

5. INFORMAÇÃO COMPLEMENTAR 

Esse trabalho foi publicado na Science of the Total Environment (estrato A1 no Qualis-

CAPES e de fator de impacto 4,900). A versão na íntegra do referido artigo é apresentada no 

anexo I. 
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ANEXO 

 



The intake of water containing a mix of pollutants at environmentally
relevant concentrations leads to defensive response deficit in male
C57Bl/6J mice
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H I G H L I G H T S

• Water containing a mix of pollutants
(Mix) leads to behavioral disorders in
mouse.

• Defensive response deficit in male mice
exposed to water containing a mix of
pollutants.

• Mouse that ingested pollutant mix (in
thewater) did not recognize cat as a po-
tential predator.
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resulting from the treatments. Thus, the current study is pioneer in showing that the chronic intake of water con-
taining a mix of pollutants (even at low concentrations) leads to behavioral disorders able to affect the survival
and population dynamics of mammalian species at ecological level.

© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

Complex pollutants
Aquatic pollution

1. Introduction

Agricultural practices that adopt traditional soil preparation tech-
niques, phytosanitary control by means of pesticides, and substantial
amounts of chemical fertilizers are anthropogenic activities that, despite
their high toxicological potential, play a key role in the supply of human
population demands, (Godfray et al., 2010; Foley et al., 2011). Nowa-
days, nitrogen is one of the fertilizers most applied to different crops,
since it is essential to plant nutrition, development and yield (Fageria
and Baligar, 2005); however, it can be highly harmful to different organ-
isms if it is indiscriminately used (Carpenter et al., 1998; Deng et al.,
2017). In addition, the use of agrochemicals has considerably increased
in recent years (Ecobichon, 2001; Tilman et al., 2002); glyphosate
(Woodburn, 2000; Duke and Powles, 2008) and abamectin (Lasota
and Dybas, 1990; Bai and Ogbourne, 2016), which may affect non-
target organisms and have harmful effects on biological communities,
stand out among the most used agrochemicals in the world. If, on the
one hand, these agrochemicals strongly help increasing agricultural
production andproductivity; on the other hand, the loss of chemical fer-
tilizers and the spread of pesticides due to surface runoff or leaching, for
example, is an imminentwatercourse-contamination source (Carpenter
et al., 1998; Hansen et al., 2000).

Another issue negatively affecting different ecosystems lies on the
dumping of untreated or ineffectively treated agro-industrial effluents
in waterbodies (Ali et al., 2011). Tannery effluents (TE), which result
from bovine skin processing (for leather production) conducted in tan-
nery industries mainly located in South American and Asian countries
(Sabumon, 2016), stand out among these effluents. The aforementioned
industries have great economic importance in these countries, since the
leather they produce is used as rawmaterial by different sectors such as
automobile, clothing, footwear, furniture, among others (China and
Ndaro, 2015; Sabumon, 2016). However, this activity has great pollut-
ant potential, since the effluents produced at different bovine skin pro-
cessing stages contain several compounds, which are harmful to the
health of distinct species (Estrela et al., 2017; Mendes et al., 2017;
Souza et al., 2017a; Montalvão et al., 2017; Rocha and de-Oliveira,
2017; Montalvão et al., 2018).

The inappropriate disposal of domestic sewage in the environment
has also caused severe environmental issues in different countries
(Noorhosseini et al., 2017). The sewage discharge into rivers, streams
and/or lakes leads to the dispersion of several aquatic pollutants such
as surfactants, synthetic hormones, organic material, medicinal product
residues, among others (Deblonde et al., 2011). Studies have shown that
medicinal products have been mainly inserted into the environment
through domestic sewage (Kanda et al., 2003; Östman et al., 2017), ei-
ther through its excretion, personal hygiene or direct disposal into sew-
age systems (Daughton and Ruhoy, 2009).

Aiming at investigating the impacts from different contami-
nants found in surface waters on the biota, several studies have
shown the negative effects from xenobiotics on different experi-
mental models and helped better understanding how these pol-
lutants affect species' survival and reproduction. Among them, it
is worth highlighting the studies by Novelli et al. (2012), Bridi
et al. (2017) and de Moura et al. (2017) - comprising agrochem-
icals; by Mennigen et al. (2017), Cardoso-Vera et al. (2017) and
Zhou et al. (2017) - about residues of pharmaceutical origin; by
Huang et al. (2003) - involving petroleum-derived pollutants;
by Hecnar (1995), Yousef et al. (2017) and Abdelfattah et al.
(2017) - comprising fertilizers; and by Adeel et al. (2017) and

Balmuri et al. (2017), which investigated synthetic hormones
and surfactants, respectively.

Although the aforementioned studies play a key role in the identifi-
cation and characterization of harmful effects from pollutants on differ-
ent organisms, it is undeniable that they may not represent, in a more
realistic way, what happens in the environment. Many of these investi-
gations have assessed the effect from specific contaminants by adopting
concentrations or doses much higher than those found in the environ-
ment. Moreover, many studies define the contaminant concentrations/
doses to be assessed, based on acute toxicity tests (e.g., median lethal
concentrations (LC50) or median lethal doses (LD50)), which are recom-
mended for very specific cases, only. Thus, the prioritization of studies
that do not represent real situations (i.e.: poorly applied), and/or that
investigate the effects from a single pollutant on the biota, leads to the
neglect of the fact that a great diversity of pollutants derived fromdiffer-
ent pollution sources is found in the environment. In addition, it is
worth taking into consideration that certain pollutant combinations
may interact and produce different toxic effects from those attributed
to a specific contaminant type.

Therefore, the aim of the present study was to assess the impact
from the chronic intake of water containing a mix of pollutants on the
behavior of male C57Bl/6J mice exposed to potential predators; it was
done in order to improve the knowledge about the effects from complex
contaminant combinations on the biota. We herein assume that the in-
take of water containing several contaminants (at environmentally rel-
evant concentrations) may lead these animals to develop defensive
behavior disorders, and it allows better understanding the magnitude
of the impacts these pollutants have on natural populations.

2. Materials and methods

2.1. Animals and experimental design

Male C57Bl/6J mice (nulliparous), belonging to the age group
21–32 days, were used in the present study; they were kept in the An-
imal House of the Biological Research Laboratory of Goiano Federal In-
stitute – Urutaí Campus (GO, Brazil), according to conventional animal
housing sanitation standards, at 22–24 °C, under 12 h light cycle, and
58% ± 3% controlled humidity. The animals were placed in polypropyl-
ene boxes formice (41 cm long× 34 cmwide× 16 cm tall) coveredwith
galvanized grille treated with antioxidant. Water (with or without
treatment) and standard rodent food ad libitum were supplied to the
animals.

Initially, 44 mice were counter-balanced according to co-variables
“age” and “biomass”, so that their ages and body masses were statisti-
cally equal at the beginning of the experiment. Subsequently, the ani-
mals were distributed in the following experimental groups:

1) Control (n = 11) - consisted of animals that received pollutant-free
drinking water;

2) Mix 1× (n=11) - composed of animals that receivedwater contain-
ing a mix of pollutants at concentrations previously found in surface
waters (i.e., environmentally relevant concentrations);

3) Mix 10× (n=11) - comprised animals that received water contain-
ing themix of pollutants mentioned above, but at concentrations 10
times higher than the environmentally relevant ones;

4) Mix 25× (n = 11) - composed of animals that received water con-
taining the aforementioned mix at concentrations 25 times higher
than those set in the Mix 1× group.
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The animals were exposed to the treatments by means of drinking
fountains, for 105 days. Food andwater (with or without pollutants) in-
takes were measured throughout this period by daily subtracting the
leftover from the total amount offered in the previous day.

2.2. Mix of pollutants

The mix of pollutants adopted in the current study comprised 15
compounds, which had been already identified in surface waters in pre-
vious studies. It was done in order to simulate the intake of water deriv-
ing from watercourses fed by different pollution sources. The mix-
constituent concentrations were set based on previous studies, which
are specified in Table 1.

The medicinal products composing the group of pharmaceutical-
origin residues were selected due to their highworldwide consumption
and because they had already been identified in surfacewaters in previ-
ous studies (see references in Table 1). Glyphosate and abamectin were
selected as pesticide representatives because they are widely used in
the conventional agriculture adopted in different countries (Bai and
Ogbourne, 2016; Tarazona et al., 2017).

Benzene was selected as representative of petroleum-derived resi-
dues, since it is one of the aromatic hydrocarbons widely used as raw
material for several products, including gasoline (Barata-Silva et al.,
2004). Nitrogen and household detergent were selected as representa-
tives of fertilizers and surfactants, respectively, because they are the
most used ones in conventional agriculture (Lu and Tian, 2017) and in
general household cleaning (Scheibel, 2004), respectively. Estradiol, in
its turn, was selected as representative of synthetic hormones, since
previous studies have shown its increasing use by human populations,
in association with other steroid hormones in oral contraceptives and
contraceptive patches (Holtorf, 2009). The tannery effluent was se-
lected as representative of agro-industrial wastes, since it is often di-
rectly discarded in waterbodies located close to bovine skin processing
industries (Sabumon, 2016).

It is worth emphasizing that, similar to the study by Abreu et al.
(2016), all theherein adoptedmix components (medicinal products, es-
tradiol, glyphosate, nitrogen, benzene, abamectin and detergent) were
purchased in commercial establishments specialized, or not, in the

sale of chemical reagents (see brands in Table 1). It is also worth
highlighting that abamectin was applied to the water supplied to the
animals through the Kraft® 36EC commercial formulation, which is
classified as acaricide, insecticide and nematicide (Montalvão and
Malafaia, 2017). Urea was the nitrogen source adopted in the current
study, whereas the tanning effluent was collected in a tannery industry
located in Inhumas County (Goiás State, Brazil); itwas the same effluent
used by Souza et al. (2017).

2.3. Chemical characterization of the pollutant mix

The physicochemical and chemical characterizations of the water
supplied to the animalswere performed according to the American Pub-
lic Health Association (APHA) (Table 2) (APHA, 1997). The analysis ap-
plied to the organic compounds was carried out through mass
spectrometry with electrospray ionization, according to the methodol-
ogy described by Guimarães et al. (2016). Spectra containing the
highest-intensity ions are shown in Fig. 1 (in “Supplementary material”
online). Fig. 2 (in ‘Supplementary material’ online) shows the nomen-
clature and the structural formula of the organic compounds. Table 3
(in ‘Supplementary material’ online) shows the list of all ions detected
through the herein adopted technique; the aforementioned ions pre-
sented the lowest intensities in the mass spectra shown in Fig. 1 (in
‘Supplementary material’ online).

2.4. Behavioral assessments

We herein assume the hypothesis that the chronic intake of water
containing a diversity of pollutants could cause changes in neurocerebral
regions responsible for animals' defense responses; thus, we subjected
the mice to different behavioral tests after this day. Before conducting
the test to measure the animals' response to potential predators, we
assessed whether the treatments caused changes in their locomotor, vi-
sual, olfactory and auditory abilities, which are essential to rodent de-
fense responses. All the animals were subjected to experimental
paradigms pointing towards deficit in the aforementioned abilities.
Thus, mice were subsequently subjected, at different days, to the open
field test, to the locomotion test induced through luminous source

Table 1
General information about the components of the mix offered to male C57Bl/6J mice for 105 days.

Group Class of
constituents

Active ingredient Brands Mix 1×
(ERC)

References (ERC) Mix 10× Mix 25×

Pharmaceutical Antibiotic Amoxicillin Prati, Donaduzzi & Cia Ltda, Toledo, PR,
Brazil

0.0045
μg·L−1

Sodré et al. (2010) 0.045
μg·L−1

0.1125
μg·L−1

Anti-inflammatory Acetylsalicylic acid Bayer Pharma AG, Leverkusen, Germany 0.34 μg·L−1 Ternes (1998) 3.4 μg·L−1 8.5 μg·L−1

Sodium diclofenac Vittamed, Caxias do Sul, RS, Brazil 1.8 μg·L−1 Hoeger et al. (2005) 18 μg·L−1 45 μg·L−1

Ibuprofen TEUTO, Anápolis, GO, Brazil 2.7 μg·L−1 Flippin et al. (2007) 27 μg·L−1 67.5 μg·L−1

Antidepressant Fluoxetine Zydus Nikkho, Rio de Janeiro, RJ, Brazil 0.030
μg·L−1

Perreault et al.
(2003)

0.30
μg·L−1

0.75 μg·L−1

Anxiolytic Clonazepan Legrand Pharma, Hortolândia, São Paulo, SP,
Brazil

0.053
μg·L−1

Ternes et al. (2001) 0.53
μg·L−1

1.325
μg·L−1

Analgesic Dipyrone
monohydrate

CIMED, Porto Alegre, RS, Brazil 5 μg·L−1 Pamplona et al.
(2011)

50 μg·L−1 125 μg·L−1

Antacid Ranitidine TEUTO, Anápolis, GO, Brazil 10 ng·L−1 Boxall (2004) 100
ng·L−1

250 ng·L−1

Hydrocarbon Benzene Benzene Proquímios, Rio de Janeiro, RJ, Brazil 0.005 mg/L Brasil (2004) 0.05 mg·L1 0.125 mg·L1

Agro-industrial
waste

Tannery effluent – – 1% Rabelo et al. (2016) 10% 25%

Synthetic
hormone

Estradiol Estradiol cypionate ZOETIS PFIZER, Itapevi, SP, Brazil. 2.6 μg·L−1 Jardim et al. (2012) 26 μg·L−1 65 μg·L−1

Fertilizer Nitrogen Nitrogen USI FERTIL®, Maruim, SE, Brazil 2.4 mg·L−1 Xu et al. (2014) 24 mg·L−1 60 mg·L−1

Pesticide Glyphosate Glyphosate UPL, Ituverava, SP, Brazil 0.70
mg·L−1

Peruzzo et al. (2008) 7 mg·L−1 17.5
mg·L−1

Kraft® 36EC Abamectin Bayer CropScience Ltda., Belford Roxo, RJ,
Brazil.

0.004
mg·L−1

Vasconcelos et al.
(2016)

0.04
mg·L−1

0.1 mg·L−1

Surfactant Detergent – Start, São Paulo, SP, Brazil 740 μg·L−1 Mortatti et al. (2012) 7.400
μg·L−1

18.500
μg·L−1

Caption: ERC: Environmentally relevant concentrations (Mix 1×).
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(visual test), as well as to olfactory and auditory tests; next, they were
subjected to response-to-predator tests (cats and snakes).

All testswere conducted in the test roomunder 12h light cycles. The
room had acoustic isolation, artificial light with control system, con-
trolled temperature (23 °C to 25 °C) and three infrared video cameras
coupled to a computer outside the room. All the tests were video re-
corded for further analysis. Next, we present all the procedures adopted
for each test.

2.4.1. Open field test
The open field test – which is a widely adopted experimental para-

digm to assess rodent locomotor activity (Carola et al., 2002; Prut and
Belzung, 2003) –was performed at the 93th experimental day. Accord-
ingly, we used a round arena (28 cm diameter) surrounded by a
rounded wall (45 cm tall); the bottom of the arena was divided in 12
quadrants. The test session started when the animal was individually
placed in the center of the arena and allowed to freely explore the
open field for 5 min. The apparatus was sanitized with 10% alcohol be-
tween sessions. The locomotor activity of each mice was measured
based on the total crossing frequency between quadrants (central and
peripheral) throughout the total recording time by using the OpenFLD
software. Moreover, we calculated the animal locomotion in the central
quadrants/total animal locomotion ratio in order to assess the possible
anxiogenic or anxiolytic effect from the treatments on the animals be-
fore they were subjected to the anti-predatory response test. According
to Prut and Belzung (2003), the lower locomotion rate in the central
quadrants and, consequently, the high locomotion rate in the lateral
quadrants can be used as anxiety index.

2.4.2. Assessing the animals' locomotor performance through the Basso
Mouse Scale

In order to complete the locomotor activity assessment (with special
attention given to biomechanical parameters) during the openfield test,
the animals were assessed according to scores set by the Basso Mouse
Scale (BMS) (Basso et al., 2006) (9-point scale), which is a widely-
used, validated, semi-quantitative rating scale for locomotor assess-
ment. Such scale has been considered a useful tool to assess the motor
performance of rodents exposed to complex-constitution pollutants
(Mendes et al., 2017).

2.4.3. Locomotion test induced by luminous source (visual test)
The visual test was performed at the 56th experimental day, it was

used to assess whether the treatments influenced the animals' visual
perception.We applied the locomotion test induced by luminous source
based on previous studies by Johnson et al. (2010), Polosukhina et al.
(2012) andMacé et al. (2015). The apparatus used in this test consisted
of a transparent polyethylene cylinder (3.8 cm diameter, 28.8 cm
length) containing a luminous LED light source (Light Emitting Diode)
(100 W, bright blue – 470 nm) located 4.5 cm away from one of its
tips. The apparatus was divided in three different zones (zone 1: the
closest to the luminous source, zone 2: neutral zone, and zone 3: the far-
thest from the luminous source).

Lights in the test room were kept off, each animal was placed inside
the apparatus with the nose turned towards the luminous source (off)
for 2 min to acclimate. After this period, while the animal still had its
nose turned towards the luminous source (specifically in zone 1), the
LED lampwas turned on, and left thisway, for 2min. The animalwas re-
corded by an infrared camera located above the apparatus during the
acclimation (without LED lamp) and test (with LED lamp) periods.
The apparatus was sanitized with 10% alcohol between sessions and
the LED lamp position at the tip of the apparatus was changed to ex-
clude potential influences from the preference for certain spatial loca-
tions of the luminous source.

After the recording sessions, we assessed the latency time spent by
the animal to make a complete turn around its body after the LED
lamp was turned on, according to the method suggested by Johnson

et al. (2010). Moreover, we assessed the locomotor activity of the ani-
mal in the apparatus, which was measured through the total number
of crossings in zones 1, 2 and 3 with the aid of the OpenFLD software.

2.4.4. Olfactory test
The olfactory test was performed at the 95th experimental day, ac-

cording to Kobayakawa et al. (2007), with adaptations. This test was
conducted in a standard polypropylene box for mice, which had trans-
parent glass cover. Before running the test, each animal was placed in
the center of the box and left in the test room for 15min, for acclimation.

A piece of filter paper (2 cm2) containing 20 μL of distilled odorless
water was placed inside the box from the 15th to the 19th experimental
minute; and removed from the box after 1 min. A clean filter paper was
used for each animal and the distilled water was placed in the box right
before the test in order to prevent it from evaporating. The filter paper
positions were changed every minute in order to exclude potential in-
fluences from the preference for a certain spatial location.

A filter paper (2 cm2) containing 20 μL of citronella oil was placed in
the box of the animal at the 20th minute. A clean filter paper was used
for each “test” mouse and the citronella oil was also placed in the box
right before the test session in order to prevent the oil odor from vola-
tilizing. It is worth highlighting that the citronella oil was chosen be-
cause a previous study had already evidenced that rodents have high
sensitivity to its smell (Singla and Kaur, 2014), thus characterizing a
good olfactory-accuracy indicator in animals.

The apparatus was sanitized with 10% alcohol between sessions. Be-
sides, it is important emphasizing that all the procedures were con-
ducted by researchers who used gloves, mask and caps; they did not
wear perfume, moisturizer or any other cosmetic product in order to
minimize the outspread of odors that could negatively influence the
test. The sessions containing odorless papers, or papers with repulsive
odor (citronella oil – at 10%), were recorded and, subsequently, the
time themice spent exploring thefilter paperwith, orwithout, olfactory
stimulus was recorded.

2.4.5. Auditory test
The auditory test, adapted from Frings et al. (1951), was conducted

at the 96th experimental day in an apparatus that comprised four stan-
dard polypropylene boxes for mice containing a transparent glass cov-
ering the entire box. The animals remained in the test room for 5 min
(acclimation period) after they were placed in the boxes. Next, an un-
bearable sound was reproduced by a speaker located inside the test
room, and it was kept on for more than 5min (at 90 dB). The apparatus
was sanitized with 10% alcohol between sessions.

The following parameters were assessed after the recording proce-
dure, either in the acclimation period or during the test session: locomo-
tor activity of the animals, time and frequency of freezing and self-
grooming behaviors. It is worth emphasizing that the locomotor activity
of mice in the apparatus was assessed through the number of crossings
over three virtual lines dividing each box in six sectors, which were
displayed on the computer screen during the analysis applied to the
recording.

2.4.6. Response-to-predator tests
After the tests set to assess possible changes in the locomotor, visual,

olfactory and auditory abilities were conducted, micewere subjected to
two specific tests. These tests allowed analyzing the hypothesis that
treatments could affect the central nervous system of the animals,
thus harming their responses to predators. Accordingly, the animals
were exposed to a cat and a snake as predatory stimuli, since they are
mice's natural predators, according to Frings et al. (1951). The apparatus
avoided the physical contact between predators and mice, but it en-
abled visual, olfactory and auditory stimuli to the animals. Next, we
present the details of procedures adopted in the respective tests.
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2.4.6.1. Response-to-feline predator (cat) test. The animalswere subjected
to the response-to-predator (a cat) test, adapted from Mendes et al.
(2017), at the 100th experimental day. An apparatus consisting of an
aquarium (35 cm long × 25 cm wide × 20 cm tall) coupled to a cage
(with the same dimensions as the aquarium) on its upper side was
used in the test. The side-walls of the aquarium were made of white
opaque glass and the front wall was made of transparent glass. There
was a lair (35 cm long × 25 cm wide × 20 tall) inside the aquarium,
and it was supposed to simulate a shelter/refuge to the mice.

Two male domestic cats (Felis catus) presenting similar fur pattern
and same age were used as predators; they fasted for 8 h before the
test session in order to stimulate their predatory instincts. It is necessary
pinpointing that each catwas used to test a singlemouse, since themice
recordings were done in pairs in the same test room; therefore, it was
necessary having two predators available.

The aforementioned test was running in two sessions; in the first
session, each mouse was placed inside the aquarium and the cage
coupled to its upper surface did not host a predator. Animals were
allowed to explore the apparatus for 5min (adaptation/acclimation ses-
sion). Next, themousewas taken out of the apparatus and put back in its
residence box in the animal house. The aquarium was sanitized with
10% alcohol between sessions. The second session would start after all
the animals were subjected to the first one. Right after the animal was
placed inside the aquarium in the second session, a cage (hosting a
cat) presenting the same dimensions of that used in the first session
(adaptation/acclimation) was coupled to the aquarium. A cat roaring
sound (65 db) was also reproduced every 30 s to make sure that the
mouse would hear it after the test had started. It was done to make
sure that the mouse would be teased by the predator sound stimulus
throughout the test session. The reproduced sound was previously re-
corded in the test room itself, three months before the behavioral test,
using the same cats used in the tests. The volume of the reproduced
sound was set by previously measuring the vocalization of the animals.

After the cage hosting the cat was coupled to the aquarium, the
mousewas recorded for additional 5min. Again, the apparatuswas san-
itized with 10% alcohol between sessions. The following parameters
were analyzed after the recordings: time spent by the mouse in the
lair, time showing self-grooming behavior and freezing frequency. All
these parameters (in the absence, or presence, of a cat) were quantified
in the PlusMZ software.

2.4.6.2. Response-to-a-snake test. The response-to-predator using a
snake (two Corn Snake - Pantherophis guttatus) was performed at the
105th experimental day; the snakes were fed mice. They were adult
snakes presenting the same color patterns (Okeetee – normal or com-
mon), as well as the same sex (male) and age (4 years old). The snakes
fasted for 40 days before the test.

The snakes belonged to Goiânia Zoo (GO, Brazil) and were provided
just for the conduction of the test and taken back to the zoo afterwards.
It is worth highlighting that similar to the recordings with the cats, each
snakewas used to perform the test with a single mouse at the time. The
mice recordings were carried out in pairs in the same test room; there-
fore, it was necessary having two snakes as predators for the tests.

The adopted procedures and the apparatus used in the response-to-
predator (snake) test were identical to those used in the response-to-
predator (cat) test. Mice explored the apparatus without the snake for
5 min in the first session; the predatory stimulus was introduced in
the second session. Simultaneously, the sound produced by the snake's
rattle (65 db)was also reproduced for 30 s, every 30 s, in order to assure
the sound stimulus from the snake predator to the ‘test’mouse, just as it
was donewith the feline predator. The animals were recorded for addi-
tional 5 min and, next, the following parameters were analyzed (in the
absence and presence of a snake): time spent in the lair, time showing
self-grooming behavior and freezing frequency. We also used the
PlusMZ software in this test.

2.5. Body biomass and relative mass of organs

The body biomass of the animalswasmeasured at the beginning and
at the end of the experimental period. In addition, the animals were eu-
thanized the day after the last behavioral test was concluded; their
brain, liver, spleen and kidneys were removed and weighed. The rela-
tivemass of these organswas calculated to allow assessing possible sys-
temic toxicity. In order to do so, themass of each organ (g) was divided
by the body biomass of the animal (g), which wasmeasured on the day
it was euthanized.

2.6. Bioconcentration

The Cr andMg levels in the animals' bloodweremeasured at the end
of the experiment, because these metals were found at high concentra-
tions in the water containing the pollutant mix. Their concentrations
were measured in order to investigate a possible link between the pol-
lutant mix absorption and the defensive responses of animals. It is
worth emphasizing that the option made for measuring these elements
in the blood is justified by the fact that it is the main nutrient or toxic
agent distribution fluid able to reach other systems (Perez-Gonzalez
et al., 2017).

Both elements were quantified through inductively coupled plasma
mass spectrometry (ICP-MS) (Element, Finnigan MAT, Germany), ac-
cording to Souza et al. (2017b), with modifications. Briefly, brain and
blood were macerated and digested in an Erlenmeyer flask screw-cap
containing 2 mL of wet digestion solution (75% nitric acid (HNO3):
70% perchloric acid (HClO4) = 1:1 v/v). Next, the samples were placed
on a hot plate at 100 °C, for 6 h. After the samples were digested, the cap
(clock glass) was removed and the heating process was kept at 80 °C
until achieving complete drying. Subsequently, 5% HNO3 was added in
order to dissolve the sample residue and complete the final volume at
5 mL. Then, the resulting solution was diluted in 5% HNO3 and the
total dilution corresponded to 5000 times the original sample weight.
The solution was analyzed through ICP-MS. The calibration standards
0.1, 1.0 and 10 mg·kg−1 Cr and Mg were used to validate the method.

2.7. Statistical analyses

All data were initially subjected to normality Shapiro-Wilk test,
which was followed by the Levene homogeneity variance test. Data
from the open field and locomotion (induced by luminous source – vi-
sual test) tests were subjected to simple analysis of variance (one-way
ANOVA), followed by Tukey test at 5% probability, in case of significant
F. Data presenting abnormal distribution were subjected to the non-
parametric Kruskal-Wallis test at 5% probability.

Data about the body biomass, olfactory and auditory tests, as well as
about the response-to-predator (cats and snakes) testwere subjected to
analysis of variance (two-way ANOVA), according to the factorial design
2×4.We adopted factors “treatment” (at three levels: control, EC1x and
EC 1000×) and “time” (at two levels: beginning and end of the experi-
ment – in the case of body biomass), as well as factor “stimulus 1” (at
two levels: with andwithout olfactory stimulus – citronella oil in the ol-
factory test), “stimulus 2” (at two levels: with and without the auditory
stimulus – 90 db sound in the auditory test) or “stimulus 3” (at two
levels: with and without the feline predator stimulus – cat in the
response-to-predator test) or, yet, “stimulus 4” (at two levels: with
and without the snake in the response-to-predator test). Multiple com-
parisons were conducted through the Tukey post-hoc test at 5% proba-
bility, in case of significant F. It is important emphasizing that the non-
parametric data were turned into log(x) and then subjected to two-
way ANOVA. Correlation analysis was performed using Spearman's
method. All the analyses were conducted in the GraphPad Prism soft-
ware (version 6.0). Moreover, all graphs were generated in the same
software.

190 J.M. de Souza et al. / Science of the Total Environment 628–629 (2018) 186–197



3. Results and discussion

Our analyses showed increased body mass in all the animals at the
end of the experiment in comparison to that measured at the beginning
of it (Fig. 3A - in ‘Supplementary Material’ online). However, there was
no significant difference in bodymass gain between groups (Fig. 3B - in
‘Supplementary Material’ online). On the other hand, the animals sub-
jected to the highest pollutant concentrations (Mix 10× and 25×) pre-
sented daily food (Fig. 3C - in ‘Supplementary Material’ online) and
water (Fig. 3D - in ‘Supplementary Material’ online) intake lower than
that of the control group. A dose-dependent effect was observed in
the water intake parameter.

According toMalafaia et al. (2015), body biomass and eating behav-
ior are good animal intoxication indicators, mainly when it comes to in-
toxications caused by systemic-effect xenobiotics. However, although
the animals belonging to groups Mix 10× and Mix 25× presented
lower water and food intake, they did not show body mass difference
during the experiment (Fig. 4A - in ‘Supplementary Material’ online)
or at the end of the experimental period (Fig. 3A - in ‘Supplementary
Material’ online). Thus, it is tempting speculating that there have been
physiological adaptations able to helpmaintaining the physical integrity
of the herein assessed animals. These changesmay be related to thepro-
duction of hormones, which play prominent roles in the regulation of
body composition, energy intake and expenditure, as well as to adapta-
tions in the mitochondrial efficiency and adaptive thermogenesis
(Trexler et al., 2014). This hypothesis is reinforced by the lack of differ-
ences in the relative mass of metabolically active organs such as liver,
brain, kidneys and spleen (Fig. 4B - in ‘SupplementaryMaterial’ online).

With respect to the behavioral performance of the animals, the pa-
rameter “total number of crossings” did not show significant differences
between groups in the open field test (Fig. 5B); similar result was

recorded in the BMS scores between groups (Fig. 5C). These data sug-
gest that the treatments did not cause locomotor hyper or hypoactivity,
or even biomechanical changes able to negatively affect the animals' re-
sponses in the subsequent tests. In addition, we did not observe anxio-
lytic or anxiogenic effects resulting from the treatments in the analysis
applied to the animal locomotion in the central quadrants/total animal
locomotion ratio, which was calculated for each group in the open
field test (Fig. 5D). This result also suggests that the chronic exposure
to the pollutant mix - even at concentrations 10 and 25 times higher
than the environmentally relevant ones - did not lead to changes in
the neural pathways or mechanisms that often lead to anxiety. Accord-
ing to Berton et al. (1998), changes in the emotional state of rodents, be-
fore the animals get exposed to predatory clues, may negatively affect
their anti-predatory response.

Moreover, the animals did not show differences in the “average la-
tencies (s) to first complete turn after light onset” during the visual
test (Fig. 6B), and it allowed us inferring that the treatments did not
cause visual deficit when the mice were stimulated by an aversive
light source. On the other hand, it was possible observing the effect
from factor “stimulus” on the time the animals spent exploring olfactory
clues in different sessions of the olfactory test (Fig. 6D). The time mice
from all groups spent exploring the olfactory clue with aversive smell
was shorter than that spent exploring the odorless filter paper, thus
showing that the animals' ability to recognize odor stimuli was intact.

The current data also suggest that the chronic intake of water con-
taining different pollutants (at different concentrations) did not cause
changes in the hearing abilities of the animals. The locomotor activity
(Fig. 7B) and the freezing behavior frequency (Fig. 7C) increased after
the aversive sound was reproduced in the test room. In addition, ani-
mals belonging to all groups spent less time on self-grooming when
they were exposed to sound stimulus (Fig. 7D). Therefore, these results

Fig. 5. (A) Two-dimensional image showing the test room and the apparatus used in the open field test and (B) total number of crossings in the open field quadrants. (C) Mean scores
recorded in the Basso Mouse Scale for locomotion and (D) locomotion in the central quadrants/total locomotion ratio in the open field test applied to male C57Bl/6J mice exposed or
not to the chronic intake of water containing a mix of pollutants at different concentrations. In “B and C”, data were subjected to one-way ANOVA, whereas in “D”, data were subjected
to the Kruskal-Wallis test, both at 5% probability. Mix: mix of pollutants at environmental relevant concentration (1×), 10 times higher (10×) and 25 times higher (25×). n = 11
animals/group.
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suggest that the animals reacted to the aversive sound; this reaction di-
rectly depends on their ability to listen to the auditory stimulus and to
process information at neurological level.

Thus, it is possible stating that the results presented so far suggest
that the animals' locomotor (Fig. 5), visual, olfactory (Fig. 6) and audi-
tory abilities (Fig. 7), which are essential to trigger defensive responses
in rodents (Apfelbach et al., 2005; Hacquemand et al., 2010; Greene
et al., 2014), were not affected by the intake of water containing mix
of pollutants at different concentrations.

Animals were subjected to the feline predator response test, after
the lack of changes in their sensitive abilities was confirmed. It was pos-
sible seeing that mice belonging to all groups, except for the Mix 25×
group, remained longer in the lair when the cat was introduced in the
apparatus in comparison to the permanence time recorded in the ses-
sion performed without the predator (Fig. 8B). Thus, we can infer that
the animals in the control, Mix 1× and Mix 10× groups recognized the
lair as a safe place, as a place to take refuge and hide. On the other
hand, only the animals in the control group showed longer freezing
(Fig. 8C) and self-grooming behaviors (Fig. 8D) when they were sub-
jected to predatory stimuli.

If we take increased freezing and decreased self-grooming as sensi-
tive stress and fear-related behavioral markers (Blanchard and
Blanchard, 1988; Graeff, 1994; Kalueff and Tuohimaa, 2005), the current
data suggest that the mice's capacity to recognize the cat as potential
predator was influenced by the intake of water containing several pol-
lutants. The Cr and Mg found in the blood of the animals exposed to
the pollutants (Fig. 9A–B), besides indicating that the ingested contam-
inants were absorbed, reinforces the hypothesis that the mix affected
the defensive response of the animals. The analyses performed in the

current study showed significant correlation between variables such
as “time spent showing freezing behavior vs. Cr (r = −0.5018; p =
0.0034) and Mg concentration in the blood (r = −0.362; p = 0.041)”;
as well as between “time spent showing self-grooming behavior vs. Cr
(r = −0.424; p = 0.015) and Mg concentration in the blood (r = −
0.568; p = 0.0007)”, fact that also reinforces our hypothesis. On the
other hand, animals subjected to the ophidian predator response test
did not show differences in the amount of time they showed behaviors
such as permanence in the lair (Fig. 9B), freezing (Fig. 10C) and self-
grooming (Fig. 10D), which was recorded in different sessions of the
test.

The current study is pioneer in showing that the chronic intake of
water containing a mix of pollutants may adversely affect the ability of
mice to recognize a potential feline predator. Thus, although the biolog-
ical mechanisms leading animals to show behavioral response deficit
were not the focus in the current study, thesemechanismsmay be com-
plex and comprehensive due to the chemical diversity of the herein
used pollutant mix. Table 1 confirms the presence of highly toxic chem-
ical elements (e.g., chromium), whereas Table 2 (in ‘Supplementary
Material’ online) and Fig. 2 (in ‘Supplementary Material’ online) show
the variety of potentially toxic organic compounds found in the water
supplied to the animals. Therefore, it is tempting speculating that the
chemical constituents of the pollutant mix may have individually, syn-
ergistically and/or collectively affected, in a negative way, the hypotha-
lamic circuitry involved in the integration of rodents' defensive
responses to potential predators. Studies conducted by Martinez et al.
(2008),Wang et al. (2015) and Kunwar et al. (2015) confirmed the crit-
ical role played by limbic hypothalamus regions in the performance of
anti-predatory responses.

Light source

Zone 1

Zone 2

Zone 3

Paperwith aversive
olfactory stimuli

Paperwithout
aversiveolfactory

stimuli

Fig. 6. Two-dimensional image showing the test roomand the apparatus used in the visual and (A) olfactory (B) tests. (C) Latencies to first complete turn after light onset and (D) olfactory
stimulus exploration time spent bymale C57Bl/6Jmice exposed or not to the chronic intake ofwater containing amix of pollutants at different concentrations. In “C”, data were subjected
to the Kruskal-Wallis test, at 5% probability. In “D”, datawere subjected to two-wayANOVA; results were subjected tomultiple comparisons to those recorded in the Tukey's post-hoc test,
at 5% probability. Different lowercase letters indicate significant differences. Mix: mix of pollutants at environmental relevant concentration (1×), 10 times higher (10×) and 25 times
higher (25×). n = 11 animals/group.
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Fig. 7. (A) Two-dimensional image showing the test room and the apparatus used in the auditory test, (B) total number of crossings, (C) freezing frequency and (D) time spent on self-
grooming (when the unfamiliar and aversive sound was reproduced) by male C57B1/6J mice exposed or not to the chronic intake of water containing a mix of pollutants at different
concentrations. The bars represent the mean + standard deviation from the original data, which were transformed into log (x) I in order to be subjected (a posteriori) to two-way
ANOVA. Multiple comparisons to the Tukey post-hoc test were performed at 5% probability. Different lowercase letters indicate significant differences. Mix: mix of pollutants at
environmental relevant concentration (1×), 10 times higher (10×) and 25 times higher (25×). n = 11 animals/group.

Fig. 8. (A) Two-dimensional image showing the test room and the apparatus used in the feline predator response test (acclimation and test sessions). (B) Time spent in the “lair” (safe
area), (C) showing freezing and (D) self-grooming behaviors of male C57Bl/6J mice exposed or not to the chronic intake of water containing a mix of pollutants at different
concentrations. The bars represent the mean + standard deviation from the original data, which were transformed into log (x) in order to be subjected (a posteriori) to two-way
ANOVA. Multiple comparisons to the Tukey post-hoc test were performed at 5% probability. Different lowercase letters indicate significant differences. Mix: mix of pollutants at
environmental relevant concentration (1×), 10 times higher (10×) and 25 times higher (25×). n = 11 animals/group.
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In addition, we cannot neglect the possibility that these constituents
haveworked at biochemical or molecular level in structures such as dif-
ferent sessions in the hypothalamicmedial zone (Martinez et al., 2008),
mainly in the dorsomedial part of the ventromedial nucleus (VMHdm),
in the dorsal premammillary nucleus (PMd) and in the anterior hypo-
thalamic nucleus (AHN), which are highly interconnected, as well as
classically involved in fear-related responses triggered in “threatening”
situations (Canteras et al., 1997). Previous studies showing reduced de-
fensive response in rodents with neuronal lesions in the VMHdm
(Kunwar et al., 2015); in the PMd (Canteras et al., 1997; Blanchard
et al., 2003; Markham et al., 2004; Cezario et al., 2008) and in the AHN
(Schwerdtfeger and Menard, 2008) reinforce this hypothesis.

We also believe that theremay have been changes in Fos protein ex-
pression (a product from the immediate-early c-Fos gene and consid-
ered a specific neuronal activity marker), mainly in hypothalamic
regions linked to the defensive response in rodents. Such assumption
finds support in different studies that have already reported increased
Fos protein expression during rodent exposure to potential predators
(Vianna et al., 2003; Canteras et al., 2008., de Oliveira-Crisanto et al.,
2015), as well as in studies that evidenced changes in the aforemen-
tioned protein expression, both in rodents (Cheng et al., 2002) and in
other experimental models exposed to pollutants (Topal et al., 2015).

In addition, it is possible stating that the xenobiotics found in themix
of pollutants supplied to the animalsmay have played a role in the func-
tional dysregulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis, thus di-
rectly affecting the production of hormones - such as corticosterone -,
which are clearly increased in rodents exposed to potential predators
(Anisman et al., 2001; Amaral et al., 2010). Although these hormones
do not regulate animal behavior, they induce chemical changes in spe-
cific neuron clusters and lead to behavioral outcomes more likely to
happen in certain environmental contexts, thus strengthening or weak-
ening particularly important neural pathways (Korte, 2001). According
to Korte (2001), corticosteroids are hormones that enable physiological
adaptation in animals in order to help them processing information
about potentially dangerous environments or situations. The different
pollutants forming the mix adopted in the current study, although at

Fig. 9. Chromium (A) and magnesium (B) levels in the blood of male C57Bl/6J mice
exposed or not to the chronic intake of water containing a mix of pollutants at different
concentrations. The bars represent the mean + standard deviation from the original
data, which were subjected to the Kruskal-Wallis test, with Dunn's post-hoc test, at 5%
probability. Different lowercase letters indicate significant differences. Mix: mix of
pollutants at environmental relevant concentration (1×), 10 times higher (10×) and 25
times higher (25×). n = 11 animals/group.

Fig. 10. (A) Two-dimensional image showing the test roomand the apparatus used in the ophidian predator response test (acclimation and test sessions). (B) Time spent in the ‘lair’ (safety
area), (C) showing freezing and (D) self-grooming behavior bymale C57Bl/6J mice exposed or not to the chronic intake ofwater containing amix of pollutants at different concentrations.
The bars represent themean+ standard deviation from the original data, whichwere transformed into log (x) in order to be subjected (a posteriori) to two-way ANOVA at 5% probability.
Mix: mix of pollutants at environmental relevant concentration (1×), 10 times higher (10×) and 25 times higher (25×). n = 11 animals/group.
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low concentrations, may have worked as environmental endocrine
disruptors (EEDs) and negatively affected mechanisms involving some
corticosterone receptors, mainly themineralocorticoid (MR) and gluco-
corticoid (GR) receptors, which potentiate or attenuate animals' defen-
sive responses (Korte, 2001). Previous studies about the harmful effects
from chemical products (individually used or used as complex contam-
inantmixes) on the function of these receptors reinforce this hypothesis
(see Odermatt and Gumy, 2008). It is possible saying that studies
reporting changes in anti-predatory responses presented by other ani-
mal models (e.g.: fish, amphibians, birds, insects and crustaceans)
than rodents reinforce our argument (see Clotfelter et al., 2004).

Therefore, these speculations show how complex the effect from the
intake of water containing a great diversity of chemical components
(such as those herein supplied to mice) on the body can be. Thus, it is
necessary conducting further studies to confirm our hypotheses, as
well as to identifywhat (organic or inorganic) components of the chem-
ical mixture are able to contribute to the emergence of the herein ob-
served effects, in a more effective way.

It is worth highlighting that it is consensus that the defensive behav-
ior of rats and mice depends on several factors able to modulate anti-
predatory behavioral categories such as: characteristics of the environ-
ment and of the threat, which may vary from predator to predator; ii)
distance between the prey and its potential predators; iii) types and in-
tensity of predatory stimuli (visual, olfactory and/or auditory) pre-
sented to rodents; iv) animals' previous experience with the stimulus
and with the environment; and (v) differences among sex, age and
assessed rodent lines (Kavaliers and Choleris, 2001; Blanchard et al.,
2003). Therefore, it is likely that the herein assessed animals (including
those in the control group) did not identify the snake as predatory
threat, since the stimuli (visual, olfactory and auditory) provided by
this potential predator may not have been sufficient for the animals to
perceive the risk and, consequently, to activate brain areas related to
fear. This assumption is reinforced by de Oliveira-Crisanto et al.
(2015), who did not find defensive response in male Swiss mice ex-
posed to snake smell. At the time, the authors suggested that the olfac-
tory clue of the snake may have been considered a new, but non-
threatening, stimulus by the rodents. It is also possible that the herein
used experimentalmodel had gender-specific differences in the percep-
tion of ophidian predators; females may be more sensitive than males,
as shown by Weldon et al. (1987). In addition, the influence from the
species, size, color and nutritional status of snakes to be used in poten-
tial ophidian predator response tests cannot be neglected. These charac-
teristicsmay be a decisive factor in the activation of neural mechanisms
responsible for triggering anthropogenic responses.

Finally, it is worth taking into consideration that assessing animals in
other contexts (environmental and predatory) may help improving the
knowledge about the effects from pollutant mix intake on the behav-
ioral biology of mammals. Future studies should focus on investigating
the effects from the short-term intake of these pollutants (i) on the be-
havior of bothmales and females; ii) on the possible genetic influence of
the animals, aswell as iii) on neural/physiologicalmechanisms thatmay
be essential for animals' susceptibility or resistance to negative effects
from contaminants on their defensive responses.

4. Conclusions

Our data corroborate the hypothesis that the chronic intake of water
containing amix of pollutants (even at small concentrations considered
environmentally relevant) may lead to changes in the defensive re-
sponses of C57Bl/6J mice. However, it appears that the effect from pol-
lutants (in complex mixtures) on the neural circuits linked to
defensive responses can be modulated through the animals' risk per-
ception; the present study recorded responsive deficit when the feline
predatory stimulus alone was presented to the animals. By considering
that anti-predatory behavior disorders can affect prey fitness and popu-
lation dynamics, we herein suggest that future studies should focus not

only on the biological mechanisms leading to the herein observed
changes, but also on other possible impacts on the health of animals ex-
posed to the intake of water containing complex pollutant mixes whose
origin may be related to several and distinct pollution sources.
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